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RESUMO

O controle da leishmaniose visceral canina € um desafio para a saude publica, sendo
importante a busca de alternativas para o mesmo. O gene Nramp1 (natural resistance
associated macrophage protein 1) é expresso em macréfagos e estd envolvido em
resisténcia natural a patégenos intracelulares. Para o estudo do papel do Nramp1
canino na leishmaniose visceral, visando a utilizacdo de possiveis polimorfismos deste
gene, como marcadores moleculares de resisténcia natural, foi coletado sangue
periférico de vinte e nove caes, para o isolamento de mondcitos e conseqlente
diferenciacdo em macréfagos, que foram inoculados com promastigotas de
Leishmania chagasi, apos dez dias de cultivo, quando cerca de 75% das células
apresentaram atividade fagocitaria e 84% marcacado positiva para a molécula de
superficie CD14, verificado por citometria de fluxo, o que caracteriza funcional e
fenotipicamente a cultura de macréfagos derivados de mondcitos. Os dois caes
fenotipicamente mais resistentes e os dois mais susceptiveis, cujos macréfagos
apresentaram a maior ou a menor proliferagcdo intracelular de Leishmania,
respectivamente, apds 24 e 72 horas de infecgao foram selecionados para a clonagem
e sequenciamento completos do cDNA do Nramp1. As sequéncias consenso obtidas
de cada cédo foram alinhadas e resultaram em uma sequéncia final de 2022pb
(depositada no GenBank sob numero de acesso DQ784645), idéntica para os caes
resistentes e susceptiveis. Portanto, a metodologia utilizada neste estudo nao resultou
na identificagdo de polimorfismos na regido codificadora do cDNA do Nramp1 canino,
potencialmente associados a resistencia contra leishmaniose visceral.
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ABSTRACT

Controlling canine visceral leishmaniasis (CVL) is a public health challenge and the
development of new tools for controlling the disease is very important. The Nramp1
(natural resistance associated macrophage protein 1) gene is expressed by
macrophages and it is associated with natural resistance to intracellular pathogens.
The goal was to study the role of Nramp1 in resistance against CVL by looking for gene
polymorphisms that could be employed for the development of a test to detect natural
resistance. Peripheral blood was collected from 29 dogs for isolation of mononuclear
cells and their differentiation on macrophages in culture, which were inoculated with L.
chagasi promastigotes, after ten days in culture, when 75% of the cells had phagocytic
activity and 84% were positive for CD14 monocyte/macrophage marker as assessed
by flow cytometry. The two most phenotypically resistant dogs, which were the ones
with lower levels of Leishmania survival intracellularly in macrophages, after 24 and 72
hour of infection, and the two most susceptible dogs, were selected for cloning of the
full length Nramp1 cDNA. The consensus sequence from the resistant and susceptible
dogs were aligned, resulting in a 2022bp sequence (GenBank access number
DQ784645) that was identical for the four studied dogs. Therefore no polymorphisms of
the canine Nramp1 associated with resistance against leishmaniasis were identified in
this study.
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INTRODUGAO

A leishmaniose visceral ¢é uma
zooantroponose de carater endémico
em varias regides do mundo, inclusive
no Brasil, onde seu agente causador € 0
protozoario Leishmania (Leishmania)
chagasi e o vetor, o inseto Lutzomyia
(Lutzomyia) longipalpis (Desjeux, 2001;
Guerin et al., 2002). Na regido
metropolitana de Belo Horizonte, o
numero de casos de leishmaniose
visceral humana e canina tem
aumentado a cada ano, (Silva et al.,
2001; FUNASA, 2002), sendo que
existe correlagdo na  distribuicdo
espacial dos casos da doenga nestas
espécies (Oliveira et al., 2001; Silva et
al., 2005), o que se justifica pelo fato de
0 cado doméstico ser o principal
reservatorio para as infecgées humanas
por Leishmania chagasi (Ashford et al.,
1998; FUNASA, 2002). As medidas
preconizadas pelos érgaos competentes
para o controle da doenca sao
baseadas no tratamento precoce de
casos de infecgdes humanas, no uso de
inseticidas para eliminagdo dos vetores
e na eliminagdo de caes soropositivos.
Contudo, somente a eliminacao de caes
soropositivos nao é suficiente para a
erradicacdo da doenga (Ashford et al.,
1998; Dietze et al., 1997), o que, por si
s, justifica novos trabalhos que
indiquem alternativas no controle da
doencga na populacao canina.

A manifestacao clinica da leishmaniose
visceral nos caes varia individualmente,
pois, enquanto alguns animais
apresentam sintomatologia evidente,
outros sao infectados e permanecem
com a doenga sub-clinica, por longos
periodos ou mesmo nao chegam a
desenvolvé-la (Pozio et al., 1981;
Slappendel e Ferrer, 1998; Nelson e
Couto, 2001), sugerindo o envolvimento
de fatores genéticos do hospedeiro no
resultado da infeccdo, ja que alguns

caes parecem apresentar resisténcia
natural a Leishmania (Sanchez-Robert
et al., 2005).

O conceito de resisténcia natural foi
desenvolvido a partir da observagao de

que individuos de uma mesma
populacéo, em contato com
determinado patégeno, reagiam

diferentemente, permitindo, ou nao, o
desenvolvimento da doenca, o que,
aparentemente, seria uma caracteristica
hereditaria (Templeton et al.,, 1988;
Adams e Templeton, 1998). A
caracteristica de susceptibilidade ou
resisténcia a infeccdo pode ser
determinada, com base em diferentes
parametros, que incluem analises in
vitro, nas quais observam-se variagdes
nas taxas de infeccdo e de
sobrevivéncia intracelulares dos
patégenos nos macrofagos,
dependendo da caracteristica do
individuo (Price et al., 1990; Barthel et
al., 2001).

Embora, certamente, a condigdo geral
de saude e a condigao fisiolégica do
hospedeiro exergam influéncia na
progressao da doenca (Caron et al.,
2004), sabe-se que a resisténcia contra
alguns patégenos intracelulares,
incluindo a Leishmania é determinada
geneticamente, em varias espécies
como na murina, bovina e humana
(Skamene et al., 1998; Buu et al., 2000;
Buschman e Skamene, 2001). O gene
Nramp1 (“natural resistance associated
macrophage protein 1”) esta envolvido
com a resisténcia do camundongo a
infeccdo por Leishmania (Canonne-
Hergaux et al., 1999). J& foram
reconhecidos varios polimorfismos do
gene Nramp1 humano, sendo que o
possivel papel destes polimorfismos,
com relagcdo a resisténcia contra
patdégenos intracelulares tem sido
estudado intensivamente (Buu et al,,
2000). O gene Nramp1 codifica uma
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proteina transmembrana que se localiza
na membrana do fagolisossoma,
transporta ions divalentes (Canonne-
Hergaux et al., 1999) e interfere na
sobrevivéncia de alguns patogenos
intracelulares (Gruenheid et al.,, 1995;
Jabado et al., 2000; Forbes e Gros,
2001), como ja foi observado em
macrofagos de camundongos
inoculados com Leishmania donovani,
Mycobacterium bovis e Salmonela
enterica sorotipo Typhimurium (Vidal et
al., 1995).

Na espécie canina existem evidéncias
de que o gene Nramp1 esta relacionado
a condicdo de resisténcia ou
susceptibilidade a leishmaniose visceral
(Altet et al., 2002; Sanchez-Robert et
al., 2005), reforcando a importancia de
se conhecer qual é a efetiva
participacdo deste gene na protegdo
contra a infecgao por Leishmania.

16

Hipoétese

A hipotese ¢é de que alelo(s)
especifico(s) do cDNA do gene Nramp1
canino  confira(m)  resisténcia a
leishmaniose visceral nessa espécie.

Objetivos

Caracterizacao fenotipica e funcional de
macrofagos  oriundos do  sangue
periférico canino, para sua utilizagdo na
selecao in vitro de céaes resistentes ou
susceptiveis a L. chagasi.

Clonagem e sequenciamento completos
do cDNA do Nramp1 canino de animais
com fenétipo resistente ou susceptivel.

Determinagcdo da correlagédo entre
polimorfismos do Nramp1 e
susceptibilidade ou resisténcia contra
Leishmania chagasi.



CAPITULO |

Revisado de Literatura

1.1. Leishmaniose Visceral Canina

Em 1903, Leishman e Donovan,
isoladamente, descreveram o
protozoario conhecido, atualmente,

como Leishmania donovani; que foi,
inicialmente, identificado em tecido
esplénico de pacientes humanos com
leishmaniose visceral na india (revisado
por Herwaldt, 1999). A leishmaniose
visceral canina foi descrita, pela
primeira vez em 1908, por Nicolle e
Conte, na Tunisia (revisado por Ashford
et al., 1998). Os protozoarios flagelados
pertencentes a ordem Kinetoplastida,
familia  Trypanosomatidae,  género
Leishmania, espécie Leishmania
chagasi (=infantum) (Kuhls et al., 2005)
sdo capazes de causar leishmaniose
visceral em animais e no homem
(Chang, 1990).

A Leishmania é classificada como um
parasita heteroxeno e, sendo assim,
completa o seu ciclo de vida em dois
hospedeiros, um vertebrado (canideos,
roedores ou humanos) e o outro
invertebrado, os dipteros hematéfagos
da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotomidae, pertencentes aos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia, com
varias espécies vetoras, no Velho
Mundo e Novo Mundo. No Novo Mundo
a principal espécie vetora € Lutzomyia
lutzomyia longipalpis (Chang, 1990;
Vassilios, 1993).

Os protozoarios do género Leishmania
apresentam basicamente trés formas: a
promastigota e a paramastigota
extracelulares, flageladas e moveis, que
vivem no interior do trato digestivo do
flebotomineo e a forma amastigota,
imovel e que vive no hospedeiro

vertebrado. A forma infectante para o
hospedeiro definitivo € a promastigota
metaciclica, que se define no final do
ciclo intravetorial e sdo formas menores,
moveis, possuindo um flagelo mais
longo. A forma amastigota é intracelular,
imével, de corpo arrendondado,
medindo de 2 a 4 mm de didmetro, e se
desenvolve poucas horas depois de
sofrer fagocitose pelas células-alvo do
hospedeiro vertebrado. A manutencéo
do ciclo biolégico da Leishmania
depende tanto da capacidade das
promastigotas em colonizar o aparelho
digestivo do hospedeiro invertebrado,
como das amastigotas de estabelecer
um parasitismo intracelular, no
macrofago do hospedeiro vertebrado
(Molyneux e Killick-Kendrick, 1987;
Chang, 1990).

O inseto vetor durante repasto no
hospedeiro mamifero infectado ingere
sangue que contém macrofagos oriundos,
sobretudo, da pele. Os macréfagos
parasitados sdo rapidamente destruidos e
liberam as formas amastigotas. Durante
as primeiras 24 horas, as amastigotas se
multiplicam por fissdo binaria longitudinal
e se diferenciam em promastigotas no
aparelho digestivo do flebotomineo.
Finalmente, se diferenciam, pelo menos
em parte, em promastigotas metaciclicas,
que sao infectantes e se localizam na
parte anterior do tubo digestivo do vetor.
Estas formas sdo inoculadas na pele do
hospedeiro  vertebrado, durante os
repastos subseqlientes do flebotomineo.
As promastigotas metaciclicas sao
rapidamente fagocitadas pelos
macrofagos do hospedeiro vertebrado,
localizando-se  dentro do  vacuolo
parasitoforo. Num periodo de 24 a 48
horas, as promastigotas se
transformam5em amastigotas e se
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multiplicam, podendo haver ruptura dos
macrofagos e, novamente, a fagocitose
dos parasitas por outras células,
causando sua distribuigdo pelo organismo
(Molyneux e Killick-Kendrick, 1987).

A leishmaniose visceral € considerada
uma zooantroponose, que atinge varias
regidbes em todo o mundo, como paises
do Mediterraneo, América Latina e Asia.
Como regra geral, a doenca é mais
comum em areas rurais ou peri-
urbanas, embora, atualmente, ocorra
emergéncia de focos em grandes
centros urbanos (Marzochi et al., 1994;
Desjeux, 2001; Guerin et al., 2002). O
cao domestico € o principal reservatorio
do parasita, em areas peri-urbanas e
urbanas (Marzochi et al.,, 1994; Guerin
et al., 2002) e parece ser o responsavel
pela natureza endémica ou epidémica
da doenga, ja que o homem é uma fonte
ineficiente de infeccdo para o inseto
vetor (Lainson e Shaw, 1987; Ashford et
al., 1998; Silva et al., 2001).

A doenca é endémica em 62 paises,
com 300 milhdes de pessoas sob risco
de adquirirem a infeccdo e 500.000
novos casos humanos por ano, com
cerca de 40.000 mortes (Desjeux, 2001;
Guerin et al.,, 2002; OMS, 2005). De
acordo com o Ministério da Saude, no
Brasil ocorrem, aproximadamente, 1000
casos de leishmaniose visceral humana,
por ano (FUNASA, 2002) e a maioria
dos casos € registrada no nordeste
brasileiro (Arias, et al., 1996; Ashford et
al., 1998; Costa et al., 1999; Miles et al.,
1999; Caldas et al., 2002; FUNASA,
2002), mas em alguns estados do
sudeste, incluindo Minas Gerais, o
numero de casos da doencga tanto em
humanos, como em cdes tem
aumentado significativamente (Miles et
al., 1999; Silva et al., 2001; Oliveira et
al., 2001; FUNASA, 2002; Silva et al.,
2005). Observou-se ainda que, em
regibes nas quais nao existia a
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leishmaniose visceral, como na regido
metropolitana de Belo Horizonte, os
primeiros casos registrados da doenca,
na década de noventa, foram em cies e
precederam os casos da doenga em
humanos (FUNASA, 2002).

Segundo Silva et al. (2001) o numero de
casos humanos e caninos de
leishmaniose visceral tem aumentado
na regido metropolitana de Belo
Horizonte, sugerindo um aumento na
taxa de transmissdo da doenca. Os
autores afirmaram ainda, que, na
referida area, a propor¢cao de animais
positivos para L. chagasi com infecgao
nao aparente é de cerca de 68%, sendo
esta semelhante a encontrada em
outras regides do pais. O intenso
parasitismo cutdneo que muitos caes
apresentam, a presenca desses animais
no ambiente doméstico e peridoméstico
e, muitas vezes, o fato de
acompanharem o movimento migratorio
do homem sao evidéncias de sua
importancia no ciclo epidemiolégico da
leishmaniose visceral (Guerin et al.,
2002; Gontijo e Melo, 2004; Grima,
2005; Moreno et al., 2005).

O cao doméstico é, portanto, um
reservatorio importante da Leishmania
chagasi e, aparentemente, ¢é o
responsavel pela natureza endémica ou
epidémica da doenca (Lainson e Shaw,
1987; Ashford et al., 1998; FUNASA,
2002), particularmente em  areas
urbanas, onde ha correlacdo entre a
distribuigao espacial de caes
soropositivos e casos humanos de
leishmaniose visceral (Oliveira et al.,
2001; Camargo-Neves et al., 2001).
Embora, a eliminacdo de cées
soropositivos seja uma das medidas
preconizadas pelos 6rgaos publicos
competentes, tal medida ndo ¢é
suficiente para a erradicacdo da doenca
(Dietze et al., 1997; Ashford et al.,
1998).



1.2 Patogénese, Patologia e
Aspectos Clinicos e Diagnésticos da
Leishmaniose Visceral Canina

O sitio de inoculagdo da Leishmania
chagasi na pele, por meio da picada do
vetor é o primeiro local de infeccdo. Em
seguida, ocorre a difusdo do parasita,
para todo o organismo, nos individuos
susceptiveis. O periodo de incubagao
da doenca pode variar de um més a
anos. As etapas essenciais para o
desenvolvimento da doenga s&o a
infeccdo, seguida de sobrevivéncia e
multiplicagdo do parasita nas células do
sistema monocitico fagocitario. O
parasita exerce acgao lesiva direta sobre
estas células, causando, inicialmente,
alteragao funcional e, posteriormente, a
destruicao das mesmas (Genaro et al.,
1993; Cunninghan, 2002). As formas
amastigotas da Leishmania ja foram
observadas nos macroéfagos dos
animais infectados em, praticamente,
todo o organismo e em outras células
fagocitarias como monacitos,
neutrofilos, eosindfilos, e também
células endoteliais (Oliveira et al., 1993;
revisado por Marsella e Gopegui, 1998),
fibroblastos (Hervas-Rodriguez et al.,
1996; Bogdan et al., 2000) e hepatdcitos
(Duarte et al., 1989; Tafuri et al., 2001).
O parasita ¢é distribuido por Vvia
hematogena e linfatica, principalmente
no interior de células do hospedeiro,
podendo, eventualmente, ser
transportado livre (ndo associado as
células do hospedeiro). O parasita é
encontrado em maior abundéancia no
baco, linfonodos, medula éssea, figado,
rins e pele (Genaro, 1993; Cunninghan,
2002; revisado por Grima, 2005).

Além das lesdes causadas pela acao
direta do parasita, algumas alteragdes
observadas na leishmaniose visceral
sao imunomediadas, uma vez que a
infeccdo em animais susceptiveis
resulta em intensa producdo de

anticorpos. Ocorre a proliferacdo de
linfécitos B e 0 aumento do nimero de
histiécitos e macréfagos, resultando em
linfadenomegalia generalizada e
hepato-esplenomegalia. Embora ocorra
a expressiva producado de anticorpos, a
resposta humoral nao é protetora contra
a Leishmania e tem efeitos deletérios no
organismo.  Anticorpos  especificos
opsonizam o parasita, facilitando sua
entrada nos macrofagos e permitindo
sua sobrevivéncia. Por outro lado, os
anticorpos formam imunocomplexos
circulantes, que se depositam nas
paredes de vasos sanguineos podendo
causar vasculite, poliartrite e
glomerulonefrite  (Slappendel, 1988;
Cunninghan, 2002; revisado por Grima,
2005).

O quadro histopatolégico classico na
leishmaniose visceral canina €& de
reacao inflamatdria crénica intensa do
tipo granulomatosa, com hipertrofia e
hiperplasia do sistema mononuclear
fagocitario, sendo que este quadro é
observado, principalmente, nos
linfonodos, figado, baco, rins e pele
(Keenan et al., 1984b; Slappendel,
1988; Tafuri et al.,, 1996; Lima et al.,
2004).

Ainda que com menor freqliiéncia, os
cades acometidos pela leishmaniose
visceral podem desenvolver lesbes
oculares, como uveite, blefarite e
ceratoconjuntivite (Pefa et al.,, 2000;
Brito et al., 2004), ou ainda, panoftalmite
(Carvalho-Neta et al., 2006'"), dsteo-
articulares, como osteomielite osteolitica
(Agut et al., 2003; Souza et al., 2005),
genito-urinarias, como  epididimite,
balonopostite e com menor frequiiéncia,
orquite (Diniz et al., 2005), pulmonares,

' Carvalho-Neta: Panoftalmite em cdo com
Leishmaniose  Visceral: relato de caso
(alcinaven@yahoo.com).
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como pneumonite intersticial (Duarte et
al., 1986; Gongalves et al.,, 2003) e
gastro-intestinais, como reacdes
inflamatdrias exsudativas, com infiltrado
de células mononucleares (Silva, 2001).
As alteragbes renais mais comuns sao
glomerulonefrites, seguidas de
alteracbes intersticiais e tubulares
(Marcussen et al.,, 1989; Tafuri et al.,
1989; Nieto et al., 1992; Costa et al.,
2003).

Os sintomas clinicos da leishmaniose
visceral canina variam, enormemente, e
a evolugao da doencga é lenta, o que é
uma consequéncia de sua patogénese e
da resposta imunoldgica que o paciente
desenvolve. Os sintomas podem
ocorrer simultdnea ou isoladamente
(Nelson e Couto, 2001). Dermatites,
emagrecimento, linfadenomegalia
periférica ou generalizada, hepato-
esplenomegalia, anemia, emaciagao e
insuficiéncia renal sdo os sinais mais
comuns, sendo que epistaxe,
claudicacao, diarréia, conjuntivite, uveite
€ pneumonia ocorrem em menor
numero de casos (Keenan et al., 1984a;
Marzochi et al., 1985; Ciaramella et al.,
1997; Slappendel e Ferrer, 1998;
Feitosa et al., 2000; Almeida et al.,
2005).

Em um estudo realizado no Brasil, os
aspectos clinicos da leishmaniose
visceral canina foram avaliados, em
duzentos e quinze caes naturalmente
infectados sendo que, destes, 81%
apresentaram linfadenomegalia,
68%, alteragcbes cutdneas, 58%,
hiporexia, 51%, onicogrifose, 47%,
emaciacao e 30%, anemia e alteragdes
oculares, como uveite; além de achados
menos freqlientes como  diarréia
(20%), hipertermia (21%), alteracdes
neurolégicas (4%) e epistaxe (3%)
(Feitosa et al., 2000).
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Na ltalia, em um estudo clinico de cento
e cinquenta caes positivos para L.
infantum, os sintomas mais comuns e
as percentagens de animais que os
apresentavam foram, respectivamente,
linfodenomegalia generalizada (56%) ou
periférica (32%), palidez de mucosas
(87%), esplenomegalia (53%), dermatite
exfoliativa (56%), ulceras (40%) e
alopecia periorbital (18%) ou difusa
(14%) (Ciaramella et al., 1997). Os
aspectos clinicos da leishmaniose
visceral canina também foram
estudados em oitenta e seis caes
positivos, provenientes do nordeste
brasileiro. Os sinais clinicos mais
comuns foram emagrecimento e uUlceras
cutaneas, observados em 80% dos
animais. Cerca de 73% dos
caes apresentaram onicogrifose e
conjuntivite, 60%, alopecia e, menos de
20% manifestaram linfadenomegalia e
hepato-esplenomegalia (Almeida et al.,
2005).

As alteragdes de pele mais comuns na
leishmaniose visceral canina s&o
alopecia e dermatite exfoliativa, nao
pruriginosa, intensa, devido a
hiperceratose da epiderme, que,
geralmente, tem inicio na regido
periocular e orelhas, com evolugcao para
todo o corpo. Sintomas menos comuns
sdo dermatite ulcerativa crbnica,
principalmente na cabeca e membros
posteriores e dermatite pustular ou
nodular, com acometimento ou néo
de jungdes muco-cutaneas e
onicogrifose (Slappendel, 1988; Ferrer,
1999; Ciaramella et al., 1997; Feitosa
et al., 2000; Almeida et al.,, 2005).
As alteracdes histopatoldgicas
mais observadas na pele consistem
em reacao inflamatéria difusa
histioplasmocitaria (Scott et al., 1996;
Fondevila et al., 1997; Solano-Gallego
et al., 2004). Segundo Scott et al. (1996)
em cerca de 50% das biopsias
cutdneas, de caes acometidos pela L.



chagasi, encontram-se parasitas no
interior dos macrofagos na derme.

Um estudo imuno-histoquimico da pele
de cdes com diferentes manifestacbes
cutdneas de leishmaniose, demonstrou
que caes com dermatite alopécica
tinham numero considerado normal de
células de Langerhans. J4 nas lesbes
nodulares, o numero destas células
estava diminuido e havia infiltrado de
histiécitos, com a presenga constante
das formas amastigotas do parasita
nestas células (Fondevila et al., 1997).
Além disso, foi observada dermatite
papular em caes positivos para
Leishmania, sendo que estes animais
apresentavam também resposta imune
celular, verificada por meio do teste de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)
ao antigeno de Leishmania e baixos
titulos de anticorpos. Portanto, sugeriu-
se a possibilidade deste sinal clinico
servir como indicador de individuos
resistentes (Ordeix et al., 2005).

As alteragcdes laboratoriais mais
comuns na leishmaniose visceral
canina sao hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia, com diminuigao
da taxa albumina/globulina, aumento
de uréia, creatinina e de enzimas
hepaticas, proteinuria e anemia
moderada nao regenerativa,
associada a leucopenia (Keenan et al.,
1984a; Ciaramella et al., 1997; Feitosa
et al.,, 2000; Ikeda et al., 2003;
Almeida et al., 2005; Reis et al.,
2006a).

O diagndstico da leishmaniose visceral
canina é baseado em dados
epidemioldgicos, clinicos, bioquimicos e
os obtidos de provas diagnosticas
especificas, principalmente por métodos
de deteccdo do parasita e técnicas de
imunodiagndstico, destinadas a avaliar

a resposta imune celular e humoral
(Ferrer, 1999; Canavate et al., 2005).

O exame parasitolégico consiste em
observacao direta da forma amastigota
do parasita, em amostras teciduais
(geralmente aspirados de medula
6ssea ou linfonodos) ou em cultivo do
parasita. O exame parasitologico
tem alta especificidade, porém
baixa sensibilidade, podendo ocorrer
resultados falso-negativos, além de ser
considerado invasivo (Tavares et al.,
2003; Canavate et al., 2005; Reis et al.,
2006a). Técnicas de imuno-histoquimica
tém sido empregadas com intuito de
aumentar a sensibilidade dos exames
de amostras teciduais, que possibilitam
a identificacdo da forma amastigota do
parasita, principalmente, no interior de
macrofagos, em varios 6rgaos (Ferrer et
al., 1988; Ferrer et al., 1995; Tafuri et
al., 2004).

A Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) tem sido utilizada para detecgao
do DNA gendémico ou do cinetoplasto de
Leishmania no sangue, pele, medula
ossea, linfonodos, conjuntiva e sémen
do cdo. Devido a sua alta
especificidade, a PCR pode contribuir
de maneira significativa, para o
diagnostico da leishmaniose visceral
canina, mostrando sensibilidade de 89 a
100% (Ashford et al., 1995; Mathis e
Deplazes, 1995; Fisa et al., 2001;
Quinnell et al., 2001, Strauss-Ayali et
al., 2004; Diniz et al., 2005). Foi
detectada Leishmania no sangue
periférico canino, por meio de diferentes
métodos de PCR, direcionados tanto
para o DNA genbmico, quanto para o
DNA do cinetoplasto do parasita, sendo
que este Ultimo demonstrou maior
repetibilidade e sensibilidade (Lachaud
et al., 2002a; Lachaud et al., 2002b).
Em um estudo comparativo das
técnicas de imunofluorescéncia indireta,
deteccdo de formas amastigotas da
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Leishmania em tecidos linféides e PCR,
para diagnostico da leishmaniose
canina observou-se que de dezesseis
animais negativos nos dois primeiros
testes, dez foram positivos na PCR
(Andrade et al., 2006).

Os testes soroloégicos sdo mais
amplamente utilizados para o]
diagnostico de leishmaniose visceral e
avaliam a resposta imune humoral do
animal, sendo que a doenga leva a
produgdo de altos niveis de
Imunoglobulina G (IgG) anti-leishmania
(Deplazes et al.,, 1995). No entanto,
pode haver reagdo cruzada entre
diferentes espécies de Leishmania,
Trypanosoma cruzi e Babesia spp.
Estes testes também apresentam baixa
sensibilidade (revisado por Marsella e
Gopegui, 1998; Tavares et al., 2003;
Nabity et al., 2006). As técnicas
sorolégicas mais difundidas sdo de
imunofluorescéncia indireta (IFAT), que
tem alta especificidade e sensibilidade
(Mancianti e Meciani, 1988) e o ensaio
imuno-enzimatico (ELISA ou dot-ELISA)
(Pappas et al.,, 1983). Mancianti et al.
(1996) relataram que a sensibilidade do
dot-ELISA esta em torno de 91,6% e do
IFAT 98,7%.

1.3. Imunologia da Leishmaniose
Visceral Canina

A imunidade celular protetora contra a
Leishmania é mediada pelos linfocitos-T
auxiliares (CD4+) que, quando expostos
aos antigenos apresentados pelas
células apresentadoras de antigenos
(APCs), liberam produtos soluveis e
citocinas, que atraem mondcitos e
ativam os macrofagos locais,
aumentando a habilidade citolitica
destas células (Cunningham, 2002). A
producao de interleucina 12 (IL-12)
pelas células dendriticas e macréfagos
permite que os linfécitos T se
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diferenciem na sub-populagdo Th1,
que produz interferon-y (IFN-y) e
interleucina-2 (IL-2). Estas citocinas
estimulam os macréfagos a produzirem
intermediarios reativos de oxigénio
(ROIs) e aumentar a expressao da
sintetase do oOxido nitrico induzivel
(iNOS), resultando na produgdo de
oxido nitrico (NO). Tanto os ROls
quanto o NO sdo substancias tbxicas
para o parasita. Por outro lado, se
houver a produgdo de interleucina-4
(IL-4) pelos linfécitos T, ocorre o
desenvolvimento da sub-populagdo Th2,
que confere susceptibilidade a
Leishmania, por inibir a producao de
IFN-y e IL-12, diminuir a expresséo de
receptores para IL-12 nos linfocitos e
inibir a producdo de NO pelos
macrofagos. As interleucinas 10 (IL-10),
6 (IL-6), 13 (IL-13) e 5 (IL-5) também
sao produzidas na resposta Th-2 e
estimulam os linfécitos B a produzirem
anticorpos (Cox, 1993; Alexander et al.,
1999: Kharazmi et al.,, 1999; Brown e
Reiner, 1999; revisado por Pinelli, et al.,
1999a; Pinelli et al., 2000).

A primeira demonstracdo  direta
da relevancia da dicotomia de linfécitos
T (Th1/Th2) para o desenvolvimento
de doengas in vivo foi observada
em estudos do modelo de Leishmania
major, em camundongos, onde foi
possivel verificar que determinadas
linhagens de camundongos, como o
BALB/c, falharam em controlar a
infeccdo e desenvolveram lesGes
progressivas e doenca sistémica. A
predisposigao genética para
susceptibilidade ou resisténcia a
infeccdo por L. major em camundongos
se correlaciona com a dominancia de
uma resposta Th2, direcionada por IL-4,
que causa doenga, ou uma resposta
Th1 direcionada por IL-12 e IFN-y, que
promove a cura e a eliminacdo do
parasita. No entanto, a simplicidade
deste modelo foi colocada a prova em



infeccbes por outros parasitas, bem
como outros hospedeiros, revelando
maior complexidade na regulacido de
citocinas e no mecanismo de resisténcia
adquirida (revisado por Sacks e Noben-
Trauth, 2002).

A semelhangca do que ocorre em
camundongos, onde a resposta
dominante da sub-populacdo de
linfécitos Th1 confere resisténcia a
Leishmania, a resposta imune celular
esta envolvida na regulagao da infecgao
por Leishmania infantum em caes
(Cabral et al., 1992; Pinelli et al., 1994).
Aparentemente, a produgédo de IFN-y e
a destruicdo das células hospedeiras
parasitadas pelos linfécitos T
especificos contra Leishmania tém
participacdo fundamental na resisténcia
a leishmaniose visceral canina (Pinelli et
al, 1995; revisado por Pinelli et al.,
1999a).

Caes que desenvolvem a forma crbnica
da leishmaniose visceral possuem
menor numero de linfécitos T e estas
células apresentam menor capacidade
de proliferagcdo, em resposta ao
antigeno de Leishmania em analises in
vitro e in vivo, quando comparados aos
linfocitos de cades nao infectados
(Brandonisio et al., 1988; Pinelli et al.,
1994; DelLuna et al., 1999). Nos cées
susceptiveis, a diminuicdo de resposta
imune mediada por células esta
relacionada a diminuicdo do numero de
linfécitos T CD4+, quando também se
observa uma alta produgdo de
anticorpos (Martinez-Moreno et al.,
1993; Martinez-Moreno et al.,, 1995;
Bordoiseau et al., 1997; Cabral et al.,
1998; Moreno et al., 1999, Guarga et al.,
2000; Leandro et al., 2001, Quinnell et
al., 2003a). Analises in vitro de linfocitos
T citotoxicos CD8+ de caes positivos
para leishmaniose visceral
assintomaticos demonstraram a
possibilidade de participagdo destas

células, na resisténcia a esta doenca
nesta espécie, devido a maior producao
de IFN-y e lise de macréfagos
infectados, quando comparado a
animais sintomaticos (Pinelli et al.,
1995). Andrade et al. (1999) estudaram
a resposta imune celular e humoral de
caes naturalmente infectados com L.
infantum e observaram que a resposta
linfoproliferativa ao  antigeno da
Leishmania e a producdo IFN-y, em
culturas de células mononucleares do
sangue periférico ocorreram somente
em animais assintomaticos, nao
ocorrendo em caes sintomaticos.

Pinelli et al. (1999b) estudaram a
expressao de citocinas (IL-2, IFN-y, IL-
10 e IL-4), em células periféricas
mononucleares de sangue periférico de
caes infectados por L. chagasi e
verificaram que caes ftratados e
assintomaticos produziram todas as
citocinas igualmente, enquanto caes
sintomaticos produziram IL-4 e IL-10.
Além disso, os macrofagos infectados
parecem nao funcionar adequadamente
como APCs, pois apresentam moléculas
co-estimulatérias inefetivas, que néo
promovem a ligagdo estavel entre
receptor de linfécitos T (TCR) nos
linfocitos e o complexo maior de
histocompatibilidade I (MHC-II), nos
macrofagos, nao havendo a produgéo
de IFN-y pelos linfécitos e consequente
ativacdo dos macrofagos (Pinelli et al.,
1999c; Meier et al., 2003).

Leandro et al. (2001) avaliaram a
resposta imune de caes sintomaticos
infectados com L. chagasi, que
apresentaram uma resposta humoral
acentuada, sendo que a concentracéo
sérica de imunoglobulina G, subclasse 1
(IlgG1) foi similar ao do grupo controle
(ndo infectado) e de imunoglobulina G,
subclasse 2 (IgG2) foi bastante elevado.
A resposta imune celular foi avaliada
pelo teste de proliferacdo de linfocitos,
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sendo que todos os animais tiveram
resposta celular contra o antigeno da
Leishmania em, ao menos, um
momento durante o] periodo
experimental.

Segundo Deplazes et al. (1995) as
concentracoes de IgG total e das
subclasses 1gG1 e 1gG2 podem
identificar susceptibilidade a
leishmaniose visceral em cédes, sendo
que 0s animais susceptiveis
apresentam maior concentracao de IgG
total e 1gG2, por mais tempo. Para
verificar esta possibilidade, Solano-
Gallego et al. (2001) avaliaram caes
sintomaticos e  assintomaticos e
observaram que as concentragcdes de
imunoglobulinas sdo muito variaveis em
animais assintomaticos € maiores nos
sintomaticos. Além disso, foi observada
correlagéo alta e positiva entre 1gG total
e lgG2, tanto nos animais sintomaticos,
como nos assintomaticos.

Quinell et al. (2003a) estudaram a
resposta de subclasses de IgG em
caes, naturalmente infectados com
Leishmania chagasi e observaram que
concentragdes de todas as subclasses
de IgG (IgG1 a IgG4) estavam no
periodo de soroconversdo, atingindo
platd apdés alguns meses. A
concentracao das subclasses de IgG foi
mais elevada em caes sintomaticos,
quando comparados aos assintomaticos
e também foi mais elevada nos animais
nos quais houve deteccdo do parasita,
por meio de PCR, com excecido da
IgG2. Reis et al. (2006b) verificaram
forte correlagdo entre a producdo de
IgG1 e caes positivos assintomaticos
para L. chagasi e melhor associagao
entre os animais sintomaticos e 1gG2,
IgE e IgA.

A resposta imune na leishmaniose

visceral também foi estudada em caes
experimentalmente infectados com L.
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infanfum, que apresentaram baixa
producao de citocinas nos primeiros oito
meses pos-infecgdo, associada a
auséncia de sinais clinicos e evidencias
de dispersdo do parasita pelo
organismo, sugerindo a ocorréncia de
desenvolvimento sub-clinico da doenca.
Nao houve relacido entre a resposta
imune humoral e a severidade da
doengca com a expressao de IL-10
(Santos-Gomes et al., 2002).

A observagao de fendtipos
exclusivamente Th1 ou Th2 é rara na
populacdo canina. No entanto, foi
demonstrada dicotomia da resposta
imune em celular ou humoral ao
parasita, nos cdes infectados (Martinez-
Moreno et al., 1995; Pinelli et al., 2000).
Portanto, o resultado da infeccdo é
amplamente determinado pelo tipo de
resposta dos cées, sendo que o0s
linfécitos T tém papel fundamental na
imunidade a leishmaniose, por
influenciar a produgdo de citocinas e
interagir com os macrofagos infectados
(Martinez-Moreno et al., 1995; Rhalem
et al., 1999, Chamizo et al., 2005;
Fernandez-Bellon et al., 2005; Rosypal
et al., 2005).

1.4. Mecanismos de Interacao entre
Leishmania e Macrofagos

A forma promastigota da Leishmania,
inoculada no hospedeiro vertebrado
pelo flebotomineo adere a superficie
dos macrofagos, pois possui moléculas
em sua superficie, que sao
reconhecidas e se ligam a receptores de
superficie de sua célula hospedeira, o
que desencadeia o0 processo de
fagocitose. Apesar de grande
quantidade de promastigotas ser
degradada no interior do macréfago,
apoés fagocitose, aquelas que
sobrevivem se convertem em
amastigotas. A forma amastigota



intracelular ndo impede a fusdo do
fagossoma com o lisossoma, pois
consegue viver e se multiplicar dentro
dos fagolisossomas secundarios.
(Sadick, 1992; Russell, 1995).

As células hospedeiras da Leishmania
no hospedeiro mamifero sdo os
macréfagos ou histiocitos, as células
epitelidides e as células de Kupfer dos
sinusoides hepaticos, que sio derivadas
de mondcitos (Alexander et al., 1999). A
fagocitose de microrganismos por
macrofagos requer ligagcbes
preliminares da particula a superficie
fagocitaria, por meio de reconhecimento
especifico ligante-receptor (Aderem e
Underhill, 1999). As moléculas de
superficie dos macréfagos as quais
interagem com microrganismos, a fim
de promoverem sua internalizacdo, séo
receptores para o terceiro componente
do sistema complemento; receptores
para a fracdo constante (Fc) de
imunoglobulinas, principalmente para
IgG, IgE e IgA; receptores do tipo
lecitina, que interagem com sequéncias
de carboidratos, glicoproteinas ou
proteoglicanos, presentes na superficie
dos parasitas e moléculas-receptoras,
pertencentes a familia das integrinas,
que reconhecem estruturas
determinadas por sequéncias
especificas de aminoacidos (em
particular, a sequéncia Arg-Gly-Asp,
encontradas em fibronectina e em
outras moléculas de adesao) (Auger e
Ross, 1992; Mosser e Rosenthal, 1993;
Brittingham e Mosser, 1997).

As principais moléculas de superficie da
Leishmania que sao reconhecidas pelo
sistema complemento ou anticorpos e,
entdo, se ligam a superficie dos
macrofagos, sdo a protease de
superficie promastigota (PSP), também
conhecida por gp63, que € uma
metaloprotease, presente em grandes
quantidades em todas as espécies de

Leishmania (Frommel et al., 1990) e um
glicoconjugado formado por repeticbes
de oligossacarideos fosforilados,
denominado lipofosfoglicano (LPG) (Mc
Conville et al., 1990), sendo que estas
moléculas sdo ancoradas a membrana
da Leishmania por uma sequiéncia de
glicosilfosfatidilinositol. A gp63 e o LPG
sao os principais fatores de viruléncia
reconhecidos da Leishmania (Sacks et
al., 1985; Bordier, 1987).

A ligacdo da Leishmania  aos
macrofagos pode também ocorrer por
meio de interagdes diretas entre
estruturas da superficie dos parasitas e
receptores dos macréfagos, como foi
comprovado pela ligagdo da protease
de superficie gp63 e do LPG a

receptores de manose/fucose,
receptores para produtos finais de
glicosilacdo  avangada (AGE) e

receptores semelhantes a integrina
(Wilson e Pearson, 1988).

A proteina gp63 da superficie da
Leishmania adere ao macréfago,
ligando-se aos seus receptores para
fibronectina, mais especificamente, p1-
integrina, adesdo esta que ocorre na
presenga de complemento, indicando
gque possa ocorrer cooperagao entre os
receptores para complemento e para
fibronectina dos  macrofagos. A
internalizacdo da Leishmania pelos
macrofagos ocorreu de forma mais
rapida em parasitas gp63 positivos, do
que em parasitas com baixa expressao
desta proteina. Observou-se ainda, que,
apoés o tratamento das células com
anticorpos anti-p1-integrina, a
internalizacdo dos parasitas foi mais
lenta (Brittingham et al., 1999).

A gp63 e o LPG do parasita ativam o
sistema complemento do hospedeiro e
as proteinas do complemento se ligam a
receptores de superficie das células
hospedeiras, ou o préprio parasita se
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utiliza destes receptores para ser
internalizado (Brittingham et al., 1995;
Desjardins e Descoteaux, 1997). O
Mac-1 (CD11b/CD18/CR3), é o receptor
para C3bi e 0 CR1 (CD35) € o receptor
para C3b e C4b Estes dois receptores
atuam em cooperagdo, para mediar a
adesdo de particulas ao macréfago
(Rosenthal et al., 1996; Brittingham e
Mosser, 1997; Ehlers, 2000).

A participacdo destes receptores
celulares na interagdo da Leishmania
chagasi com macréfago peritoneal
canino foi estudada, por meio de
citometria de fluxo, quando se utilizou
marcador de superficie para CR3
(CD18/CD11b) e verificou-se expressao
mais baixa destas moléculas nos
macrofagos, apos infeccao com a forma
promastigota do parasita, o0 que pode
indicar ligagbes destes com os
receptores ou ainda, internalizagado dos
mesmos (Gongalves et al., 2005).

A forma amastigota da Leishmania
apresenta diminuicdo expressiva das
moléculas (gp63 e LPG) em sua
superficie (McConville et al., 1993;
Moody et al.,, 1993). Além disso, a
membrana plasmatica das amastigotas
€ coberta com (glicolipidios do
hospedeiro. Estas modificacbes que
ocorrem nas formas amastigotas da
Leishmania parecem ser estratégias
importantes para evasdao do sistema
imune (Bogdan e Rollinghoff, 1999).

A delecdo do gene da metaloprotease
de superficie da Leishmania, gp63,
resultando em parasitas mutantes
deficientes nesta proteina, causa maior
sensibilidade dos mesmos a acgao litica
do complemento e atraso no
desenvolvimento de lesbes no sitio de
inoculacéo do parasita, demonstrando a
importancia desta molécula na
patogénese da doenca (Joshi et al.,
2002).
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Outras duas moléculas da superficie da
Leishmania também realizam ligacao
com receptores de superficie dos
macrofagos, mais especificamente CR3,
que sao o Antigeno 2 da superficie do
parasita (PSA-2) e o proteofosfoglicano
de membrana (PPG), sendo que ambas
apresentam um dominio rico em leucina
(LRR) (Kedzierski et al.,, 2004). Foi
demonstrado que o PPG se liga aos
macrofagos e sofre internalizacédo e
também que esta molécula inibe a
producdo de citocinas, como o TNF-a,
mas, por outro lado, apresenta
sinergismo com o IFN-y, estimulando a
producao de NO (Piani et al., 1999).

ApOs ser reconhecida e aderir a
superficie dos macroéfagos a Leishmania
é internalizada. Este processo de
internalizacdo de microrganismos pela
fagocitose é, freqlientemente, associado
com ativacao metabdlica dos
macrofagos, que desencadeia a
respiragao oxidativa, gerando rerativos
téxicos do oxigénio (ROIs) e radicais
livres que, geralmente, sédo letais aos
invasores. Parasitas intracelulares como
Leishmania, que utilizam esta via,
devem estar, permanentemente, criando
estratégias para o0 escape e
neutralizacao desses metabdlitos
oxidativos toxicos (Proudfoot et al.,
1996; Bogdan e Rollinghoff, 1999).

A respiracdo oxidativa causa aumento
pela demanda celular de oxigénio, que é
reduzido a superéxido (Oy’) por elétrons,
em uma reacdo catalisada pela enzima
NADPH-oxidase de membrana
(Janeway e Medzhitov, 2002). A
producdao dos ROls ¢é, geralmente,
desencadeada pela fagocitose e os
microrganismos sao, entdo, expostos a
esses agentes, enquanto sao
internalizados. Os ROIls sao moléculas
altamente téxicas e constituem parte
essencial dos mecanismos de defesa



usados pelos macrofagos, para destruir
microrganismos invasores (Auger e
Ross, 1992).

A interacdo da Leishmania com
macrofagos, por meio de receptores do
complemento, parece constituir um
importante mecanismo protetor para o
parasita. Ao contrario dos receptores da
Fc das Ig, a ligacdo de receptores do
complemento, sabidamente, nao inicia a
respiracdo oxidativa dos macrofagos,
assim, a opsonizacdo pelo sistema
complemento confere vantagens a
sobrevivéncia do parasita (Mosser e
Edelson, 1985; Mosser e Edelson,
1987). Além disso, a forma amastigota
da Leishmania exibe uma atividade
significativa de catalase e superoxido
dismutase, que sdo enzimas que
detoxificam os ROIs (Channon e
Blackwell, 1985).

A ativacdo da respiragdo oxidativa
envolve a translocacdo da proteina
cinase-C (PKC) do citosol para a
membrana das células e é
acompanhada por fosforilacdo de
proteinas celulares especificas pela
PKC, como componentes da NADPH-
oxidase (Asaoka et al, 1992). A
Leishmania modula a atividade da PKC,
inibindo sua translocagdo para a
membrana celular ou interferindo com a
transducao de sinal via PKC. O LPG
parece ser a principal molécula do
parasita mediadora da modulagdo da
PKC, modificando a resposta dos
macrofagos infectados (Descoteaux et
al., 1992; Olivier et al., 1992; Reiner,
1994).

A producao de oxido nitrico (NO) é um
mecanismo celular utilizado pela célula
do hospedeiro para a eliminacdo de
patégenos intracelulares como a
Leishmania, sendo essencial para a
sobrevivéncia do hospedeiro (Green et
al., 1994). O NO ¢ gerado a partir da

conversao de L-arginina em L-citrulina
pela agcdo da enzima O&xido nitrico
sintetase (NOS) (Green et al., 1990).
Esta molécula ¢é produzida pelos
macrofagos apés contato com o LPG da
forma promastigota do parasita (Kavoosi
et al., 2006).

Pinelli et al. (2000) observaram que os
macrofagos caninos também produzem
NO, quando estimulados por citocinas
como IFN-y, fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) e IL-2 e que o NO tem atividade
anti-leishmania. Ainda, levantam a
possibilidade de que os ROIs seriam
importantes, por serem toxicos para as
formas promastigotas da Leishmania,
principalmente, extracelulares e que o
NO teria atividade toxica, mais
significativa, sobre as formas
amastigotas intracelulares.

A interacdo da Leishmania com o
macrofago resulta em alteragdo da
expressao génica da célula hospedeira,
ja que em macroéfagos infectados ocorre
supressao de cerca de 40% dos genes
expressos, quando comparado com nao
infectados. Entretanto, alguns poucos
genes relacionados com a resposta
inflamatdéria, mais especificamente com
o recrutamento de novos macroéfagos,
tém seu nivel de expressdo aumentado
(Buates e  Matlashewski, 2001).
Macrofagos infectados pela Leishmania
chagasi sofrem inibicdo de varios genes
pré-inflamatoérios, enquanto  alguns
genes cujos produtos tem fungio anti-
inflamatéria s&o transcritos em maior
intensidade, sugerindo que a infeccao
por L. chagasi promove a ativagdo dos
macréfagos que culmina em um estado
anti-inflamatoério  (Rodriguez et al.,
2004).

Para evadir do sistema de defesa do
hospedeiro a Leishmania também ¢é
capaz de modular a capacidade de
migragdo de células dendriticas para
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orgaos linféides, pois interfere na
producdo de quimiocinas € na
expressao de receptores destas células
para as quimiocinas e, por isso, altera a
comunicagao entre a resposta imune
inata e a adaptativa (Steigerwald e Moll,
2005).

Os receptores semelhantes a Toll
(TLR), que sdo capazes de reconhecer
padroes moleculares associados ao
patogeno (PAMPs) e que ativam varios
mecanismos de sinalizacdo celular
(Brightbill et al., 1999) sao utilizados
pelos macréfagos, na defesa contra a
Leishmania, pois foi observado que a
ativacdo do TLR4, pelo parasita leva a
producdo de sintetase do Oxido nitico
induzivel (iINOS), enquanto o bloqueio
destes receptores no macréfagos
permite a multiplicacdo do parasita
intracelular (Kropf et al., 2004a/b). O
TLR3 também € importante para o
mecanismo de fagocitose do parasita,
pelo macréfago e na atividade anti-
Leishmania da célula ativada pelo IFN-y
(Flandin et al., 2006). Foi observado que
camundongos deficientes na proteina
adaptadora do TLR, a MyD88,
apresentaram maior susceptibilidade a
infeccao por Leishmania e também que
a molécula do parasita capaz de
estimular o TLR2 é o LPG. (deVeer et
al., 2003).

A Leishmania também interfere em vias
de sinalizagdo celular de macréfagos,
modificando a atividade da familia de
proteinas tirosina cinases C (PKC). A
resposta intracelular ao IFN-y envolve
tirosinas cinases, como a Janus cinase
e, em seqléncia, o sinal de transducéao
ou ativador da transcricdo (Stat-1), que
vai desencadear a transcrigdo de genes
estimulaveis pelo IFN-y. Esta sequéncia
de eventos ¢é inibida em células
infectadas pela Leishmania, o que vai
impedir a ativagdo destas células e,
consequentemente, sua atividade anti-
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Leishmania (Nandam e Reiner, 1995;
Nandan et al., 1999). Outra via de
sinalizagao celular em macroéfagos, que
pode ser modulada pela Leishmania, é
a que envolve a proteina adaptadora
MyD-88, que interage com TLRs e o
fator de transcricdo nuclear NF«k-B,
causando a modulagao da expressao de
citocinas pro-inflamatérias como a IL-1
(Hawn et al., 2002).

1.5. Resisténcia Natural e o gene
Nramp1

Sob condigdes naturais, a resposta do
hospedeiro a infecgcdo € multifatorial e
envolve interagbes complexas entre os
genomas do hospedeiro e do patdgeno
e o ambiente. Desde ha muito tempo,
observa-se que as doengas nao
ocorrem em todos os individuos em
uma populagdo exposta ao patdgeno
(Caron et al., 2004). A auséncia de
doengca em individuos submetidos as
mesmas condicoes de desafio, que
resulta em doenca em parte da
populagdo, foi responsavel pelo
desenvolvimento do conceito de
resisténcia natural, que, segundo
Templeton et al. (1988) e Adams e
Templeton (1998) é “a capacidade
inerente de um animal de resistir a uma
doengca, sem ter sido previamente
exposto ao agente ou imunizado”.
Aparentemente, a resisténcia natural é
uma caracteristica hereditaria. A
caracterizagdo dos genes e das
proteinas responsaveis pela resisténcia
natural pode resultar na identificagdo
dos mecanismos de defesa do
hospedeiro a serem utilizados como
alvos, para intervengao terapéutica
(revisado por Govoni e Gros, 1998).

Apesar do estado geral de saude e
condicao fisiologica do hospedeiro
influenciarem na progressdao de uma
doenga, a predisposicdo genética
participa de modo decisivo,



determinando como a doenga ira
progredir no individuo. Estudos em

camundongos e no homem
demonstraram que locos genéticos
multiplos influenciam no

desenvolvimento de uma infecgao,
afetando tanto a resposta imune inata
como a adquirida contra o parasita
(Alexander et al., 1999).

Experimentos em camundongos
mostraram que a resisténcia do
hospedeiro a parasitas intracelulares é
determinada geneticamente (Bradley et
al., 1979; Cox, 1993; Soo et al., 1998,
Bellamy, 1999; Buu et al, 2000).
Varios grupos de pesquisadores,
trabalhando isoladamente, revelaram a
existéncia de um gene localizado no
cromossoma 1 de camundongos
denominado Bcg/lty/Lsh. Mais tarde
ficou evidente que estes trés loci
correspondiam na realidade a um unico
gene, que foi denominado gene da
proteina macrofagica 1 associada a
resisténcia natural ou Nramp1 (sigla da
denominagdo em inglés “Natural
Resistance-Associated Macrophage
Protein 1”). Recentemente o gene
foi renomeado como Sic17a1 de “solute
carrier family 11 member 1°. Um
alelo deste gene estd associado a
resisténcia do camundongo a
determinados  agentes  infecciosos
como Mycobacterium (Gros, 1981),
Salmonella (Lissner et al.,, 1983) e
Leishmania (Bradley et al.,, 1979). A
participacdo do gene Nramp?1 na
resisténcia a patdégenos foi comprovada
em anadlises funcionais in vitro de
linhagens celulares de macrofagos
transfectados (Barton et al., 1995) e por
analise in vivo de camundongos “knock-
out’ (Vidal et al.,, 1995) e transgénicos
(Govoni et al., 1996).

Ortdlogos do gene Nramp1 foram
identificados em varias espécies de
animais domésticos como em bovinos

(Feng et al., 1996; Coussens, 2004),
aves (Hu et al., 1996), suinos (Tuggle et
al.,, 1997), ovinos (Bussmann, 1998),
caninos (Altet et al., 2002), e eqlinos
(Matiasovic et al., 2002), além da
espécie humana (Cellier et al., 1994).

O gene Nramp1 codifica uma proteina
integral de membrana de 60kDa, com
12 dominios transmembranicos, que se
localiza em  fagolisossomas  de
macrofagos. A proteina possui varios
sitios de fosforilacdo e algas extra-
celulares glicosiladas. Existem
evidéncias de que sua fungio seja de
canal ibnico, transportando ions
divalentes através da membrana. A
Nramp1 define uma familia de
proteinas, extremamente conservada
durante a evolugado, distribuidas em
grupos evolutivos que variam da
bactéria ao  homem,  sugerindo
participacdo fundamental em todos os
organismos vivos (Vidal et al., 1993;
Cellier et al., 1994; Skamene et al.,
1998). Outra proteina da familia Nramp
também foi caracterizada, a Nramp2
(DMT1 ou Sic11a2). Esta proteina esta
localizada na membrana plasmatica de
varios tipos celulares e tem funcéo
semelhante a Nramp1, como
transportadora de ions divalentes,
principalmente ferro, mas que nao esta
envolvida em resisténcia  natural
(Gruenheid et al, 1995). Foram
identificadas mutagcbes do gene desta
proteina em ratos, responsaveis pela
producdo de Nramp2 deficiente em
absorcdo de ferro, pelas células do
epitélio intestinal, causando o
desenvolvimento de anemia microcitica
(Fleming et al., 1997; Knopfel et al.,
2000).

Em camundongos, uma mutagéo
recessiva pontual no gene Nramp1,
causando a substituicdo de glicina por
acido aspartico na posicdo 169 do
quarto dominio transmembranico,
resulta em susceptibilidade a alguns
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patégenos intracelulares, como
Leishmania donovani, Mycobacterium
bovis e Salmonela entérica sorotipo
Typhimurium (Vidal et al.,, 1995). No
entanto, observou-se que, mesmo em
camundongos com alelo resistente
(Nramp?®'®), determinados patégenos
intracelulares, como M. tuberculosis
(revisado por North e Medina, 1998) e
Brucella melitensis (Guilloteau et al.,
2003) tém capacidade de replicagao
intracelular em macréfagos e de
estabelecer infeccao.

Estudos imuno-citoquimicos, com
anticorpos especificos mostraram que a
Nramp1 se localiza nas membranas de
endossomas tardios e lisossomas e,
ocorrendo fagocitose, a proteina se
desloca para membranas fagossomais
(Gruenheid et al., 1997; Searle et al.,
1998; Blackwell e Searle, 1999).
Existem evidéncias de que, nos
camundongos, com alelo susceptivel de
Nramp1, ocorre multiplicacao
exacerbada de microrganismos nos
macrofagos, devido a alteracbes
conformacionais da proteina, que
impede seu direcionamento para
endossomas tardios/lisossomas, ficando
a mesma retida no reticulo
endoplasmatico (White et al., 2004).

Nao esta totalmente elucidado como a
fungéo desta proteina, como
transportadora de ions divalentes, pode
influenciar a susceptibilidade a patégenos,
mas parece que pode haver efeitos
diretos na sobrevivéncia destes, nos
compartimentos endossomal/lisossomal,
além de influéncia sobre a resposta imune
inata e adaptativa, por meio dos efeitos
pleiotropicos do gene Nramp1 sobre o
sistema imune (Brown et al, 1995;
Blackwell e Searle, 1999; revisado por
Blackwell et al., 2001).

Sao descritos dois possiveis
mecanismos de acdo da Nramp1 nos
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macrofagos: o primeiro sugere que a
proteina deva transportar ions ferro
para dentro do fagolisossoma,
aumentando o conteudo de ferro, para
sustentar a reacdo catalistica Haber-

Weiss/Fenton, gerando radicais
hidroxilas, altamente toxicos, com
atividade bactericida (Gutteridge

et al., 1981; Kuhn et al., 1999; Zwilling
et al., 1999). O segundo mecanismo de
acao seria o da Nramp1 transportar
ions para fora do fagolisossoma,
transporte este dependente de pH. A
diminuicdo do conteudo idnico dentro
dos fagolisossomas, principalmente
ferro (Fe?*), manganés (Mn®") e zinco
(Zn?*), controlaria a proliferagdo de
microrganismos intracelulares  em
fagécitos. Os patdogenos utilizam estes
ions como cofatores para a replicagao
de DNA, producido de importantes
enzimas para seu metabolismo e para
neutralizacdo de componentes téxicos
do fagolisossoma e também para
expressao de diferentes fatores de
viruléncia (Gruenheid et al.,, 1995;
Canonne-Hergaux et al., 1999; Jabado
et al., 2000; Forbes e Gros, 2001; Wyllie
et al., 2002; Forbes e Gros, 2003).

A Nramp1 atua sobre o sistema
imunologico, por meio de seus efeitos
pleiotropicos, o que parece dever-se a
atividade transportadora de cations
divalentes da proteina, pois a
concentragdo destes ions influencia
muitas fungdes celulares, como a
regulagdo da transcricao por proteinas
ligantes do DNA e como as fungdes de
centenas de enzimas, incluindo
metaloproteases, superdxido dismutase
(SOD) e INOS e também eventos
celulares como fusdo endossomal
(revisado por Blackwell et al., 2003).
Nos camundongos com alelo resistente
ocorre maior producao de ROIs e NO,
resposta aumentada ao IFN-y e maior
capacidade de apresentagdo de
antigenos, devido ao aumento das



moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal Il (MHC-II)
(Lang et al., 1997; Blackwell e Searle,
1999; Blackwell et al., 2001; Fritsche et
al., 2003).

Varios estudos foram conduzidos em
diferentes espécies animais, com intuito
de verificar polimorfismos do gene
Nramp1, que possam estar associados
com resisténcia ou susceptibilidade a
doengas infecciosas, causadas por
patégenos intracelulares, como
salmonelose aviaria (Hu et al.,, 1997;
revisado por Wigley, 2004) e brucelose
(Adams e Templeton, 1998; Paixao,
2006) e tuberculose (Barthel et al.,
2000) bovinas.

Na espécie humana, estudos
populacionais foram conduzidos para
verificagdo da participagdo do gene
Nramp1 em doencas infecciosas e auto-
imunes. Existem evidéncias de que
polimorfismos presentes na sequéncia
reguladora da regido promotora do
Nramp1  estejam  envolvidos no
desenvolvimento de doencgas auto-
imunes como  artrite  reumatdide
(Shaw et al., 1996; Yen et al.,, 2006),
diabetes (Takahashi et al.,, 2004)
e sarcéide (Dubaniewicz et al.,
2005). A doenga de Crohn também foi
associada a polimorfismos localizados
proximos ao Nramp1, mas nao
especificamente na regido promotora
(Hofmeister et al.,, 1997). Os
polimorfismos do Nramp1 que podem
estar associados a susceptibilidade de
individuos a doencas infecciosas e/ou a
sobrevivéncia do  patégeno  nos
pacientes, estdo localizados na regido
promotora ou na regido nao traduzida
(UTR) da extremidade 3'como foi
observado em hansenise (Ferreira et
al., 2004), tuberculose (Abe et al., 2003;
Zhang et al., 2005; Li et al., 2006) e na
sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (Donninger et al., 2004).

1.6. Resisténcia Natural a
Leishmaniose e o gene Nramp1

Bradley e Kirkley (1977), estudando o
desenvolvimento de Leishmania
donovani em diferentes linhagens de
camundongos, observaram que a taxa
de multiplicacdo dos parasitas ocorria
de modo distinto entre as linhagens,
mas nao entre individuos de uma
mesma linhagem; denominando
resistentes os animais que tiveram a
carga parasitaria aumentada em até oito
vezes e que apresentaram lesbes
histopatoldgicas restritas ao figado, e
susceptiveis aqueles com aumento de
carga parasitaria em mais de oito vezes,
no primeiro més e que apresentavam
parasitas espalhados em fagocitos
mononucleares, em todo organismo, por
um periodo de dois anos. Segundo os
autores, este sistema poderia ser
utilizado como modelo para estudos em
resisténcia genética a  infeccdes
intracelulares, sendo que o padrao de
resposta encontrado pode ser
comparado a hanseniase e
leishmaniose cutanea.

Em um segundo trabalho, Bradley
(1977) definiu que a partir da taxa
de multiplicacdo aguda de Leishmania
donovani  é possivel classificar
camundongos em  dois  grupos:
susceptiveis e resistentes. Relatou,
também, que os hibridos descendentes
de um mesmo grupo relembram
seus progenitores em susceptibilidade

ou resisténcia, enquanto que os
hibridos entre grupos apresentam
perfil moderadamente resistente.

Cruzamentos entre individuos F1 do
grupo resistente e susceptivel, e
cruzamentos entre individuos F1 do
mesmo grupo originaram animais com
perfis de susceptibilidade indicativos de
que o controle da leishmaniose visceral
€ determinado por um unico gene. A
seguir, Bradley et al. (1979) realizaram
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0 mapeamento do loco genético
que controla  susceptibilidade a
leishmaniose visceral em camundongos,
denominando-o Lsh (mais tarde
identificado como Nramp1) e relataram
sua localizagcdo no cromossomo um,
sendo que esta é distante do loco do
MHCII.

Analises genéticas de linhagens de
camundongos permitiram o}
escaneamento do genoma murino na
busca dos genes que controlam a
resisténcia ou a susceptibilidade a
infeccdes por Leishmania. Devido ao
fato de estas sequéncias génicas
murinas  apresentarem  conservada
sintenia com regides do genoma
humano, imediatamente, tornaram-se
possiveis candidatas a genes
relacionados a susceptibilidade a
doengas humanas, como ocorreu
com o gene Lsh ou Nramp1,
relacionado com controle de varios
patdégenos intramacrofagicos, incluindo
Leishmania, Salmonella e Mycobacteria
(revisado por Blackwell et al., 2001).

Estudos populacionais humanos foram
conduzidos no nordeste brasileiro, com
intuito de determinar a possivel
participacao do Nramp1 em
susceptibilidade a doencas e néao foi
verificada ligagcdo, na populagao
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estudada, entre o gene e leishmaniose
visceral ou tuberculose (Blackwell et al.,
1997). Entretanto, estudos
populacionais realizados na espécie
humana no Suddo, onde ocorrem
distintas incidéncias e fendtipos clinicos
da leishmaniose  visceral, foram
relatados polimorfismos no Nramp1
associados a doenca. As variagdes
genéticas ja determinadas, que afetam
a susceptibilidade a leishmaniose
visceral nesta populagdo, estao
localizadas na regido promotora, no
exon3 e no intron4d e haplétipos
formados entre estes (Bucheton et al.,
2003; Mohamed et al., 2004).

Na espécie canina, foi realizado o
mapeamento e o0 sequenciamento do
Nramp1, a partir do DNA gendmico de
um animal e pesquisadas mutagdes
neste gene, que pudessem estar
associadas a  susceptibilidade a
leishmaniose visceral. O gene canino foi
mapeado no cromossomo CFA37 e
ocupa 9kb, incluindo 700 pares de base
da regido promotora, 15 exons e um
microssatélite polimdérfico no intron1. O
gene codifica uma proteina de 547
aminoacidos que possui 87% de
identidade com proteinas Nramp1, de
diferentes espécies de mamiferos (Altet
et al., 2002; Sanchez-Robert et al.,
2005).



CAPITULO 22

CARACTER!ZAQAO FUNCIONAL, FENOTiP]CA E QUANTITATIVA
DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS DE SANGUE
PERIFERICO CANINO.

2.1. INTRODUGAO

Os macréfagos participam sobremaneira
da defesa contra infecgoes,
particularmente aquelas causadas por
patégenos intracelulares. Além disso,
estao envolvidos na remocao de células
e debris celulares e sido importantes
ferramentas na resposta imune inata e
adaptativa. Tais células exibem
diversidade funcional, morfolégica e
metabdlica, conforme o seu ambiente
tecidual e, também, conforme de seu
estagio de diferenciacdo e ativagao
(Janeway et al., 2001). A resposta
imune contra Leishmania é altamente
dependente de macréfagos e, apesar de
estes serem as células hospedeiras,
alvo da infeccdo, sdo capazes de
apresentagdo antigénica e de causar a
morte intracelular da Leishmania (Pinelli
et al., 1999c).

Os macrofagos maduros, oriundos dos
tecidos animais, ndo sao prontamente
disponiveis para cultura celular e
analises funcionais. Assim, 0 uso, para
estudos, de macréfagos derivados de
mondcitos circulantes € uma alternativa
muito atraente (Saldarriaga et al., 2003),
particularmente, porque isso requer uma
abordagem menos invasiva para
obtencéao das células, quando
comparado a macrofagos derivados do
peritbneo ou da medula éssea. Esse

2 Artigo Publicado: BUENO, R.; MELLO, M.N;
MENEZES, C.A. et al. Phenotypic, functional,
and quantitative characterization of canine
peripheral blood monocyte-derived macrophages.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v.100, p.521-524,
2005.

fato torna-se importante, quando o
delineamento  experimental envolve
animais de companhia para estudo.

O isolamento, cultura e caracterizagao
de macrofagos alveolares (Shaw e
Anderson, 1984), macrofagos derivados
de medula 6ssea (Tipold et al., 1998) e
de linhagens celulares caninas
derivadas de histiocitose maligna (Pinelli
et al., 2000) foram descritos. No
entanto, como salientado, 0s
procedimentos para obtengdo das
células n&do sido simples e, portanto,
menos convenientes que a obtengéo de
células sanguineas, apesar de a
quantidade de mondcitos isolados do
sangue poder ser, frequentemente,
relativamente baixa (Ho e Babiuk,
1979).

Diferentemente de macrofagos
derivados de mondécitos de outras
espécies animais como suinos, caprinos
(Wardley et al., 1980), ovinos (Olivier et
al., 2001) e bovinos (Saldarriaga et al.,
2003), os macrofagos derivados de
monaocitos caninos nao foram
examinados em detalhes, a despeito
de sua utilizagdo prévia em
experimentacao (Kurzman et al., 1993;
Panaro et al., 1998; Sisto et al., 2001).

Os objetivos deste estudo foram a
caracterizagdo de macréfagos derivados
de mondcitos caninos e a padronizacao
do procedimento para isolamento,
cultura e infecgdo das células com
Leishmania, por meio de analises
quantitativa e qualitativa de macréfagos
derivados do sangue periférico canino.
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2.2. MATERIAL E METODOS

Foi coletado sangue periférico da veia
jugular em tubos heparinizados, de 22
cdes adultos, higidos, de ambos os
sexos. O sangue foi processado para
analise sanguinea e para isolamento de
células mononucleares de sangue
periférico (PBMC). Foram centrifugados
60 ml de sangue a 1600g por dez
minutos, em temperatura ambiente;
separado o plasma, as células foram
ressuspendidas em solugdo salina
tamponada (PBS) na proporgéao de 1:1,
que foi colocada sobre uma solugao de
Ficoll (Ficoll-paque Plus, Amershan
Biosciences, Little Chalfont, Inglaterra),
na proporgdo de 211 e entdo
centrifugada a 1200g, por 40 minutos a
18°C. Apods centrifugacdo, o PBMC foi
separado, lavado duas vezes em PBS e
ressuspendido em 8,0 ml de meio de
cultura RPMI-1640 (Gibco, Carlsbad,
EUA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, L-glutamina (200mM),
piruvato (10mM), aminoacidos néo
essenciais (10 mM), solucao de
bicarbonato de soédio  (7,5%pl/v),
penicilina (50Ul/ml) e estreptomicina
(50ul/100ml).

A suspensdo de células foi transferida
para frascos de teflon (NalgeNunc,
Rochester, EUA) e mantida em estufa
(Forma Scientific, Waltham, EUA) a
37°C com 5% de CO,. Apods vinte e
quatro horas, o meio de cultura foi
trocado, para a remocao de células nao
aderentes e a cultura foi mantida nessas
condicoes por dez dias, trocando o meio
a cada trés dias. O periodo necessario
para a diferenciagdo de mondcitos em
macrofagos é de dez dias (Wardley et
al., 1980), portanto, apds esse periodo,
as células formavam uma monocamada
confluente, resultante de expanséao
celular, a qual péde ser observada em
microscopia de contraste de fase. Os
frascos de teflon contendo os
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macrofagos foram entdo colocados
sobre o gelo por 30 minutos, seguido de
agitacdo para promover a liberacdo das
células do fundo dos frascos, que eram
transferidas para tubos de centrifuga
graduados e centrifugadas a 2000g, por
10 minutos e ressuspendidas em RPMI-
1640. A viabilidade celular foi observada
por meio de coloracdo com azul de
tripan a 1% e a concentragao de células
ressuspendidas foi ajustada para
300.000 células por ml. As células eram
semeadas em laminas contendo uma
camara (chamber-slides) (Lab-Tek,
NalgeNunc, Rochester, EUA).

A atividade fagocitaria destas células foi
analisada por meio de sua inoculagéo
com promastigotas de Leishmania
(Leishmania) chagasi
(MCAN/BR/2002/BH400), isoladas de
bago de um cao naturalmente infectado
proveniente da area urbana de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil e
cultivado em meio o-MEM, pH 7.4,
suplementado com 10% de soro fetal
bovino e penicilina (50 Ul/ml) a 24°C. A
multiplicidade de infeccao (MOI) foi de
10 promastigotas por macréfagos, em
duplicatas. Apds 24 ou 72 horas de
infeccao, as células foram coradas com
Giemsa modificado (Kit “Diff-Quick”,
Laborclin, Pinhais, Brasil) e a taxa de
infeccdo foi estabelecida contando-se
200 células de cada camara, sendo
duas camaras por cao. Na mesma data
de coleta de sangue dos cdes para
isolamento do PBMC, foram colhidos
também 5,0 ml de sangue periférico
total para contagem de células
sanguineas.

Com o objetivo de caracterizagdo dos
macrofagos derivados de mondécitos
circulantes, foi verificada a expressao
de CD14 em PBMC oriundos de nove
cdes adultos, de ambos sexos. A
expressao de CD14 foi avaliada no
PBMC imediatamente apds a separagao



pelo gradiente de Ficoll, como descrito
acima, ou apos 10 dias, em cultura em
frascos de teflon. As células foram
lavadas duas vezes em PBS e 2x10°
células eram incubadas com anticorpo
monoclonal  anti-CD14  (anti-M-M9:
VMRD, Pullman, EUA) em placas de 96
pogos com fundo em U, por 15 minutos
a temperatura ambiente e entdo lavados
com PBS com 0,1% de albumina sérica
bovina (BSA) e 0,01% de azida de
sédio, seguido de centrifugacao por 10
minutos a 128g. As amostras eram
incubadas com IgG de cabra secundario
anti-camundongo, marcado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sta
Cruz Biotechnology, Sta Cruz, EUA). As
células foram entao fixadas com 2% de
formaldeido e lidas em um FACScan
(Becton-Dickinson, San Jose, EUA). Foi
realizada aquisicdo de um minimo de
20.000 células para cada amostra. Apos
definir (gating) a regido correspondente
aos mondocitos/macréfagos de acordo
com os padrdes de tamanho e
granulosidade, a percentagem de
células CD14 positivas foi determinada
neste intervalo, como realizado
previamente em Souza et al. (2004).

Os parémetros foram submetidos ao
teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e médias com diferengas
significativas foram comparadas pelo
teste de Wilcoxon Signed Ranks. O
teste de correlagcdo de Pearson foi
aplicado entre os valores de mondcitos
sanguineos e PBMC ou de células
aderentes ao teflon apds dez dias de
cultura  (macréfagos). A  analise
estatistica foi realizada utilizando-se o
programa SPSS 11.0 (Siqueira, 2002).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A  percentagem de macrofagos
contendo a forma amastigota de
Leishmania chagasi (Fig. 1), apés 24 ou

72 horas de inoculagao foi de 75,93 +
981% e 76, 70 + 14,65%,
respectivamente (n= 22 caes, 200
células contadas por cdo, em
duplicatas). N&o houve diferenga
estatistica entre estes dois periodos
pos-infeccao (P>0,05). Estas
percentagens de infeccdo foram
similares ao descrito para macréfagos
derivados de mondcitos (Panaro et al.,
1998), peritoneal e alveolar (Shaw e
Anderson, 1984), ou macréfagos
derivados de medula 6ssea (Tipold et
al., 1998), indicando uma atividade
fagocitaria compativel com a de
macrofagos obtidos por métodos mais
invasivos.

Como demonstrado (Tab. 1), o nimero
de mondécitos no sangue periférico
canino é altamente variavel (Dienzle,
2002). No entanto, seria razoavel prever
que o rendimento de macréfagos em
cultura fosse diretamente proporcional,
ao numero de mondécitos no sangue,
usado para isolamento de PBMC.
Interessantemente, foi encontrada uma
correlagdo negativa, nédo significativa e
baixa entre o numero de macrofagos
derivados de mondcitos, apés 10 dias
de cultura e o numero de mondcitos na
amostra sanguinea, que originou a
cultura (Tab. 1). Este resultado indica
que o numero de mondcitos em uma
determinada amostra sanguinea nao é
capaz de predizer o rendimento de
macrofagos na cultura. Em contraste, a
quantidade de leucécitos sanguineos
obtidos apdés a separacido pelo
gradiente de Ficoll correlacionou-se
positivamente, mas nao
significativamente, com o numero de
macrofagos recuperados apods 10 dias
de cultura (Tab. 1). Contudo, somente
1,5 a 5% do numero original de PBMC
transferidos para os frascos de teflon,
mantiveram-se aderentes apés 10 dias
de cultura, indicando baixo rendimento
celular.
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Tabela 1: Andlise de correlagédo entre a contagem de mondcitos no sangue de 22 caes
e o numero de PBMC obtido pela separagdo por meio de gradiente de Ficoll ou o
numero de células aderentes ao teflon (macrofagos), apos dez dias de cultura.

N° monécitos/ml de sangue total Células aderentes ao teflon Correlagéao
3,44 x 10° + 2,50 x 10° 4,05 x 10°+ 1,33 x 10° r=-0,35(P=0,114)
PBMC ** Células aderentes ao teflon Correlagédo

3,67 x 10" +2,29 x 10’

4,05x10°+1,33x 10°

r=0,36 (P= 0,334)

1*Numero total de células aderentes ao Teflon removidas apdés 10 dias de cultura.
2**Numero total de PBMC obtido a partir de 60 ml de sangue total, imediatamente apds separagéo, em

gradiente de Ficoll.

Para se assegurar que a populagao de
células aderentes, apdés 10 dias de
cultura, apresentava, de forma
importante, o fendtipo macrofagico, a
expressao de CD14, marcador de
mondcito/macréfago  (Janeway et al.,
2001), foi determinada por meio de
citometria de fluxo. As percentagens de
células CD14 positivas foram
39,11+16,19% e 84,17+7,40% na
populagdo de PBMC, imediatamente
ap6s a separagao, pelo gradiente de
Ficoll e nas células aderentes ao teflon,
apos 10 dias de cultura,
respectivamente  (Fig. 2). Estas
percentagens foram significativamente
diferentes (P=0,008). Estes resultados
indicam, claramente, que a cultura em
frascos de teflon resulta em uma forte
selecdo de células CD14 positivas, o
que € supostamente alcangado pela
remocdo de PBMC nao aderentes,
como linfécitos, que sdao CD14
negativos. Saldarriaga et al. (2003)
relataram resultados similares, em
monocamadas de macrofagos
derivados de mondcitos periféricos,
apos onze dias de cultura, obtendo 94%
de células em cultura CD14 positivas.
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Na comparagdo de tamanho (eixo x) e
granulosidade (eixo y) (Fig. 2) do dot
plot representativo de PBMC (A) e
macrofagos em cultura (B), torna-se
evidente que houve aumento no
tamanho e granulosidade destas
células, apods cultura. Fato este, que
deve estar relacionado a diferencas
morfoldgicas (Dienzle, 2002), entre as
células mononucleares do PBMC, como
mondcitos e linfécitos e macrofagos
presentes na cultura, apos dez dias de
condicdbes adequadas para o cultivo
celular.

2.4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados
demonstraram que macrofagos
derivados de mondécitos de sangue
periférico sdo fenotipica e
funcionalmente utilizaveis em
experimentagao bioldgica, o que torna
esse método de utilizagao preferencial,
quando o bem-estar animal for um
aspecto relevante para o delineamento
experimental.



Figura 1: Macrofagos derivados de mondcitos, apds 24 horas de infeccdo com L.
chagasi, com numero variavel de formas amastigotas intracelulares. Em detalhe:
macrofago moderadamente infectado. Giemsa modificado. Barra = 50 um.
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Figura 2: (A/B) Dot plot representativo de tamanho (eixo x) e granulosidade (eixo y) de
PBMC, imediatamente apds separagcdo em gradiente de Ficoll (A) ou células aderentes
ao teflon, apdés 10 dias de cultura (B); os intervalos selecionados (R) correspondem
aos monocitos em A ou macrofagos derivados de mondcitos em B. (C/D) Histogramas
representativos da expressao de CD14 de PBMC, imediatamente apds separagdo em
gradiente de Ficoll (C) ou de células aderentes ao Teflon, apés 10 dias de cultura (D).
A linha cinza pontilhada indica a distribuicdo dos controles negativos e M/M1 indicam a
populagdo de células CD14 positivo. Os valores mostrados nos histogramas
representam a média e desvio padrao das amostras analisadas.
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CAPITULO 3

CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO COMPLETO DO CDNA DO GENE
NRAMP1 DE CA'ES FENOTIPICAMENTE RESISTENTES OU
USCEPTIVEIS A LEISHMANIOSE VISCERAL.

3.1. INTRODUGAO

A utilizagdo de selecdo genética de
animais domésticos, resistentes naturais
a determinados patégenos tem sido
preconizada, principalmente, para
animais de producdo, como rebanhos
bovinos, onde as perdas financeiras
com doengas sdo muito significativas. A
identificagdo de genes que possam
estar envolvidos na resisténcia natural
bem como o estudo da acdo destes
genes nas células onde s&o expressos,
ou no fenétipo dos individuos, amplia o
conhecimento sobre os mecanismos de
resisténcia a doencas e as
possibilidades de suas aplicagdes
praticas (Adams e Templeton, 1998). Na
espécie canina, a selegao genética de
animais, visando a resisténcia natural a
infeccdes, ndo é rotineiramente
realizada. No entanto, considerando que
0s caes sao reservatorios importantes
para zoonoses, como a leishmaniose
visceral (Ashford et al., 1998; FUNASA,
2002), a pratica de seleg¢ao de animais
resistentes pode ter um impacto positivo
no controle desta doenga, nas
populagdes canina e humana (Quinnell
et al., 2003b). O gene Nramp1, que
determina resisténcia natural a
patogenos intracelulares em
camundongos, inclusive resisténcia a
Leishmania (Vidal et al., 1995) pode ter
a mesma fungdo na espécie canina
(Altet et al., 2002) e, por isso, seu
estudo pode resultar na identificacdo de
marcadores de resisténcia a
leishmaniose no céo.

O gene Nramp1 ou Sic11a1, expresso
em macrofagos foi primeiramente
identificado em camundongos e esta
associado a resisténcia natural a
patégenos intracelulares como
Leishmania (Bradley et al.,, 1979),
Salmonella (Lissner et al.,, 1983) e
Mycobacterium (Gros, 1981). Um
polimorfismo identificado no gene
Nramp1 em camundongos torna os
macrofagos resistentes a multiplicagao
da Leishmania e, consequentemente,
impede a visceralizacdo do parasita nos
individuos, no inicio da infecgao
(Bradley, 1977; Bradley et al. 1979).
Quando o produto deste gene foi
identificado como a proteina
macrofagica associada a resisténcia
natural, verificou-se que esta foi a
responsavel pelo crescimento lento do
parasita, nos macrofagos de
camundongos, que apresentavam o
alelo resistente (Vidal et al.,, 1995). A
Nramp1 € uma proteina transportadora
de ions divalentes (Mn%*, Zn?*, Fe?)
localizada na membrana dos
fagolisossomas de macrofagos
(Gruenheid et al., 1997). Seu
mecanismo de acdo nao esta totalmente
elucidado, mas ela controla o conteudo
ibnico da organela, o que interfere na
multiplicagdo e sobrevivéncia dos
parasitas  intracelulares  (Canonne-
Hergaux et al., 1999; Forbes e Gros,
2001). Esta proteina possui efeitos
pleiotrépicos sobre o] sistema
imunologico, pois, regulando o conteudo
ibnico dos macréfagos interfere em
diversas fungdes celulares, como
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atividade enzimatica e transcricdo
génica (Blackwell et al., 2003).

A influencia do Nramp1 sobre a
resisténcia ou susceptibilidade a
diferentes patdégenos intracelulares foi
verificada, inicialmente, em estudos in
vitro (Lissner et al., 1983; Stach et al.,
1984; Olivier e Tanner, 1987) e in vivo
(Gros et al., 1983; Crocker et al., 1984),
nos quais se pretendeu estabelecer
como este gene afeta a capacidade do
macrofago de inibir a replicagédo
intracelular de patégenos. Foi verificado
em ensaios in vitro, apds a infeccao de
macrofagos por patégenos
intracelulares obrigatérios, que estas
células apresentam taxas de infeccao e
de sobrevivéncia intracelular distintas,
conforme terem sido isoladas de
individuos resistentes (originam taxas
menores) ou susceptiveis (originam
taxas maiores), sugerindo, portanto, ser
este um critério plausivel para selegéo
destes individuos, nos quais se
pretende estudar a influencia de genes
de resisténcia (Price et al., 1990;
Campbell e Adams, 1992; Qureshi et al.,
1996; Barthel et al., 2001).

Durante a execugdo do presente
estudo, foi realizado, por outro grupo, o
mapeamento € o sequenciamento do
gene Nrampi1 na espécie canina, a
partir do DNA genémico de um animal e
foram pesquisadas mutagcdes neste
gene, que pudessem estar associadas a
susceptibilidade a leishmaniose visceral.
Para estas pesquisas, foi seqlienciado o
cDNA do Nramp1 de quatro caes da
raca Beagle, que foram infectados,
experimentalmente, com L. infantum,
para determinacao do fendtipo
(resisténcia ou susceptibilidade).
Verificaram-se nestes caes variagdes de
sequUéncias de nucleotideos no cDNA,
entretanto, estas ndo se repetiram
dentro dos individuos com um mesmo
fendtipo. Foram verificadas variagbes
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nas sequéncias da regido promotora do
gene e em uma regido microssatélite do
intron1, as quais podem estar
relacionadas com susceptibilidade a
leishmaniose visceral canina (Altet et
al., 2002).

A possibilidade destas variagdes de
seqUéncia estarem associadas a
resisténcia ou susceptibilidade a
Leishmania na espécie canina foi
verificada em estudos populacionais. A
localizacdo de uma regido microssatélite
(TAAA)n no intron1 do gene Nramp1
canino levantou a possibilidade de a
mesma poder ser utilizada como um
marcador genético de resisténcia ou
susceptibilidade a leishmaniose visceral.
Esta possibilidade foi testada em uma
populacdo de 117 caes, sendo 84
animais positivos para L. infantum e
sintomaticos e 33 negativos com
resposta  imune  celular  positiva
(avaliada por teste de hipersensibilidade
tardia ao antigeno de Leishmania).
Foram detectados cinco alelos na regido
microssatélite (133, 137, 141, 145 e
149) e, destes, o alelo 145 foi
significativamente mais frequente nos
individuos  susceptiveis que nos
resistentes, sugerindo uma associacéo
entre este polimorfismo do gene
Nramp1 e susceptibilidade a
leishmaniose (Altet et al., 2002).

Um segundo estudo populacional incluiu
97 caes de diferentes racas, sendo 40
animais fenotipicamente susceptiveis e
57 resistentes. Foram analisadas, no
gene Nramp1 destes animais, as
regides microssatélite do intron1 e
promotora para verificagcao de
polimorfismos. A regido microssatélite
do intron1 possui cinco diferentes
alelos, sendo os alelos 141 e 145 os
mais comuns; na regido promotora
foram verificados trés polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs), em sitios de
ligagdo genbmica para fatores de



transcricdo eucariotas e ainda, uma
sequéncia rica em G, na qual o
numero de G variou de 7 a 9. Os
SNPs da regido promotora foram
significativamente mais frequentes nos
caes susceptiveis, o que pode estar
relacionado com alteragdes no nivel de
expressao génica do Nramp1 (Sanchez-
Robert et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi a clonagem
e sequenciamento completos do cDNA
do Nramp1 canino e a detecgao
de polimorfismos na  seqiéncia
codificadora do gene que pudessem
estar associados a resisténcia ou
susceptibilidade a leishmaniose visceral
canina e que, por isso, pudessem ser
utilizados como marcadores genéticos
de resisténcia através de testes
moleculares.

3.2. MATERIAL E METODOS

Foi coletado sangue periférico da veia
jugular em tubos heparinizados, de 29
caes adultos, higidos, de ambos os
sexos e de diferentes ragas (Anexo 1).
Os animais eram soronegativos para
Leishmania, determinado pelos testes
de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(Camargo, 1966), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Voller et al.,
1979) e fixagdo de complemento (RFC)
(Pellegrino e Brener, 1958). O sangue
foi processado para isolamento de
células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) e as células isoladas
foram cultivadas, para promover sua
diferenciagdo em macrofagos, conforme
descrito por Bueno et al. (2005). Apds
dez dias, foi determinada a viabilidade
celular, por meio de coloragédo com azul
de tripan e a concentracdo das
células ressuspendidas foi ajustada
para 300.000 células por ml. Os
macrofagos foram semeados em
laminas contendo camaras para cultivo

celular  (chamber-slides) e foram
infectados com promastigotas de
Leishmania  (Leishamania)  chagasi
(MCAN/BR/2002/BH400), isoladas de
bago de um cao naturalmente infectado
proveniente da area urbana de Belo
Horizonte (Minas Gerais, Brasil) e
cultivado em meio o-MEM, pH 7,4,
suplementado com 10% de soro fetal
bovino e penicilina (50 Ul/ml) a 24°C. A
multiplicidade de infeccdo foi de 10
promastigotas por macréfago e os
experimentos foram conduzidos em
duplicatas. Nos periodos de 24 ou 72
horas de infecgdo, as células foram
coradas com Giemsa modificado (Diff-
Quick Laborclin, Pinhais, Brasil). Foi
estabelecida a taxa média de infeccao
dos macréfagos (percentagem de
macroéfagos infectados por Leishmania,
em duzentas células) para todos os
caes do experimento. Foi determinado,
individualmente, 0 namero de
amastigotas intracelulares por
macrofago, contando-se 200 células em
cada cdmara, sendo duas camaras por
cdo. O numero de amastigotas
intracelulares foi semi-quantitativamente
estimado, por meio de um escore de 0 a
6, que corresponde ao numero médio
de amastigotas por macréfago,
conforme descrito na Tab. 2.

Tabela 2: Sistema de escore utilizado
na analise semi-quantitativa do nimero
de amastigotas intracelulares de
macrofagos infectados por Leishmania
chagasi.

Numero de amastigotas Escore

por macréfagos

1-4
5-8
9-12
13-16
17-20
> 20

OO WN =
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A partir desta contagem, o escore
de um cdo, em cada periodo (24 ou
72 horas) foi estabelecido por meio
da média ponderada, considerando
a percentagem de  macréfagos
classificados dentro de cada categoria
(escore 1 a 6). Portanto, um escore
foi calculado para cada cao, em
cada periodo e a diferenca entre
estes determinou se o animal
era fenotipicamente resistente ou
susceptivel, permitindo ou limitando o
crescimento de Leishmania chagasi,
nos macréfagos em cultura (Sampaio,
2002).

Apods a selecdo dos caes,
fenotipicamente resistentes ou
susceptiveis, foram coletados 60 ml de
sangue destes animais selecionados,
para isolamento de RNA. O material foi
processado conforme descrito por
Bueno et al. (2005), para isolamento e
cultura das células mononucleares
de sangue periférico. Apds dez dias,
os macrofagos foram estimulados
com lipopolissacarideo (LPS) na
concentracdo de 10ng/ml, durante
quatro horas e, imediatamente apds,
seguiu-se o isolamento de RNA,
conforme descrito previamente
(Sambrook et al., 1989), que consistiu
em lisar as células com 2ml de TRIZOL
(total RNA isolation reagent) (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) acrescentado,
diretamente, nos frascos de teflon com
cultura celular. A seguir, a separagao de
fase foi realizada a 4°C, por 15 minutos,
com 400 pl de cloroférmio. A fase
aquosa, contendo o RNA, foi precipitada
do sobrenadante a 4°C, com 1ml
isopropanol, por 10 minutos, a 20.000g.
O RNA foi lavado com 2 ml de etanol
75% e diluido em 20 pl de agua livre de
RNAase.

As amostras de RNA foram dosadas

em espectrofotometria e  foram,
qualitativamente, avaliadas por
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meio de uma reacdo de RT-PCR
(transcricado reversa, seguida de reagao
em cadeia da polimerase) para a
deteccdo da presenca de RNA para a
proteina constitutiva beta-actina.
Utilizou-se o kit comercial Superscript
One-Step RT-PCR com platinum Taq
(Invitrogen) com iniciadores especificos
para beta-actina canina (5°-
ATCCACGAGACCACCTTCAACTCC-3" e
5"-CCACACAGAATACTTGCGTTCCG)
(Invitrogen). A PCR foi realizada com
1ug de RNA em 50 pl de mistura,
contendo tampao da reacao (0,4mM de
cada dNTP, 2,4mM MgS0O4), 10uM de
cada iniciado, 50 unidades de
transcriptase reversa e 5 unidades de
Taq DNA polimerase. Os parametros da
RT-PCR foram: producdo do cDNA
durante 30 minutos a 50°C, seguido de
um passo inicial de desnaturacéo de 2
minutos a 94°C e 40 ciclos de
desnaturagdo (30 segundos a 94°C),
anelamento (30 segundos a 57°C), e
extensao (1 minuto e 20 segundos a
72°C) e um passo final de extensao de
10 minutos a 72°C. O produto da PCR
foi mantido a temperatura de 4°C e
resolvido por eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de
etidio.

Para a clonagem do gene Nramp1 foi
produzida a primeira fita de cDNA a
partir do RNA total, por transcricdo
reversa, como previamente descrito
(Kimmel e Berger, 1987). A transcricao
foi realizada com o kit SuperScript Il
Reverse  Transcriptase  (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) com 1ug de RNA total
em 12ul de mistura contendo 10uM de
dNTPs e 0,5ug/ul de oligo dT (5'-
CGGTATTTCAGTCGGTGTTCAAACCT
TT....18Ts-3) (AlphaDNA, Montreal,
Canada) e manter a 65°C por 5 minutos,
seguido de resfriamento rapido em gelo.
A segunda mistura de 9ul continha
tampado da transcriptase reversa



(250mM Tris pH8,3; 375mM KCI; 15 mM
MgCl)e 0,iM de DTT, sendo
acrescentada a primeira mistura e
incubada a 42°C, por 2 minutos.
Acrescentaram-se, ainda, 50 unidades
de transcriptase reversa, que foi
incubada a 42°C, por 50 minutos e
aquecida a 70°C, por 15 minutos, para
inativacdo da reagdo. O cDNA Nramp1
canino foi amplificado para a clonagem,
em trés segmentos maiores e nas
terminagdes 5e 3°. Os iniciadores
especificos para a amplificacdo e o
tamanho dos segmentos do cDNA do
Nramp1 originados estdo mostrados na
Tab. 3. Na Fig. 3 estdo representados
0s segmentos clonados em relagéo ao
cDNA.

A PCR foi realizada com 1ug de cDNA
em 25 ul de mistura, contendo tampao

de reacdao 1B (Phoneutria, Belo
Horizonte, Brasil) (Tris-HCI 10 mM pH
8,4, KCI 50 mM, 0,1% Triton X-100,
MgCl, 1,5mM), 2,5mM de cada dNTPs,
10uM de cada iniciador e 5 unidades de
Taq DNA polimerase (Phoneutria). Os
parametros da PCR foram: um passo
inicial de desnaturacdo de 5 minutos a
95°C, seguido de 30 ciclos de
desnaturagcdo (1 minuto a 95°C),
anelamento (30 segundos a 57°C),
extensao (1 minuto a 72°C) e um passo
final de extensao de 10 minutos a 72°C.
O produto da PCR foi mantido a
temperatura de 4°C e resolvido por
eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio, a 100
volts, por 50 minutos. Em todas as
reacoes de amplificagdo foi feito
controle negativo.

Tabela 3: Iniciadores especificos utilizados na clonagem do gene Nramp1 canino dos
animais selecionados como resistentes ou susceptiveis a infeccdo in vitro por L.

chagasi.
Fragmento
Iniciadores Seqiiéncia de Nucleotideos amplificado
(tamanho)
Segmento 1 5-CAAGGACCCCCAAAGTGTAA-3’ (direto) 659 pb
5-CCTGGAGAAGCGCTACCTG-3’ (reverso)
Segmento 2 5-GGGCTACGAGTACGTGGTG-3’ (direto) 661 pb
5-CAGGTCGTTGAGACCTGACA-3’ (reverso)
Segmento 3 5-TCAGGGACCTGAAAGACCTG-3’ (direto) 752 pb
5-TGAGCACTCAACAGCATTCA-3’ (reverso)
Terminagdao 5° 5-ATGACAGGTGACAAGGACCC-3’ (direto) 246 pb
5-GCCAGCCTGAAGATCTGACT-3’ (reverso)
Terminagdao 3° 5-GACCGAGTGGGAGTTTTGAA-3’ (direto) 301 pb

5-AGACAAGAGAAGTGAACTAGCATTTA-3’ (reverso)
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S5’ S2

S3’

Nramp1

Figura 3: Mapa dos segmentos do cDNA do Nramp1 clonado. Notar as regides de
sobreposicao dos segmentos. Segmentos: S5’ (1 a 246pb); S1 (12 a 671pb); S2 (600 a
1261pb); S3 (1243 a 1995pb); S3’ (1721 a 2022pb).

Os produtos amplificados do cDNA do
Nramp1 canino foram ligados ao vetor
pGem-T Easy (Promega, Madison,
EUA). Esta ligacdo foi realizada com
uma razado molar fragmento/vetor de
3:1, utilizando 3 unidades de T4 DNA
ligase em tampéao de ligacao (Tris-HCI
60mM pH 7.8, MgCI2 20 mM, DTT
20mM, ATP 2 mM, 10% (p/v)
polietilenoglicol 8000), em um volume
final de 10ul, por 12 horas a 4°C. Os
plasmidios recombinantes foram
utilizados para transformar bactérias
hospedeiras Escherichia coli DH5a
eletrocompetentes. Estas  bactérias
(50ul) foram incubadas com 3ul de cada
produto de ligagdo por 5 minutos, em
gelo. Como controle positivo da
transformacéo, foi feita incubacido com
10 ng do vetor pUC18 intacto. Como
controle negativo da reacao, as células
DH5a foram incubadas sem plasmidio.
Apés a incubacgao, as bactérias foram
submetidas a uma descarga elétrica de
3400 volts por 2,5 milisegundos em
eletroporador Micro Pulser (BioRad, San
Jose, EUA). Apdés o choque elétrico,
foram adicionados 600ul de meio de
cultura 2XYT (extrato de levedura 1%,
peptona 1,6%, NaCl 0,5% pH 7,0) as
bactérias, que foram incubadas por 1
hora a 37°C, sob agitagdo. As bactérias
foram plaqueadas em meio 2XYT &gar,
contendo ampicilina e incubadas por 18
horas a 37°C.
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Para confirmar a presenca do cDNA do
Nramp1 clonado, nos vetores pGem-T
easy nos clones de Dbactérias
recombinantes, crescidas em placas
com meio de cultura 2XYT e ampicilina
foi feita uma PCR de colbnia. Para a
mistura de um volume de 10ul foram
utilizados 0,2uM de cada iniciador,
200uM de cada dNTP, 0,5U de Taq
DNA polimerase e tampao de reacédo 1B
(Phoneutria). Os clones escolhidos
foram isolados na placa com palito
esterilizado e inoculados em tubos de
eppendorf contendo a mistura de PCR.
Os parametros para a PCR foram os
mesmos utilizados para a amplificagao
inicial. A amplificagao foi confirmada em
gel de agarose 1%, corado com
brometo de etidio. Dez clones de cada
construcdo contendo o inserto de
interesse foram crescidos por 18 horas
a 37°C em 3,0 ml de meio 2XYT liquido,
suplementado com ampicilina, sob
agitacao, para extragcado dos plasmidios.
Esta extragdo foi realizada utilizando o
kit Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega),
conforme orientacao do fabricante.

Os plasmidios foram sequienciados no
aparelho de sequenciamento automatico
de DNA MegaBACE 1000 (Amersham
Biosciences, Little Chalfont, Reino Unido),
segundo método de terminagéo de cadeia
de dideoxinucleotideo, descrito por



Sanger et al. (1977). Na reagdo de
sequenciamento foram utilizados 200 a
350 ng de DNA, 10 pmol de iniciador e 4l
do kit DYEnamic ET dye terminator Mega
BACE (Amersham Biosciences). Os
iniciadores utilizados foram universais
M13 direto e reverso. A confirmagdo de
que as seqliéncias obtidas foram do gene
Nramp1 foi realizada testando-as contra a
sequéncia parcial depositada no GenBank
(AF091049), no Sistema BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), de acesso
livre no NCBI (National Center for
Biotechnology Information), no endereco
eletrénico www.ncbi.nim.nih.gov. A
checagem da qualidade das sequéncias
obtidas e a montagem e o alinhamento
dos consensos para a observagao
de polimorfismos entre os animais
resistentes ou  susceptiveis  foram
realizadas no programa ChromasPro1.33
(Technelysium), utilizado para leitura e
alinhamento dos cromatogramas (Anexo
2). Para a analise comparativa das
sequéncias de aminoacidos das
tradugbes dos cDNAs do Nramp1 obtida
nesse estudo e previamente depositada
no GenBank, foi utilizado o programa
MacVector 7.2.3 (Accelrys).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de infeccdo obtida para a
populacéo dos 29 caes estudados foi de
76%, no periodo de 24 horas e 76,5%,
no periodo de 72 horas, resultado este
semelhante ao descrito na literatura
para testes de infecgao in vitro com
Leishmania e macréfagos caninos
(Madeira et al., 1999) ou macréfagos de
camundongos (Rodriguez et al., 2004),
que foram cultivados em condigbes
semelhantes. Além disso, este resultado
mostra que ndo houve re-infeccdo das
células entre os periodos de 24 e 72
horas, pois 0 numero de macrofagos
infectados para os dois periodos foi
constante, indicando que o aumento ou

a diminuicgdo do numero de formas
amastigotas no interior dos macrofagos
foi devido a multiplicagcdo ou a morte do
parasita, respectivamente.

Os periodos de infecgao utilizados no
presente trabalho, ou seja, 24 e 72
horas, foram escolhidos apés um ensaio
experimental prévio, no qual se
utilizaram varios periodos de infecgao
(6, 12, 24, 48 e 72 horas) e observou-se
que em periodos inferiores a 24 horas,
ainda nao havia multiplicacao suficiente
do parasita para avaliar a resposta do
macrofago a infeccdo. No periodo entre
24 e 48 horas ja foi possivel observar
multiplicagdo do parasita, em alguns
casos, no entanto, apds 72 horas esta
diferenca foi mais evidente.

Apés dez dias de cultivo celular, a
maioria das células  apresentou
caracteristicas morfolégicas tipicas de
macrofagos como: tamanho aumentado,
expansdes citoplasmaticas, nucleo
vesiculoso e claro, nucléolo evidente e
presenca de células binucleadas (Fig.
4). Estes achados foram semelhantes
aos relatados na literatura para
macrofagos caninos isolados de medula
6ssea (Tipold et al.,, 1998), peritbneo
(Madeira et al., 1999; Gongalves et al.,
2005), linhagem celular 030-D (Pinelli et
al., 2000) e sangue periférico (Sisto et
al., 2001). Além disso, foi determinado
por meio de citometria de fluxo, que em
cultivos celulares realizados nas
mesmas condigdes descritas (Bueno et
al., 2005), mais de 80% das células,
apés 10 dias de cultivo, apresentaram
marcagao positiva para a molécula de
superficie celular CD14, que é marcador
de mondcito/macréfago (Janeway et al.
2001), demonstrando que o método de
isolamento e cultivo resultou em forte
selecdo de células com caracteristicas
fenotipicas de macréfagos.
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Durante a avaliacdo da taxa de infecgao
dos macréfagos observou-se que as
células apresentavam  quantidades
distintas da forma amastigota da L.
chagasi intracitoplasmatica, indicando
maior ou menor sobrevivéncia do
parasita (Fig. 4), sendo que em algumas
células o numero de amastigotas
intracitoplasmaticas era contado com
exatiddo e em outras nao, devido ao
numero elevado de parasitas. A partir
desta observacgao, foi desenvolvido um
sistema de escore, que permitiu a
estimativa semi-quantitativa do numero
de amastigotas nos macréfagos, que foi
importante para estabelecer a taxa de
sobrevivéncia dos parasitas nas células
dos caes e, com isso, selecionar os
individuos resistentes e susceptiveis.

Os caes resistentes e susceptiveis a
infeccdo in vitro pela L. chagasi foram
selecionados, entdo, a partir dos
resultados estabelecidos por meio do
sistema de escore e que estao
demonstrados na Tab. 4. Os cées 6 €
18 foram selecionados como
fenotipicamente  susceptiveis,  pois
ambos tiveram aumento de mais que
1,5 em seu escore, 0 que corresponde a
mais que 1,96 vezes o desvio padréo,
indicando que pertencem ao grupo dos
animais 2,5% mais susceptiveis da
populagdo estudada. Os cades 22
e 24 foram selecionados como
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fenotipicamente resistentes pois, a partir
do sistema de escore, tiveram uma
diferenca negativa e alta entre os
periodos de 72 e 24 horas. O cao 22
teve uma diferenca maior que 1,96
vezes 0 desvio padrdao. Estes quatro
caes foram selecionados para o estudo
de identificacdo de polimorfismos nas
sequéncias do cDNA do Nramp1.

Foi possivel observar, microscopi-
camente, que houve diferenga entre as
culturas celulares dos caes resistentes e
susceptiveis, no que diz respeito ao
numero de amastigotas de L. chagasi
intracitoplasmaticas. Os macréfagos dos
caes 22 e 24, selecionados com
fenotipo resistente, apresentaram
numero menor de formas amastigotas
(Fig. 5), quando comparados com
aqueles dos caes susceptiveis (6 e 18)
(Fig. 6), indicando que as células dos
animais resistentes foram capazes de
inibir a multiplicagdo do parasita.

Na cultura de macrofagos de ambos
0s caes selecionados como
fenotipicamente susceptiveis observou-
se aumento do numero de macréfagos
classificados no escore de 3 a 6, entre
as 24 e 72 horas, apo6s a infecgao por L.
chagasi, indicando aumento do numero,
ou seja, proliferagcdo de amastigotas
intracelulares (Fig.7).
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Figura 4: (A/B/C/D) Macrofagos derivados de mondcito do sangue periférico canino,
aos dez dias de cultivo, apdés 24 horas de infeccdo com L. chagasi, mostrando

quantidades distintas de formas amastigotas do parasita intracitoplasmaticas. Giemsa
modificado. Barra = 20 um.
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Tabela 4: Resultado do escore estabelecido a partir da contagem do numero de
amastigotas de L. chagasi em macrofagos, apos 24 e 72 horas de infecgédo, de 29
caes analisados para resisténcia ou susceptibilidade a leishmaniose visceral.

Cao Escore — 24h Escore —72h Diferenca de Escore de 72 e 24h
1 2.880 2.805 -0.075
2 1.605 1.845 0.24
3 1.835 1.810 -0.025
4 1.395 1.170 -0.225
5 1.815 1.990 0.175
6" 1.765 3.300 1.535
7 1.410 1.715 0.305
8 1.600 2.165 0.565
9 1.280 0.910 -0.37
10 1.580 1.260 -0.32
11 1.605 1.275 -0.33
12 1.380 1.680 0.3
13 1.305 0.960 -0.345
14 2.080 2.300 0.22
15 1,365 1,724 0,359
16 1.285 0.980 -0.305
17 1.21 0.945 -0.265
18 * 1.695 3.22 1.525
19 2.39 2.0 -0.39
20 2.455 2.93 0.475
21 1.745 2.405 0.66
22 ** 2.035 0.935 -1.1
23 1.34 0.86 -0.48
24 ** 3.825 3.02 -0.805
25 2.145 2.07 -0.075
26 2.265 3.25 0.985
27 1.37 1.37 0.0
28 2.575 2.55 -0.025
29 2.105 3.075 0.97

Média 1.83931 1.948931 0.109621

Desvio Padrao 0.584014 0.808413 0.480203

1.96 SD *** = 0.941196

* Céaes fenotipicamente susceptiveis; ** Cées fenotipicamente resistentes. *** C&es susceptiveis e
resistentes apresentaram, preferencialmente mais que 1,96 vezes o desvio padrédo (SD), o que indica que
eles pertencem ou a classe 2,5% mais resistente ou a classe 2,5% mais susceptivel, considerando a

populagéo estudada (Sampaio, 2002).

O numero de macrofagos classificados
no escore 1 aumentou entre 24 e 72
horas, apés inoculagéo, no caso do céo
22, enquanto o numero de macréfagos
classificados em todos os demais
escores diminuiu no mesmo periodo,
indicando diminuicdo no numero de
formas amastigotas intracelulares, o que
sugere que os macrofagos deste cao,
classificado como resistente, foram
capazes de inibir a multiplicacido

intracelular do parasita. Na cultura
celular do animal 24, houve aumento do
numero de macréfagos classificados
nos escores 1, 3 e 6, entre 24 e 72
horas, apds inoculagdo. No entanto, no
mesmo periodo, houve diminuicdo do
numero de macréfagos classificados
com escores 4 e 5 e 0o numero de
macrofagos classificados com escore 2
se manteve estavel (Fig. 8). Este quadro
originou a segunda maior diferenca
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negativa entre os escores dos periodos
de 72 e 24 horas (Tab. 4), resultando na
selegcao deste cao como
fenotipicamente resistente.

O  critério de selecdo de caes
resistentes ou susceptiveis a L. chagasi
utilizado neste trabalho foi baseado na
cultura e inoculagdo de culturas
primarias de macrofagos in vitro. Este
mesmo critério foi utilizado,
anteriormente, para a espécie bovina, a
partir de macréfagos diferenciados de
monacitos isolados de sangue periférico
ou glandula mamaria e infectados in
vitro com patégenos intracelulares
(Brucella abortus, Mycobacterium bovis,
Salmonella enterica sorotipos Dublin e
Typhimurium), sendo que os animais
dos quais foram obtidos os macréfagos,
foram posteriormente desafiados in vivo
com B. abortus. Foi observado que os
bovinos, cujos macréfagos foram
capazes de controlar a multiplicacdo
intracelular dos patégenos, também
tiveram caracteristicas de resisténcia
frente ao desafio in vivo por B. abortus,
portanto, segundo os autores, o critério
de selecdo, por meio de analises in vitro
pode ser utilizado como marcagao
fenotipica de resisténcia ou
susceptibilidade (Price et al., 1990;
Qureshi et al., 1996).

No presente trabalho, os céaes
selecionados resistentes assim o foram,
porque seus macréfagos apresentaram
maior eficiéncia em controlar a
replicacado intracelular do parasita, ou
seja, tiveram atividade anti-leishmanial
aumentada, se comparados com o0s
animais selecionados susceptiveis e,
acredita-se que esta diferenca possa
estar relacionada com maior ou menor
producdo de NO dos macréfagos, nos
caes resistentes e  susceptiveis,

52

respectivamente, se  considerados
estudos que demonstraram a
importancia do NO para a inativacao
intracelular da Leishmania (Panaro et
al., 1998; Pinelli et al., 2000; Sisto et al.,
2001). Considerando que o gene
Nramp1 atua sobre o sistema
imunoldgico, por meio de seus efeitos
pleiotrépicos, modificando, inclusive,
niveis de atividade enzimatica como da
iNOS, tal como foi observado em
camundongos, que possuem o alelo
resistente deste gene e tem maior
producdo de reativos téxicos do
oxigénio, inclusive NO (Blackwell et al.,
2001; Fritsche et al., 2003), podemos
formular a hipotese de que houve a
participacdo do Nramp1 na atividade
anti-leishmanial dos macrofagos, que
resultou no controle da multiplicagéo do
parasita nos animais resistentes.

Para a clonagem e o sequenciamento
do gene Nramp1 foi isolado RNA total, a
partir dos macrofagos dos caes
selecionados. A qualidade deste RNA
foi avaliada por meio de RT-PCR, com
iniciadores especificos para o gene da
beta-actina canina, que amplificaram um
fragmento de 200 pares de base (pb) a
partr do RNA isolado dos cées,
demonstrando a integridade das
amostras (Fig. 9). A concentragao total
de RNA isolado, a partir da cultura de
macrofagos variou entre as culturas
celulares dos animais entre 25 a 40 png.

Todos os segmentos do Nramp1 canino
(segmentos 1, 2, 3 e teminacbes 3’ e
5’) foram amplificados para a realizagéo
da clonagem, conforrme descrito na
Tab. 3 e Fig. 3, sendo que uma reagéao
de PCR representativa esta
demonstrada na Fig. 10.



Figura 5:(A/B) Macréfagos derivados de monécitos isolados do cédo 22, com dez dias
de cultura, apds 24 (A) e 72 (B) horas de infeccdo com L. chagasi. Em detalhe:
macréfagos contendo formas amastigotas do parasita em degeneragdo. Giemsa
modificado. Barra = 50 um.
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Figura 6: (A/B) Macrofagos derivados de mondcitos isolados do céo 6, com dez dias
de cultivo, apés 24 (A) e 72 (B) horas de infeccdo com L. chagasi. Em detalhe:
macrofagos com incontaveis formas amastigotas do parasita intracitoplasmaticas.
Giemsa modificado. Barra = 50 um.
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Figura 7: Numero de macréfagos infectados com a forma amastigota de L. chagasi,
nos periodos de 24 e 72 horas, para os caes seis (A) e 18 (B), selecionados
fenotipicamente susceptiveis, pelo sistema de escore. Escore: | = 1 a 4 amastigotas; |l
=5a8;lll=9a12;IV=13a16;V =17-20; VI > 20.
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Figura 8: Numero de macréfagos infectados com a forma amastigota de L. chagasi, nos
periodos de 24 e 72 horas, para os cées 22 (A) e 24 (B), selecionados fenotipicamente
resistentes pelo sistema de escore. Escore | = 1 a 4 amastigotas; Il =5a 8; lll=9a12; IV
=13 a16; V =17-20; VI > 20.
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio,
mostrando, nas canaletas de 2 a 5 o produto de amplificagdo com iniciadores para
beta-actina canina, para os caes 22, 6 18 e 24, respectivamente. Na canaleta 1,
padrdo de tamanho molecular (1kb ladder, Invitrogen) e na canaleta 6 o controle
negativo, sem DNA.

659 pb

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio,
mostrando na canaleta 1 o padrdo de tamanho molecular (1kb ladder, Invitrogen) e
nas canaletas 2 a 5 os produtos de amplificacdo do segmento 1 do gene Nramp1
canino, dos caes 22, 6, 18 e 24, respectivamente, utilizando iniciadores especificos
delineados para a reacdo, que originaram um produto de 659 pb. Na canaleta 6, o
controle negativo da reagdo, sem DNA
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Os produtos amplificados do gene
Nramp1 canino foram ligados ao vetor e
os plasmidios recombinantes foram
utilizados para transformagdo de
bactérias hospedeiras E. coli DH5a
eletrocompetentes. As bactérias
cresceram em meio 2XYT, por 18 horas
e o DNA plasmidial foi isolado, apds
terem sido verificados o0s clones
positivos, por meio de PCR de colbnia
(Fig. 11). Foram seqlienciados de cinco
a dez clones de cada segmento de cada
animal. As sequéncias obtidas foram
analisadas no programa BLAST, para
checagem de identificagdo com o
Nramp1 canino (GenBank AF091049) e
foram entdo utilizadas para a obtengao
do consenso. Os consensos de cada
segmento, obtidos a partir do
sequenciamento de varios clones, foram
alinhados para a obtencao do consenso
do cDNA do gene Nramp1 de cada céo,
apo6s terem sido retirados de cada
sequéncia o0s segmentos de baixa
qualidade, por conter inclusao imprecisa
de nucleotideos, conforme evidenciado
pelo cromatograma (Anexo 3) ou
aqueles correspondentes ao vetor.
Foram utilizadas, no minimo, quatro
destas sequéncias, de cada segmento
do Nramp1, de cada cédo para a
obtencdo dos consensos. A seqliéncia
do cDNA do Nramp1 canino obtida no
presente estudo foi depositada no
GenBrank, sob o numero de acesso
DQ784645.

Um consenso final foi obtido a partir do
consenso de cada céo e obteve-se uma
sequéncia de 2022 pb para o cDNA do
gene Nramp1 dos caes selecionados
como resistentes ou susceptiveis. Na
andlise de variagao de seqliéncia deste
consenso foi possivel determinar
auséncia de polimorfismos entre os
caes (Anexo 4), uma vez que os quatro
caes apresentaram sequéncias
absolutamente idénticas. A partir do
alinhamento da seqliéncia do cDNA do

gene Nramp1 canino originada no
presente trabalho e a sequéncia
previamente depositada no GenBank
(AF091049) (Altet et al., 2002) verificou-
se 99% de identidade entre elas, sendo
2018 pb iguais de uma seqléncia
completa de 2022 pb. Os nucleotideos
que diferem entre as duas sequéncias
estdo nas posigdes 1238, 1608, 1652 e
1892 e as alteracoes de bases foram de
TparaC,CparaT, T para C e G para
A, respectivamente, entre a seqiéncia
no GenBank (AF091049) (Altet et al.,
2002) e a deste trabalho (Fig. 12; Anexo
3). A comparacao entre o cDNA do
gene Nramp1 canino sequenciado neste
trabalho com o das espécies humana e
murina indicou 89% de identidade entre
elas, resultado este semelhante ao
relatado por Altet et al. (2002).

A ORF (open reading frame) do cDNA do
gene Nramp1 canino (que corresponde a
regido codificadora do gene) do presente
trabalho estd localizada entre os
nucleotideos 1 a 1641, originando uma
proteina de 547 aminoacidos (Fig. 13).
Esta seqléncia de aminoacidos tem
identidade de 99% com a sequéncia da
proteina Nramp1 canina disponivel (Altet
et al.,, 2002), diferindo em apenas um
aminoacido na posicdo 413, onde a
sequliéncia previamente depositada no
GenBank indica uma valina (V), enquanto
a sequéncia obtida no presente estudo
indica uma alanina (A) (Fig. 13). Estes
aminoacidos sdo ambos apolares e, por
isso, tal diferenca ndo resultaria em
alteragbes significativas na proteina, o
que foi confirmado, por meio de uma
minuciosa analise de comparacdo entre
as sequéncias da proteina previamente
depositada no GenBank (numero de
acesso AF091049; Altet et al., 2002) e a
sequéncia obtida neste estudo, em
relagédo a caracteristicas de
hidrofobicidade, hidrofilicidade, dominios
transmembrana, conformacao e estrutura
secundaria (Anexo 4).
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O gene Nramp1 canino foi seqienciado
anteriormente por Altet et al. (2002), a
partir do DNA gendémico de um céo da
raca Rofttweiler. Este grupo também
verificou a existéncia de possiveis
polimorfismos que pudessem estar
associados a leishmaniose visceral e
encontraram variacbes no cDNA do
Nramp1 canino, em quatro cées da raca
Beagle, sendo que dois animais foram
classificados fenotipicamente como
resistentes e dois susceptiveis, apos
terem sido infectados,
experimentalmente, com L. infantum. As
variagdes de sequéncia encontradas
que resultaram em substituicdo de
aminoacidos na proteina foram quatro
SNPs que causaram trés substituicdes
de aminoacidos em dominios
transmembréanicos, sendo duas em um
dos caes susceptiveis e a outra em um
cao resistente, que também teve perda
de um sitio de N-glicosilacdo da
proteina. No entanto, estas variacdes de
seqUéncia nao foram consistentes com
o] fendtipo de resisténcia e
susceptibilidade, pois ndo se repetiram
nos caes com o mesmo fendtipo.

No presente trabalho, a analise de
variacdo de seqliéncia demonstrou nao
existir polimorfismos no cDNA do gene
Nramp1 entre os caes selecionados
como resistentes e susceptiveis. Para a
afirmagdo deste resultado, foram
utilizados cinco a dez clones de cada
segmento de cada cdo, enquanto em
Altet et al. (2002) as sequéncias
obtidas, que tiveram variacbes de
nucleotideos foram geradas a partir de
dois clones, 0 que pode ter sido a causa
da diferenca de resultados nos dois
trabalhos.
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Das variacbes de sequéncia do Nramp1
canino ja estudadas, quanto a sua
associagao a resisténcia ou
susceptibilidade a leishmaniose visceral,
as que tiveram esta associacao
confirmada estao localizadas no intron1
e regido promotora do gene (Altet et al.,
2002; Sachez-Robert et al., 2005), isto
e, fora da regido codificadora. No
presente trabalho, o estudo de
polimorfismo se baseou na regido
codificadora (cDNA) e identificou
auséncia de polimorfismo no gene
Nramp1 canino entre os quatro animais
selecionados.

O Nramp1 é um gene essencial e, por
isso, mutagbes em sua regido
codificadora ndo s&o comuns (Blackwell
e Searle, 1999). Existem evidéncias de
que, mesmo em camundongos, a
mutacdo pontual que causa uma
substituicdo de aminoacido da proteina
e que anula sua fungao, determinando
susceptibilidade nos individuos (Vidal et
al., 1993) s6 exista em linhagens puras
e nao é bem tolerada na populagao,
pois nao foi encontrada em
camundongos provenientes de areas
endémicas para leishmaniose visceral
(Blackwell, 1983; Blackwell, 1998). O
que, segundo os autores, demonstra
que a participagao deste gene possa ser
tdo fundamental na ativagao precoce de
macrofagos, que polimorfismos que
anulam a funcdo da proteina, ndo sao
bem tolerados na populagdo, o que €&
concordante com o} resultado
encontrado no presente trabalho.



A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

B 1 2 3 4 5 6 F 8 9 10 11 12 13 14

661 ph

Figura 11: (A/B) Eletroforese em gel de agarose mostrando o PCR de colbénias de
bactérias transformadas com os plasmidios pGemT easy/Segmento 2 (gene Nramp1
canino).

A - Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio, mostrando na canaleta 1 o
padrdo de tamanho molecular (1kb ladder, Invitrogen), nas canaletas 2 a 13 o resultado
positivo ou negativo dos clones, conforme a presenga ou ndo de banda, oriundos dos produtos
de amplificagédo de 661 pb do cdo 24 e na canaleta 14 o controle negativo da reagédo, sem
DNA.

B - Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio, mostrando na canaleta 1 o
padrédo de tamanho molecular (1kb ladder, Invitrogen), nas canaletas 2 a 13 o resultado
positivo ou negativo dos clones, conforme a presenga ou ndo de banda, oriundos do produto de
amplificagdo de 661 pb do cdo 18 e na canaleta 14 o controle negativo da reagcédo, sem DNA.

1210-TGCGCCATCCTGCCCACCGTGCTCGTGG C AGTCTTCAGGGACCTGAAAGAC-1260
1210-TGCGCCATCCTGCCCACCGTGCTCGTGG T AGTCTTCAGGGACCTGAAAGAC-1260

1570-CTGGCCCACAGCTCCCATCAACACTTCCTGTATGGGCT T CCTGATGTGGAG-1620
1570-CTGGCCCACAGCTCCCATCAACACTTCCTGTATGGGCT C CCTGATGTGGAG-1620

1630-AAGATCTCTGGGTGAACTCCCA C GCAGTGCCCCGCTAGGGGGTGGAATGAG-1680
1630-AAGATCTCTGGGTGAACTCCCA T GCAGTGCCCCGCTAGGGGGTGGAATGAG-1680

1865-CATTTTAACACAGTGCCTGACATTTTG A GACTTAAAAATAATAGTAATTCCAAAAA-1920
1865-CATTTTAACACAGTGCCTGACATTTTG G GACTTAAAAATAATAGTAATTCCAAAAA-1920

Figura 12: Segmentos do cDNA do gene Nramp1 canino que apresentaram diferenca
de nucleotideos entre a sequiéncia originada no presente trabalho (linha superior) e a
sequéncia previamente depositada no GenBank (AF091049) (linha inferior).
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(A)
MTGDKDPQSVSRPNYGSISHPPSSEPQQEPLRTTYLSEKIPIPDTEPGTFSLRKLWAF
TGPGFLMSIAFLDPGNIESDLQAGAVAGFKLLWVLLWATVLGLLCQRLAARLGVVTGK
DLGEICHLYYPKVPRTLLWLTIELAIVGSDMQEVIGTAIAFSLLSAGRIPLWGGVLITIVD
TFFFLFLDNYGLRKLEAFFGILITIMALTFGYEYVVARPAQVALLQGLLLPSCPGCGRPE
LLQAVGIVGAIIMPHNIYLHSALVKSREIDRSRRPDIREANMYFLIEASIALSVSFFINLFV
VAVFGQAFYQQTNEAAFNVCANSSLHDYAKIFPRNNLTVEVDIYQGGVMLGCVFGPA
ALYIWAVGLLAAGQSSTMTGTYAGQFVMEGFLRLRWSRFARVLLTRSCAILPTVLVAV
FRDLKDLSGLNDLLNVLQSLLLPFAVLPILTFTSMPALMQEFANGRLSKAITSFIMALVC
AINLYFVVIYLPSLPHPAYFILVALLAIVYLGLTTYLVWTCFIAHGVTLLAHSSHQHFLYGL
PDVEEKGKISG

(B)

(a)401 | RWSRFARVLLTRSCAILPTVLV | V | VFRDLKD | 420

RWSRFARVLLTRSCAILPTVLV VFRDLKD
(b) 401 A 420

Figura 13: (A) Seqliéncia de aminoacidos da proteina Nramp1 originada a partir da
sequéncia consenso do cDNA do gene Nramp1 canino, obtido no presente trabalho.
(B) Segmento da proteina Nramp1 em qual ocorreu mudanga de aminoacido valina (V)
para alanina (A) na posicdo 413, entre a seqliéncia depositada previamente no
GenBank (a) e a sequiéncia originada no presente trabalho (b).

Por outro lado, a participagdo do gene
Nramp1 na resisténcia a patdgenos
intracelulares é bastante difundida e
parece ser determinada por
polimorfismos na regido promotora do
gene, que influenciariam os seus niveis
de expressao (Blackwel e Searle, 1999).
Em humanos, foi observado que uma
sequéncia de repeticdo polimodrfica da
regido promotora do gene direciona os
niveis de expressdo génica nos
individuos, o que foi correlacionado com
susceptibilidade ou resisténcia a
doencas infecciosas e auto-imunes
(Searle e Blackwell, 1999; Zaahl et al.,
2004). Esta condicao ja foi confirmada
em estudos populacionais que
associaram polimorfismos da regido
promotora do Nramp1 em humanos e
susceptibilidade a doengas como
tuberculose (Shaw et al., 1997; Bellamy
et al., 1998) e leishmaniose (Bucheton

et al.,, 2003; Mohamed et al., 2004).
Também na populacéo canina
polimorfismos na regido promotora
foram  associados resisténcia a
leishmaniose visceral e estdo
localizados em sitios gendmicos de
ligacdo para fatores de transcricdo, o
que sugere influéncia na expressao
génica (Altet et al.,, 2002; Sanchez-
Robert et al., 2005.). Acredita-se que
esta condicao podera ser utilizada para
direcionar futuros estudos de
localizacdo de marcadores moleculares
de resisténcia a leishmaniose visceral
canina, considerando que no presente
estudo foi confirmado auséncia de
polimorfismo na regido codificadora do
gene.

Devido a grande complexidade na

interacdo entre patdgeno e hospedeiro,
o controle da infeccdo natural e da
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doenca resultante raramente sera
determinado por um unico gene (Adams
e Templeton, 1998). O gene Nramp1
participa na resisténcia ou
susceptibilidade a patdégenos
intracelulares nos individuos, contudo,
outros genes envolvidos nas vias de
ativagdo dos macréfagos, que possam
influenciar diretamente a defesa inata,
ou mesmo a adquirida, por mecanismos
indiretos podem contribuir para a
resisténcia natural a doengas,
caracterizando, portanto, uma influéncia
poligénica  sobre esta condi¢céo
(Blackwell, 1996; Tuite e Gros, 2006).

A realizacdo de analises de
escaneamento do genoma murino, de
individuos com fendtipos distintos para
leishmaniose, com intuito de
identificagdo de regides candidatas a
genes responsaveis pelo controle da
doenga, ou seja, pela resisténcia natural
dos individuos foi fundamental para a
caracterizagdo da influéncia poligénica
sobre a resisténcia natural. Nestas
analises foram identificadas cinco
regioes, entre elas, o Nramp1 e genes
ligados ao MHCII. Devido apresentar
conservada sintenia com o0 genoma
humano, estas mesmas regides vem
sendo estudadas no homem, para
verificar a influéncia que exercem sobre
a condicdo de resisténcia natural
(Blackwell et al.,1998). Na espécie
canina, além das informacgdes
disponiveis sobre o papel do Nramp1 na
resisténcia a leishmaniose visceral,
disponibilizadas pelo presente trabalho,
por Altet et al. (2002) e por Sanchez-
Robert et al. (2005), também Quinnell et
al. (2003b) encontraram associagcao
entre alelos ligados ao gene MHCII e
resisténcia a leishmaniose visceral,
caracterizando controle, ao minimo,
oligogénico sobre a manifestagdo da
doenca nos caes. Assim, a influéncia
genética sobre a resisténcia natural a
leishmaniose visceral, na espécie
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canina, parece ser determinada por
mais que um gene e o estudo destes é
importante para o entendimento dos
mecanismos imunolégicos que séao
desencadeados na infeccdo e para a
pratica de selegdo genética dos
animais, o que seria uma ferramenta
auxiliar no controle desta zoonose.

3.4. CONCLUSAO

Nao foram encontrados polimorfismos
no cDNA do gene Nramp1 canino,
quando comparadas as seqUéncias de
caes fenotipicamente resistentes ou
susceptiveis a infeccdo in vitro dos
macrofagos por Leishmania chagasi.
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Anexo 1: Raca, Idade e Sexo dos caes estudados no Capitulo 3.

N° Raga Idade (Anos) Sexo

1 Pastor Alemao 3 Fémea
2 Pastor Alemao 2 Macho
3 Sem Raga Definida 4 Fémea
4 Pastor Alemao 3 Fémea
5 Sem Raga Definida 2 Fémea
6 Rottweiler 3 Macho
7 Pastor Alemao 2 Fémea
8 Sem Ragca Definida 4 Fémea
9 Dogue Aleméo 4 Macho
10 Dogue Alemao 5 Fémea
11 Sem Raga Definida 1 Fémea
12 Dogue Alemao 6 Macho
13 Dogue Alemao 3 Macho
14 Dogue Alemao 4 Fémea
15 Dogue Alemao 4 Fémea
16 Golden Retriever 3 Fémea
17 Bull Terrier 2 Fémea
18 Pastor Alemao 4 Macho
19 Sem Ragca Definida 1 Fémea
20 Pointer Inglés 5 Fémea
21 Sem Ragca Definida 3 Fémea
22 Sem Raga Definida 9 Macho
23 Rottweiler 5 Fémea
24 Golden Retriever 4 Fémea
25 Sem Raga Definida 5 Macho
26 Sem Raga Definida 2 Macho
27 Cocker Spaniel 6 Fémea
28 Rottweiler 7 Féma

29 Labrador 5 Fémea
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