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Diagnostico molecular de leishmaniose em cées da cidade de Montes Claros,
Minas Gerais

Introducédo

As leishmanioses sdo doencas parasitarias, causadas por protozodrios intracelulares pertencentes ao género
Leishmania, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, sendo transmitidas pela picada de um inseto vetor do
género Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo Mundo (ALEXANDER; MAROLI, 2003). Os parasitas
possuem um clico heteroxénico, que alternam entre estagios de vida de hospeiros mamiferos e invertebrados, desta
forma, duas formas distintas em seu ciclo bioldgico: promastigotas e amastigotas. Os flebotomineos, hospedeiros
invertebrados, sdo infectados por meio de reservatorios contaminados, que sdo cruciais para a instalacdo da doenga. A
Leishmania se desenvolve no tubo digestivo do inseto, passando as promastigotas por varias mudancas até se
diferenciarem em promastigotas metaciclicas, forma infectante para o hospedeiro vertebrado (BATES, 2007).

A Leishmaniose Visceral (LV) ocorre no Brasil em quase todas as regides, indo do norte e nordeste até as
regides centro-oeste e sudeste.

Os cdes desempenham um papel importante no ciclo de transmissdo doméstico de LV, pois compdem o
reservatorio principal de L. infantum chagasi. O avanco da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) devido a infecgéo por
Leishmania, possui respostas diferentes entre cdes infectados, haja vista que alguns animais sdo acometidos por
sintomas graves que podem levar a morte precoce, enquanto outros podem nunca desenvolver a doenca (ALVAR et al.,
2004). Logo, precaucdes epidemiolégicas, sdo necessarias ndo sé para identificacdo de parasitas, mas também para
identificacdo das espécies. E importante o conhecimento das espécies de Leishmania, em se tratando da epidemiologia
das leishmanioses, principalmente em regides endémicas com ocorréncia simultanea de formas visceral e tegumentar da
doenca (QUARESMA et al., 2009).

Medidas de controle para a Leishmaniose sdo necessarias. No Brasil, as mais dominantes estdo relacionadas na
descontinuidade do ciclo de transmissdo envolvendo diagndstico e tratamento nos humanos, uso de inseticidas para
controle vetorial e triagem soroldgica seguida de eutandsia em cées positivos para a doenca (PALATNIK-DE-SOUSA
etal., 2001).

A leishmaniose tem sido diagnosticada por varios métodos descritos na literatura. Os diagndsticos soroldgicos

mais utilizados em levantamentos epidemioldgicos, por conseguinte, os mais empregados sdo o teste de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e teste imunocromatografico rapido DPP.
Estudos tem demonstrado que a PCR é a técnica mais vantajosa de diagndstico usando amostras como pele, conjuntiva,
medula 6ssea e aspirados de linfonodos. A sensibilidade e a especificidade da técnica permitem a deteccdo de parasitas
em pacientes que estdo clinicamente saudaveis ha muitos anos, sendo, portanto, um método diagnéstico confiavel e
promissor. Com isso, 0 objetivo do trabalho é estabelecer um protocolo eficiente de diagndstico molecular de
Leishmaniose Visceral por PCR na cidade de Montes Claros.

Material e métodos
A. Coleta das amostras

Foram coletadas 100 amostras da secrecdo ocular de cdes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) em
Montes Claros — Minas Gerais, sendo estas colhidas dos olhos esquerdo e direito de cada animal utilizando swabs
estéreis, totalizando 50 cées diferentes. Apés cada coleta, 0s swabs foram entdo cortados e as regides com as secre¢des
foram depositadas individualmente em eppendorfs e congeladas a -20°C no Laboratério de Bioprospec¢do e Recursos
Genéticos da UNIMONTES.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método fenol-cloroférmio descrito por SAMBROOK E RUSSELL
(2001). Para lise celular, no mesmo tubo contendo parte do swab, foi adicionado 1 mL de tampao de lise I (Tris-HCI
2M, MgClI 2M, NaCl 3M), sendo depois homogeinizado por inversdo e manter resfriado por 10 min. Foi centrifugado a

Apoio financeiro: FAPEMIG
Aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentagdo e Bem-Estar Animal: n® 90/2015



Real

izagao:

° FEPEG

FORU ENSINO - PESQUISA
EXTENSAO - GESTAO
RESPONSABILIDADE SOCIAL: INDISSOCIABILIDADE
ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO UNIVERSITARIA

AAAAA

CI ISSN 1806-549 X

3.000 rpms por 10 min a 4°C e desprezado o sobrenadante com auxilio de uma micropipeta com cuidado de ndo se
perder o pellet formado. A fim de romper a membrana nuclear, desproteinar e obter o DNA, foi adicionado 10 pL de
proteinase K 10mg/mL e ressuspendido o pellet no fundo do tubo com leves batidas pela adi¢do de 490 pL de tampé&o
de lise 1l (Tris-HCI 2M, EDTA 0,4M, NaCl 7M, SDS 10%). Posteriormente as amostras foram incubadas em banho-
maria a 55°C por 3 h. Para purificagdo do DNA com Fenol — Cloroférmio, ap6s o periodo de incubagdo, o tudo foi
retirado do banho- maria e foi pipetado 500 pL de solugdo de Fenol: Cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1). A
amostra foi entdo agitada em vortex até a solucéo ficar com aparéncia leitosa. Depois sera centrifigada a 8.000 rpm por
5 min a 4°C. Foram observadas trés fases no tubo apés a etapa anterior. Pipetou-setoda a fase aquosa, que contém o
DNA, para outro tubo. Todas as etapas da purificagdo do DNA foram repetidas. Adicionou-se a fase aquosa 500 L de
Cloroférmio: éalcool isoamilico na proporcdo 24:1 e agitar em vortex, até a solucdo ficar com aparéncia leitosa. Foi
centrifugada a 8.000 rpm por 5 min. Toda a fase aquosa foi pipetada para outro tubo. A fim de precipitar as proteinas,
foi adicionada 250 uL de solugdo de precipitacdo de proteinas (43,359 de acetato de aménio mais 75mL de agua
destilada) e posteriormente foi homogeneizada, até formar grumos e incubar em banho-maria a 55°C por 15 min.
Centrifugou-se a 8.000 rpm por 1 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Para a precipitacdo de DNA,
foi acrescentado 750 pL de élcool isopropilico absoluto previamente resfriado no freezer. Homogeneizar por inversdo
até a formacdo do novelo de DNA. Foi centrifugada a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C. O alcool isopropilico foi
desprezado. Adicionou-se 750 pL de etanol 70% resfriado. Foi entdo centrifugado a 10.000 rpm por 15 min a 4°C. Todo
0 alcool foi desprezado por inversdo sob o papel absorvente por 5 min. O DNA foi ressuspendido em 100 pL de TE. O
DNA total foi analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
B. Reacdo em Cadeia da Polimerase

Foi realizada a PCR convencional, utilizando os primers DI (5’-CCAGTTTCCCGCCCCG -3’) e D2 (5’-
GGGGTTGGTGGTGTAAAATAG-3’) que amplificam aproximadamente 780- 36 800pb, tendo como alvo o
minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) das espécies de Leishmania sp. causadoras de LV (SMYTH et al., 1992).

A reacdo de PCR foi feita para um volume total de 10ul, contendo Tampéo de Taq (10 mM Tris-HCI, 50mM KClI),
0,4mM de dNTPs, 0,6mM MgCI2, 0,9mM de cada iniciador, 1 U Tag DNA polimerase e 2ul de DNA extraido. A
reacdo foi submetida a uma temperatura inicial de 94°C por 5 minutos para desnaturacdo das fitas duplas de DNA,
seguido de 35 ciclos nas seguintes temperaturas: 50°C por 1 minuto para anelamento dos primers e 72°C por 1 minuto e
30 segundos para extensdo das novas fitas de DNA.

Posteriormente o produto da PCR foi corrido em gel de agarose a 1% corado com Brometo de Etidio, para avaliacéo do
padrédo de bandas.

Resultados e discussao

Das amostras coletadas dos 50 cdes, apenas 9 (13, 14, 16, 21, 37, 39, 42, 47, 50) obtiveram éxito na extragdo de DNA.
O alto nimero de insucesso nas extracbes de DNA obtidas pode ter rela¢cdo com a auséncia de solu¢do temponada para
conservacao da amostra, como é utilizada em outros trabalhos (ARAUJO, 2013), ou por falhas no protocolo.

Das 9 extragOes de DNA que obtiveram bom resultado, utilizando o iniciador que tem como alvo kDNA do parasita,
apenas 4 amplificaram no padréo de banda desejado, de 780pb (13E, 14D, 16D, 39D).

Diversos outros iniciadores foram desenvolvidos para pesquisa de DNA de Leishmania tendo como alvo 0 KDNA. Bem
como o uso de iniciadores com alvos distintos no parasita Leishmania: R221 tendo como alvo o gene SSU-rRNA,;
LITSR tendo como alvo o gene SSU-rRNA; L5.8S com alvo o gene 5.8S-rRNA; primers com alvo nos genes Mini-
Exon; dentre outros.

Conclusdo/Conclustes/Consideracdes finais

Os resultados obtidos permitem concluir que é possivel a realizacdo de um método para diagnosticar Leishmaniose
Visceral Canina que ndo seja tdo invasivo para o animal. Porém a técnica utilizada de detec¢do da doenga utilizando
swab com secre¢do ocular ainda necessita de melhoras no protocolo.
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