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RESUMO

Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) lindenbergi sdo espécies causadoras
da leishmaniose cutdnea na Amazobnia e apresentamdegrsimilaridade no seu perfil
isoenzimatico, anticorpos monoclonais e producéimfédecao inaparente em hamsters. O fato de
ndo se ter um modelo experimental altamente susteétiinfeccdo pot. (V.) naiffi e L. (V.)
lindenbergi, o objetivo deste estudo foi avaliar a suscepdidle de camundongos BALB/c e
Swiss, hamster @roechimys roberti & infeccdo por essas duas espécies. Foram preparad
in6culos com glandulas salivares e sem glandutamciéados as formas promastigotas das duas
espécies dd.eishmania. Doze animais de cada espécie foram divididos eatrguyrupos
(machos e fémeas inoculados com glandulas salivaresachos e fémeas sem glandulas
salivares). Todos foram inoculados intradermicamerat face dorsal das duas patas traseiras e
foram observados durante 90 dias. No periodo dé&@®& 90 dias pos-inoculacdo, os animais
foram sacrificados e diferentes fragmentos de pgeldocal de inoculagdo foram divididos e
utilizados na cultura in vitro, exame microscopiioeto e reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Nao foi possivel observar lesbes nos aninmmaiculados coni. (V.) naiffi e L. (V.)
lindenbergi tanto na presengca ou auséncia de glandulas sdiv#ssim como, formas
amastigotas durante 30, 60 e 90 dias apos a irg@mul&la cultura, todos os animais inoculados
com L. (V.) lindenbergi ndo desenvolverarformas promastigotas. Por outro lado, todos os
grupos de camundongos BALB/c inoculados dorfV.) naiffi apresentaram positividade quando
sacrificados com 30 dias ap0s inoculacdo e atéi&drbs machos inoculados com glandulas
salivares e fémeas inoculadas sem glandulas ssdivar PCR apresentou baixa sensibilidade
comparada a cultura. Desse modo, concluimod.q(¢é) naiffi e L.(V.) lindenbergi sdo espécies
gue apresentam baixa infectividade e nenhum domagmiutilizados no estudo podem ser

considerados modelo experimental altamente suseépti infec¢do por essas duas espécies.

Palavras chaveslL. (V.) naiffi, L. (V.) lindenbergi, modelos experimentais.



ABSTRACT

Leishmania (Viannia) naiffi andLeishmania (Viannia) lindenbergi are species that cause
cutaneous leishmaniasis in Amazonia and presett gimilarity in its isoenzymatic profile ,
monoclonals antibodies and production of unappaneiection in hamsters. The fact of not
having a highly susceptible experimental modelhe infection forL. (V.) naiffi andL. (V.)
lindenbergi, the objective of this study was evaluate the episigility of BALB/c and Swiss
mice, hamsters anBroechimys roberti to the infection for those two species. It wasppred
inoculums with salivary glands and without glands éach group of animals, associated to the
promastigotes. The experimental animals, of bottesewere inoculated intradermally in the
dorsal surface of back feet and they were obsefme80 days. In the period of 30, 60 and 90
days after inoculation, the animals were sacrifi@adl different fragments of skin of the
inoculation place were used in the culture, micopsc exam and polymerase chain reaction
(PCR). It was not possible to observe lesions enahimals inoculated with. (V.) naiffi andL.

(V.) lindenbergi even at the presence or absence of salivary gl&sdsell as, forms amastigotes
during 30, 60 and 90 days after the inoculatiorthi culture, all the animals inoculated with
(V.) lindenbergi haven’t developed promastigotes. For the othed hBALB/c mice inoculated
with L. (V.) naiffi presented positively when sacrificed 30 days afteculation. PCR presented
low sensibility compared to the culture. This waye concluded that. (V.) naiffi andL. (V.)
lindenbergi is species that present low infectivity and noidhe animals used in the study

experimental model can be considered highly susiefb the infection for those two species.

Key words:L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenbergi, experimental models.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

As leishmanioses sdo enfermidades que vem afliglndomem desde a antiguidade. Os
primeiros relatos sobre leishmaniose tegumentaempaoger encontrados na literatura do primeiro
século D.C na Asia Central, onde a doenca era cattheomo “Ulcera de Balkh”, devido a
cidade de Balkh no norte do Afeganistdo, consider@aga endémica para a doenca. Outros
relatos podem ser vistos no Novo Mundo, em cer&rsca&americanas da epoca de 400 a 900
anos D.C. Comumente, essas ceramicas mostravasihfagenas com mutilagdes no nariz e nos
labios semelhantes as causadas por leishmanioseutéoea (Lainson, 1997; Lainson & Shaw,

1998).

A primeira observacdo do parasita pertencente awergé.eshmania foi feita por
Cunninghan em 1885, em casos de leishmaniose aiscer india. Em seguida, varios
pesquisadores passaram a encontrar e descrevasitggaaté que Ross em 1903, criou o género
Leishmania. No mesmo ano, Wright descobriu 0 agente etiotbdiz “Botdo do Oriente”, nome
referido a doenca no Afeganistdo, incluindo no neesgfé@nero com o nome desishmania
tropica. No Brasil, a natureza leishmaniética das lesb&neas so6 foi confirmada pela primeira
vez por Lindenberg em 1909, que encontrou formaastigotas do parasito em material obtido
de lesbes cutaneas de individuos que trabalhavammatas do interior de Sdo Paulo. Em 1911,
Gaspar Vianna, observando que o parasita apresemaacteristicas morfologicas que o
diferenciava dd.eishmania tropica, atribuiu 0 nome da primeispécie associada a doenca,

como Leishmania brasiliensis. Posteriormente, foram atribuidos nomes espépiecéficos para



cada localidade, como por exempla, tropica mexicana, atribuida ao parasita causador da

doenca “Ulcera de Chilero” no Méxi¢hainson, 1982; Silveirat al., 1997).

Em continuidade aos estudos sobre a doenca, o medwansmissdo passou a ser
questionado. Em 1913, Brumpt e Pedroso relatarapriaeiras observaces epidemioldgicas
sobre a doenca, denominando-a “leishmaniose amaritas florestas” devido ao fato de que sua
transmissdo se relacionava com o ambiente silveBtralmente, Aragdo em 1922, relatou
evidencias da transmissédo envolvendo flebotomin&ogs depois, no Velho Mundo, Shoett
al. em 1926, definiram o papel desses insetos na trss@&mdas leishmanioses (Falqueto &

Sessa, 1997).

1.2 CONCEITO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é umanase de alta frequéncia, de
evolucdo crbnica e ndo contagiosa, causada povzod@ios do génerbeishmania. A doenca
acomete o homem e pode apresentar diferentes foctirasas dependendo da espécie de

Leishmania envolvida e da relacdo do parasita com seu hospgdainson & Shaw, 1992).

A doenga acomete isoladamente ou em associagéeleaepmucosas do nariz, boca,
faringe e laringe, gerando assim um espectro déraqdi@rmas clinicas da doenca que sao:
leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmanioggneo-mucosa (LMC), leishmaniose
cutdnea anérgica difusa (LCAD) e leishmaniose @aadisseminada borderline (LCDB)

(Silveiraet al., 2004).



A LCL é uma forma normoreativa caracterizada p@adeinicial, geralmente Unica,
denominada de Ulcera leishmaniotica, acometendwipalmente os membros, face e pescoco,
com tendéncia a cura espontanea. Os pacientes tdosngor essa forma apresentam reacao de
Montenegro positiva, demonstrando a presenca de ragposta imunoldgica satisfatoria para

destruir o parasita e obter cura ap6s o tratameiiizado (Silveiraet al., 2004).

A LCM é uma forma caracterizada por um compromeatimenucoso, que pode surgir
meses ou anos apos a cicatrizacdo da lesdo dmipede podendo sofrer metastase e disseminar

por via hematogénica atingindo o tecido nasobutujap (Marsden, 1986)

A LCAD é uma forma incomum da doenca, sendo asdengrande interesse médico
(Silveiraet al., 1991). Caracteriza-se pelo niUmero elevado desedBseminadas, podendo ser
placas infiltradas, n6dulos ou tubérculos, as gqapresentam riqueza parasitaria em toda a sua
evolucdo. As lesbes sao inicialmente localizadiasethinando-se por via hematogénica por todo
o corpo. A reacdo de Montenegro € sempre negalixédo a deficiéncia imunoldgica especifica
(anergia) do hospedeiro a antigenod.dshmania. Dessa forma, o paciente ndo responde bem

aos tratamentos normalmente utilizados (Silvetia., 2004).

A forma hiporeativa reversivel LCDB, comporta-senoouma forma intermediaria. Nessa
forma, h4 o aparecimento de leséo inicial (primagam posterior disseminagdo apds alguns
meses de infec¢cdo (metastizacdo secundaria). Asdesio preferencialmente infiltradas, com
namero limitado. A reacdo ao teste de Montenegmegativa antes do tratamento e apos,
observa-se uma conversao tornando-a positiva. ©emas apdés um periodo de tratamento

evoluem para a cura (Silveira, 2001).



Tem sido relatada também, a ocorréncia de LTA ecieptes portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), sendo esta dedgdo facilitada devido a uma progressiva
desregulacdo do sistema imunolégico dos hospeddias casos publicados, tem se observado
uma diversidade clinica, quadros mais graves, missgdo, comprometimento dos 6rgéos
internos e refratariedade aos tratamentos habif(@isguemdeet al., 2003; Sampaict al.,

2002).

1.3 BIOLOGIA E TAXONOMIA

Com relacdo a posicdo taxondmica do parasita, acdoé causada por espécies de
parasitas do géneloeishmania Ross,1903, que pertencem a Classe Zoomastigopordam
Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae. Vari@gacteres podem ser utilizados para
classificacdo taxonémica deeishmania, como: especificidade do hospedeiro, caractesistic
genotipicas do DNA gendmico e DNA do cinetoplastaracteristicas fenotipicas como a
morfologia, caracterizacdo enziméatica, estrutueprteinas, lipidios e carboidratos, e também

a deteccao por anticorpos monoclonais e etc (R4@88; Shaw, 1994).

O parasita apresenta a seguinte classificacaodaxoa:
ReinoProtista Haeckel 1866
Sub-ReindProtozoaGoldfuss 1817

Filum SarcomastigophoraHoninberg e Balamuth 1963
Sub-filumMastigophora Deising 1866

ClasseZoomastigophoreaCalkins 1909



OrdemKinetoplastida Honinberg 1963, emend. Vickerman 1976
Sub-ordemTrypanosomatina Kent 1880
FamiliaTrypanosomatidaeDoflein 1901, emend. Grobben 1905

GéneraLeishmania Ross 1903

O género Leishmania compreende protozoarios parasitas, com um ciclovida
digenético (heteroxénico), compreendendo uma faséutevza nos hospedeiros invertebrados
(insetos vetores) que albergam as formas proméasigooutra fase nos hospedeiros vertebrados,

representados por mamiferos, nos quais a formatigwtaspode ser encontrada (Lainson, 1985).

Os hospedeiros vertebrados incluem grande variedadenamiferos como roedores,
edentados (tatu, tamandud, preguica), marsupaisieos e primatas. A infeccdo nestes animais
€ geralmente inaparente e benigna, indicando umsioslamento equilibrado entre o parasita e o
animal. O homem e alguns animais domésticos sasidmmados como hospedeiros acidentais
apresentam uma infeccdo produzindo comumente lesbeele (Lainson, 1985; Lainsehal.,
1994). No tecido destes mamiferos, o parasitaté e@no uma pequena forma arredondada, sem
flagelo livre, denominada amastigota, que se nlidémlentro de macréfagos da pele (Lainson &

Shaw, 1992).

Os insetos vetores, hospedeiros invertebrados, ce@ibecidos como flebotomineos,
pertencentes aos génefdebotomus, no Velho Mundo &’sychodopygus e Lutzomyia (Ordem
Diptera: FamiliaPsychodidae SubfamiliaPhlebotominag no Novo Mundo (Desjeux, 1992).
Nas Americas, sdo conhecidas mais de 350 espérsegé&heros’sychodopygus e Lutzomyia,

mas somente 32 delas sao implicadas como vetotdesstienaniose. Desse total, 330 ocorrem no



Brasil, encontrando-se na Regido Amazdnica aprakamente 115 espécies descritas, sendo 24

antropéfogas (Grimaldi & Tesh, 1993).

No intestino desses insetos, as amastigotas i@gerithrante o repasto sanguineo,
transformam-se em promastigotas (llustragéo 1), aomongo flagelo livre e corpo fusiforme

(Lainson, 1997). Esta forma também pode ser eraatm meios de cultivia vitro..

Durante o ciclo evolutivo do parasito, a infecc@oimseto ocorre quando a fémea dos
flebotomineos, ao realizar repasto sanguineo, picaertebrado infectado e juntamente com o
sangue, ingere macrofagos parasitados por formastotas (llustracdo 1). No trato digestivo a
forma amastigota modifica-se e transforma-se emmastigota, que se multiplica por divisdo
binaria. Em seguida, ocorre migracdo desses fldgelpara a regido anterior do estdmago,
colonizando o es6fago e a faringe. Nesta fase, rasngstigotas se diferenciam para
promastigotas metaciclicas infectantes, que sgmmsaveis por transferir a infec¢do para novos
hospedeiros quando séo injetadas na pele durgmitada do inseto infectado (Lainson, 1978;

Lainson & Shaw, 1992).

Ao realizar repasto sanguineo, a fémea de flebo®mniinfectada, introduz sua
prosbdcida na parte superficial da derme do hospedertebrado, e na presenca da acao
enzimatica e vasodilatadora da saliva, injeta aside promastigotas no local da picada (de
Almeida et al.;2003). Estas sédo fagocitadas por macréfagos teasicuale rapidamente se
transformam em amastigotas, localizando-se noiantele vacuolos parasitoforos. Estas, ja
adaptadas ao novo meio fisiolégico, resistem a ai@siruidora das enzimas lisossomais

multiplicando-se por divisdo binéria até ocuparotadcitoplasma. A infeccdo é mantida pelo



rompimento da célula infectada, liberando amasigjotjue serdo fagocitadas por outros
macrofagos (Lainson, 1997). Esta capacidade deewobr a diferentes meios, assim como
ligacdo ao macréfago com sua posterior internaizaprovavelmente, deve-se a uma molécula

de superficie denominada de lipofosfoglicano (LIP&a)ckset al.,2000; Ilg, 2001).

llustragdo 1. Formas evolutivas deeishmania:

(a) amastigotas no macréfago , (b) promastigotasetar flebotomineo
(Lainson, 1982). Ad= amastigota em divisdo; pd=npastigota em
divisdo; c= cinetoplasto; f= flagelo; n= nicleohamucleo da célula
hospedeira.

Com base no comportamento dos parasitas no irdedtinnseto vetor, Lainson e Shaw
(1987) agruparam as espéciesLdshmania em 2 subgénero¥iannia Lainson e Shaw 1987 e
Leishmania Ross 1903. Sendo assim, no subgémershmania o ciclo no vetor esta restrito a
porcdo anterior e média do tubo digestivo, ondaragita se multiplica livremente ou aderente as
paredes do estdbmago (secao suprapilaria). No salmé@nnia, o ciclo no vetor inclui uma fase

prolongada na qual a promastigota dirigi-se pai@teastino e coloniza a regido do piloro e ileo

(secdo peripilaria) e permanece aderida pelo flageb epitélio intestinal através de



hemidemossomas. Até o momento, as espécies ddmjénsno sdo encontradas somente nas

Ameéricas.

A etiologia de LTA inclui uma multiplicidade de éspes dos subgénerdgannia e
Leishmania. S&o conhecidas cerca de 31 espécidssdhamania no mundo inteiro, das quais 22
sdo encontradas no Novo Mundo. Destas, apenasolih@@minadas como agentes etiol6gicos
de LTA (Tabelal), dentre as quais 7 espécies tégistre na Regido Amazbnica como
causadoras de LTALeishmania (Viannia) brazliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi,
Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) lindenbergi (Silveira et

al.,2002;2004).

Tabela 1-Espécies deeishmania, agentes etiolégicos de LTA

SubgéneroViannia Lainson & Shaw, 1987 Subgénerd_eishmania Ross, 1903

L.(V.) braziliensis* Vianna, 1911 L.(L.) mexicana Biagi, 1953
L.(V.) peruviana Velez, 1913  L.(L.) pifanoi Medina & Romero, 1959
L.(V.) guyanensis* Floch, 1954  L.(L.) amazonensis* Lainson&Shaw]1972
L.(V.) panamensis Lainson & Shaw, 1972 L.(L.) garnhami Scorzaet al., 1979
L.(V.) lainsoni * Silveiraet al., 1987 L.(L.)venezuelensis Bonfante-Garrido,1980
L.(V.) naiffi* Lainson & Shaw1989

L.(V.) shawi * Lainsoret al., 1989

L.(V.) colombiensis Kreutzer, 1991

L.(V.) lindenbergi *  Silveiraet al., 2002

* reportadas na Amazénia Brasileira



1.4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A leishmaniose tegumentar apresenta ampla distdbugeogréafica (llustracdo 2), sendo
registrada no Velho Mundo na Bacia do Mediterraraddo e parte oriental da Africa, bem
como no Oriente Médio e parte oriental da Chinaleomais de 90% dos casos ocorridos no
mundo provem dos seguintes paises: Ird, Arabiaiausiria e Afeganistdo. Nas Américas, a
LTA ocorre desde o sul dos Estados Unidos até ¢eNt& Argentina, cujo foco mais importante
€ o sul-americano, que compreende todos os paisesxcecao do Uruguai e do Chile (Desjeux,

1992; Gontijo & Carvalho, 2003).

No Brasil a doenca tem uma ampla distribuicdo, deocbrréncia em todos os Estados,
desde areas de crescimento populacional, princgrabmas regides Norte e Centro-Oeste, como
também em regifes consolidadas, ou mesmo com m@dlegcfpopulacdo, como no Nordeste e

Sudeste (FUNASA,2002).

llustracdo 2: Distribuicdo geografica da leishmaniose tegumesggundo Lainson,
1997.



1.5 ASPECTOS ECO-EPIDEMIOLOGICOS

As caracteristicas ecologicas peculiares da LT#9@adas aos seus agentes etioldgicos
devem-se as barreiras ambientais proprias do hespedque limitam cada espécie de
Leishmania a um vetor especifico, assim como ao reservat&iaelacdo existente entre
mamiferos e flebotomineos em nichos ecol6gicoscifspms € condicionada por diversos fatores
ambientais e por acdes diversas dos homens, ungueemnigracdes populacionais para areas de
abertura de florestas, por exemplo, tem produzidadificacdes ecoldgicas atingindo a
epidemiologia de LTA e consequientemente ocasionamdaumento da doenca (Grimadtial.,

1989).

Portanto, o indice mais alto de LTA encontra-se mao-de-obra associada com a
construcdo de novas estradas que cortam areasréstdls, ou com o desmatamento relacionado
a agricultura e silvicultura. Na Amazbnia, a LTAdgoser considerada como uma doenca
ocupacional, atingindo principalmente trabalhadorgse penetram nas florestas para
desempenhar atividades como construcdo de esttaidaslgtricas ou projetos que requerem a

penetracdo e abertura de florestas nativas (Laiil$@1)

Por outro lado, atualmente tém-se observadoangas nos padrées epidemiolégicos de
transmissdo. Neste contexto, alguns paises da éan&d Sul, tais como Bolivia, Peru,
Venezuela e Brasil, tem apresentado perfis dertr@sdo domestico e peridoméstico (Campbell-
Ledrumet al., 2001). No Brasil, geralmente isto ocorre em e colonizacdo antiga, estando
relacionada a fluxos migratorios e aglomerados erégpia de centros urbanos. Nestes locais,

algumas espécies de flebotomineos provavelmergdeggaram a este novo habitat e passaram a



ter, como principais reservatorios, caes, eqlinoedores, desempenhando um papel importante

na manutencado da infeccdo em ambientes intradoengs|(Grimaldiet al.,1989).

1.6- ASPECTOS IMUNOLOGICOS

Ap6s a inoculacdo das formas promastigotasLedshmania através da picada do
mosquito na pele, o parasita invade as célulaselded@ms, gerando assim, resposta celular e
humoral desenvolvida pelo sistema imune do homemtin@ & Bogdan, 2000; de Almeidet

al., 2003).

A maioria dos estudos de mecanismogedposta imune foi realizada em modelos
murinos, sendo caracterizados dois padrbes destasphl e Th2, os quais sdo similares em
humanos. Os macrofagos possuem uma funcao ceati@shmaniose, onde sdo importantes nao
s6 como os hospedeiros do parasita, mas tambémseapam-se com a primeira linha de defesa
para o hospedeiro, participando da apresentacaotéenos ao linfocito T (Sunderkotetral .,
1993). A ativacdo dos macrofagos desencadeia aiggiodde oxido nitrico, representando um
importante mecanismo na destruicdo dos parasite@caiulares (Lievet al.,1990; Mossalayet

al.,1999).

Os Linfécitos T podem ser subdivididos em pelo nsedoas subpopula¢cbes: Thl, que
produz INF, IL-2, IL-12, TNFa e Th2, que produz IL-4, IL-5 e IL-10 (Mosmann & f@oan,

1989). Essas duas subpopulacdes de células etd@mmadas com a resolucdo ou exacerbacao

(células Thl e Th2, respectivamente) da leishmar(iogw, 1989).



1.7- IDENTIFICACAO DELEISHMANIA

Devido a multiplicidade de espécies existentes regid® Amazbdnica, a correta
identificacdo desses parasitas faz-se necess@dagmenas para um melhor entendimento da
epidemiologia, como também para um tratamento twork identificacdo dd.eishmania se
baseia na combinagcdo de caracteres epidemiolégicbh®logicos extrinsecos, como quadro
clinico de infeccdo no homem, estudo da infeccafiabmtomineo, comportamento do parasito
em hospedeiros mamiferos, etc. Estes sdo sustenfamlo caracteres intrinsecos como 0s

imunoldégicos, bioquimicos e moleculares (Lainsbal., 1994).

Testes imunologicos utilizando anticorpos monodknam sido amplamente utilizados
na identificacdo das espécies ldgshmania, sendo o mais importante o teste de reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) (McMahon PratDfvid, 1981; Grimaldi & McMahon Pratt,
1996). E uma técnica que apresenta vantagens poisda e sensivel ndo requerendo grandes
quantidades de parasitos cultivados (Skiaal, 1989). S&o utilizados um painel de 23 anticorpos
monoclonais (B2, B5, B11, B12, B13, B18, B19, M3, D13, M11, M12, CO1, CO2, CO3, L1,
W1C, N2, N3, LA2, WH1, WA2, V1) para a identificaza nivel especifico do parasito atraves

dos perfis monoclonais observados.

A identificacdo bioquimica € representada peldardmese de isoenzimas, onde as
amostras sdo submetidas a um campo elétrico, geréaddas correspondentes a uma
determinada enzima, com substratos especificou(xaeet al.,1987). Este método permite o
estudo das similaridades e diferencas entre osiigrgas ao nivel de suas enzimas, através da
comparacao das bandas reproduzidas pelas amdifeagncas no perfil eletroforético indicam

variagdes nos genes que regulam a producao dasanéshtes, 1986).



Em relagdo aos métodos moleculares, vérias téctdeassido utilizadas, tais como a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que utliganacleotideos derivados da sequéncia
nucleotidica de regides comuns a todos os cinetimzlakDNA, a do RNA ribossémico- rRNA e
da sequiéncia nuclear (Noyetsal., 1996), e algumas de suas derivagbes como a arapéfic
aleatéria de DNA polimorfico (RAPD), a qual utilizana Unica seqténcia iniciadora, sendo
bastante utilizada em estudos na deteccdo de p@iBmo, apresentando grandes vantagens para
a deteccao de variabilidade genética (Ishiketah., 2002; Steindett al, 1994) e o polimorfismo

no comprimento do fragmento de restricdo (RFLP)r{iMaet al., 2003; Volponiet al., 2004).

1.8 TRATAMENTO E CONTROLE

O tratamento de LTA foi introduzido pelo médicodileiro Gaspar Vianna em 1912, com
0 uso de Antimonial tartaro ermético, sendo utilzalurante muitos anos. Atualmente a droga
de primeira escolha é o antimonial pentavelante &stimonial é indicado para o tratamento de
todas as formas da doenca. Ndo havendo resposfatéaia, as drogas de segunda escolha séo a

Anfotericina B e a pentamidina (FUNASA, 2000).

Outra alternativa na terapéutica é o uso de vagiaga a imunoterapia e imunoprofilaxia.
No Brasil, a vacina tem como antigenos promastigotartas dé.. amazonensis (Leishvacir®,
Biobras, Monte Carlos, MG). Uma observacgao impdet&nque esta vacina produz uma resposta
predominante de células T CD8+, assim como obseread pacientes com leishmaniose apos
um tratamento bem sucedido (Modabber, 1995; Maysnlkal., 1999). Entretanto, ainda

apresentam eficacia limitada nos estudos experaigent



A prevencdo e o controle das varias formas dagdoeas grandes regibes endémicas
florestais sdo bastante dificeis devido a seu eamonotico. Algumas medidas de protecao
individual, como o uso de mosqueteiros, repelemtese outros, podem dificultar o contato com
0s insetos vetores. Um diagndéstico precoce e dagaoi de equipes para informar a populacéo

sobre a doencga, também sdo medidas importantess(ret al., 1986).

1.9 INFECCAO EXPERIMENTALN VIVO

A maioria dos conhecimentos sobre as leishmanitses sido gerada por estudos
experimentais em animais, como roedores e primB&era-se que estes imitem caracteristicas
patoldgicas e respostas imunologicas semelhantelss&ésvadas em humanos expostos as varias

espécies deeishmania. (Hommelet al., 1995; Olobcet al.2001).

Muitos primatas ndo humanos tém sido utilizadosestudos experimentais, entre o0s
quais 0 macac@ebus apella tem-se mostrado susceptivel a leishmaniose cugpaimental.
Silveira et al. (1990), avaliaram os aspectos evolutivos da @&fecno primata pela. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis e confirmaram sua infectividade as duas espécees d
Leishmania pela produgdo de um quadro lesional. O macacoevafdcano Cercopithecus
aethiops) apresenta aproximadamente 92% de similaridade @c®@NA humano, e é uma das
espécies de primatas do Velho Mundo mais utilizades pesquisas biomédicas. A inoculagéo
intradérmica de promastigotas ldemajor nesses primatas resultou em nédulos que prognedira
para Ulceras, havendo, posteriormente, uma cumn&spea (Olobet al, 2001). Podem também
ser Uteis como modelo para leishmaniose visceralestudos coni.(L.) donovani e L.(L.)

infantum, onde reproduzem mudancas clinicas e imunopat@égsemelhantes a infecgcéo



humana (Githuret al., 1986; Binhazinet al.,1993). O macaco de cheirSa{miri sciurus) ao ser
infetado conL. braziliensis e L. panamensis apresentou formacéo de lesGes cutaneas, bem como
o desenvolvimento de lesdes satélites semelhastebservadas em humanos (Pung & Kuhn,

1987; Lujaret al., 1990).

Os modelos mais utilizados em estudos experinmgestai leishmaniose sdo os roedores.
Dentre eles, o camundong®ys musculus) tem sido infetado com diferentes espécies de
Leishmania em estudos imunoldgicos para a observacdo de miésrdipos de respostas no
processo de infec¢cdo. Dumas al.(2003), avaliaram o padrdo de citocinas produzidos
camundongos a infeccdo darmajor. Também usandb. major, Muller et al.(2003) observaram

0 papel das células T helper na producédo de céscieste modelo animal.

Este roedor é utilizado também em estudos deagé@alide drogas. Em 1988, Reatal .,
investigaram os efeitos da droga levamizole noccwl® infecgcdo pot. major, no qual os
camundongos que receberam a medicacdo apresensananminfeccdo de menor severidade

comparados ao grupo controle.

O camundongo pode ser util no entendimento dgaelparasito-hospedeiro. A fim de
avaliar a patogénese de major, Bosqueet al.(1995), inocularam formas promastigotas em
diferentes locais como patas, orelhas e caudamAgaideram ser comparados 0os camundongos
susceptiveis e resistentes e a diferenciacdo décitos T CD4 e CD8 estimulados pelos

peptideos deéeishmania.



O camundongo BALBI/c (llustracdo 3) tem sido conside susceptivel a muitas espécies
de Leishmania. Diaz et al.(2003), utilizaram este modelo para examinar aygad de oOxido
nitrico durante o curso da infeccdo phomexicana, o que resultou no desenvolvimento de lesdes
cronicas progressivas com predominancia de IL-£lalas Th2. Este animal possibilitou a
avaliagdo do papel realizado por citocinas na elifeiacdo das células Th durante a doenga

progressiva apresentada (Guebyl., 2004).

llustracdo 3: Camundongos BALB/c

Para avaliar a eficacia da imunoterapia especiftréra a infec¢cdo pdr. donovani na
leishmaniose visceral, foram observados nos canmgudoBALB/c os efeitos do tratamento com
vacina na resposta humoral, 0s niveis de cito@nasarga parasitaria no figado. Os resultados

indicaram o potente efeito da vacina na modulagdinféccao (Santct al., 2003).

Camundongos BALB/c podem ser uUteis na analiseada infectiva das promastigotas.
Sacks e Perkins (1984), avaliaram a infectividade fase logaritima e estacionaria de
crescimento, ao inocularem“6u 10 promastigotas deeishmania tropica nas patas traseiras
de camundongos BALB/c. A infeccdo com promastigatasfase estacionaria resultaram em
lesbes dentro de 4 semanas enquanto na fase ilbgayiapenas apos 7 a 10 semanas, houve o

aparecimento de lesdes na pata.



Camundongos BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 foram infeaacdexperimentalmente com“.0
amastigotas de.eishmania amazonensis na pata traseira. Observou-se que os camundongos
BALB/c e C57BL/6 desenvolveram lesGes progressiegjuanto DBA/2 apresentou leséo
discreta persistente. Apos oito meses de infedg@ppssivel observar metastase nas patas e no
nariz e 6rgaos viscerais. O camundongo DBA/2 maste mais resistente a infec¢do por essa
espécie de.eishmania, ndo apresentando generalizacdo para outros pEhibosu-Silvaet al.,

2004).

Outro roedor bastante utilizado em estudos expgeriais € o hamsteiMesocricetus
auratus). Giannini (1974) avaliou os efeitos de varias faskes crescimento das formas
promastigotas nesses animais, assim como a idastesdeo momento da infeccdo por
donovani. Foi observado que hamsters adultos sdo maisenetssta infecgdo que os mais jovens,
e que ha diferencas de infectividade de promastigagtiradas da fase logaritmica e da fase

estacionaria.

O local de inoculagéo parece influenciar na e\d@uglinica de hamsters infectados por
(V.) panamensis. Osorio et al. (2003), observaram que hamsters inoculados no Hocin
mostraram lesdes severas mais rapido quando codasaems inoculados nas patas. Além de

apresentarem um infiltrado inflamatério mais exteme um maior titulo de anticorpos.

De acordo com Melbgt al. (2001), este roedor € um bom modelo para leishreanio
visceral humana. Dessa forma, foi avaliado o efdbotratamento com terbinafine (agente

antifingico sintético que interfere na biosinteseedjosterol) em hamsters infectados dom



chagasi. Observou-se que n&o houve diferenca entre o drafamo e o grupo nao tratado com a

droga (Simdes-Matoat al., 2002).

A infeccdo com promastigotas e amastigotas.defantum foi avaliada por mais de 32
semanas usando o hamster como modelo experiméntedsultado foi uma doencga visceral
progressiva, como observado em cdes e humanosndwavwana diferenca no periodo de
incubacgao, que foi mais longo na infeccdo com pebigatas do que com amastigotas (Rica-

Capeleet al., 2003).

Em regides endémicas para leishmaniose, a doeimpeacé geralmente reportada mais
frequentemente em homens do que mulheres. Teawl.(2002b) realizaram um estudo
experimental em hamsters a fim de observar a infi@aédo género (macho ou fémea) no curso
da infeccao pot.(V.) panamensis e L.(V.) guyanensis. Lesdes em hamsters machos foram de

maior tamanho e mais severas, tendo uma maior pargaitaria nos linfonodos que as fémeas.

O roedorProechimys (llustracdo 4) tem sido incriminado como hospedeiatural de
espécies patogénicas em muitos focos endémicogislamaniose na América do Sul. Na
Colémbia, a espécieroechimys semispinosus € o mamifero pequeno mais abundante de florestas
tropicais umidas, onde a leishmaniose cutanea &wind. Dessa forma, foi avaliada neste pais, a
susceptibilidade desse roedor as espékcied/.) panamensis e L. (L.) chagas. Os animais
infectados experimentalmente com promastigota&.d@mnamensis desenvolveram lesdes néo
ulceradas, enquanto aqueles inoculados toomagas tornaram-se infectados subclinicamente

(Travietal., 20023



Lainson et al.(2002), investigaram a susceptibilidade de uma aspéomum da
Amazonia,Proechimys guyanensis a infeccdo coni. chagas, no qual nenhuma infeccao foi

detectada pelos métodos utilizados, apesar dostéransrem apresentado figado e baco rico em

amastigotas.

llustracao 4: Proechimys sp.

1.10LEISHMANIA (VIANNIA) NAIFFI E LEISHMANIA (VIANNIA) LINDENBERGI

Leishmania (V.) naiffi Lainson & Shaw 1989, foi isolada pela primeira dezfigado e
baco do tatu@asypus novemcintus), coletados no Estado do Para. Até o momento gesténico
hospedeiro reservatério conhecido desta espé@er&3ita apresenta crescimento vasto em meio
de cultura, mas cresce pobremente na pele de haprst@mente produzindo uma lesédo cutanea

guase inaparente, contendo, muito escassamentesnzejamastigotas.

Os hospedeiros invertebrados conhecidosPsfichodopygus paraensis, Ps. ayrozai e Ps.
Sguamiventris (Arias et al.,1985; Grimaldiet al., 1991) os quais tém sido encontrados
infectados, entretanto, ha muitas duvidas de geated € o principal vetor. A distribuicdo

geogréfica ndo tem sido muito estudada, mas janfaegistrados isolados de humanos, do



hospedeiro reservatério e de mosquitos vetore€stzlos do Pard e Amazonas (Laineoal.,
1990; Naiffet al., 1991). Ha também registro no Estado de Rondonisatkedos do tatu (Naift

al., 1989) e de flebotomineos do géndtsychodopygus da regido (Gilet al., 2003). Foi
registrado um caso fora do Brasil, em um soldadmcis que esteve visitando a Guiana
Francesa, Martinica e Guadelupe (Datial., 1995). Os autores sugerem que a infec¢céo pode ter

sido adquirida em qualquer um desses trés lugsgadp mais provavel na Guiana Francesa.

O parasita causa lesdes ulceradas, geralmente n@exjue Unicas, sendo assim
consideradas como infeccBes benignas ou ocultgeleado homem, da mesma forma como

ocorre em hamsters (Lainsetal, 1994; Lainson & Shaw, 1998).

Silveira et al (2002), descreveram um novo parasita denominlagehmania (V.)
lindenbergi, que foi isolado de soldados do 2° Batalh&o de tafan (2° BIS) localizado em
Belém, proximo a uma area de floresta primaria. dnro caso detectado foi de uma mulher
adulta que morava proximo ao local. Em todos o®s;a8s parasitas isolados mostram ser
idénticos e se diferenciaram de todas as espédelseidhmania reconhecidas na Regido
Amazonica brasileira e de algumas outras partesAmd@rica Latina. Todos 0s pacientes
apresentaram lesdes cutaneas sugestivad.etiimania. As caracteristicas morfologicas

mostraram uma semelhanga com outros membros dérsertoyiannia.

Em relacdo ao comportamento do parasita em hamsteinum animal desenvolveu lesédo
de pele visivel durante o periodo de 2 a 3 mesés agnoculacdo. Entretanto, o parasita foi
isolado da cultura de pele retirada do local deutado, apresentando crescimento discreto a

moderado. As amastigotas foram muito escassas ®ngossivel detecta-las na coloragéo pelo



giemsa. Em relagéo a reagdo com anticorpos morais|oB2, B12 e N2 foram os melhores
epitopos utilizados para reconhecer o parasitadaAin@io é conhecido o hospedeiro reservatorio e

0 inseto vetor, apesar da grande susjpigitaitzomyia antunesi.

1.11 JUSTIFICATIVA

Véarios conhecimentos sobre as interacdes paras$j@edeiro, respostas imunoldgicas,
avaliacdo de drogas, entre outras, utilizando elifts espécies desishmania sdo gerados por
estudos experimentais. Assim, muitos roedores $éirados e ja demonstram ser modelos
importantes em estudos com diferentes enfoques, Roredita-se que estes podem imitar

algumas situacoes semelhantes em humanos.

Além disso, a maioria dos estudos experimentais amimais abrange espécies do
subgéneroLeishmania, principalmenteL. major. No entanto, poucos trabalhos relatam a
susceptibilidade de roedores as espécies do subgéiaania. (Reyet al., 1990; Traviet al.,

2002b; Oz6ricet al., 2003).

O fato de ainda néo ter sido identificado o regéri@ natural e o vetor transmissor da
espéciel. (V.) lindenbegi e por este apresentar grande similaridade conpécied.. (V.) naiffi
em relacdo a infec¢do inaparente em hamsters if8ileeal, 2002), pensou-se em avaliar a
susceptibilidade de diferentes roedores, como lesstamundongos Rroechimys, a infeccédo
por essas duas espeécies, na tentativa de conhesemaodelo ideal para estudos de

experimentacao.



1.12 OBJETIVOS

1.12.1 Geral

Avaliar a susceptibilidade dos camundongbig musculus) da linhagemBALB/c e

Swiss, hamstersMesocricetus auratus) e Proechimys roberti a infecgdo porLeishmania

(Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) lindenbergi.

1.12.2 Especificos

- Observar a infectividade das amostras em 30, 8Dd#&® apos a inoculagdo nos animais

pelo método parasitoscopico direto, desenvolvimerdomeio de cultivo e a observacdo do

aparecimento de lesoes;

- Realizar o isolamento de parasitas em meio devouttivitro;

- Observar a positividade da infeccao pela técnicdP@® a partir dos fragmentos de

tecidos obtidos do sitio de inoculacao;

- Comparar o efeito de extratos de glandulas sabvexéraidos déutzomyia longipalpis

no indculo das duas espécies de parasitas.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 SELECAO DE CEPAS DEEISHMANIA

Foi selecionada do criobanco do Laboratério deHreanioses da Sec¢do de Parasitologia
do Instituto Evandro Chagas-SVS, uma cepa.dq¥.) naiffi MHOM/BR/93/M14299, isolada da
lesdo de um paciente proveniente do Estado do Amaaze uma dd.. (V.) lindenbergi
MHOM/BR/96/M15733, isolada de paciente proveniedi& Belém. Estas amostras foram

previamente identificadas com anticorpos monockeasoenzimas.

2.2 SELECAO DE ANIMAIS

Foram selecionados para o estudo os seguintesresed@amundongodvius musculus)
isogénicos da linhagem BALB/c, camundongos da {eha Swiss Proechimys roberti e
hamstergMesocrycetus auratus), machos e fémeas, de trés a cinco semanas de miatitios de
coldnias do biotério central do Instituto EvanditwtaGas-SVS. Estes animais foram mantidos em
gaiolas apropriadas no biotério experimental doratdrio de Leishmanioses-IEC sob condi¢cdes

adequadas de racao e agua, conforme orientac&splansavel pelo biotério do IEC.



2.3 RECUPERACAO DA VIRULENCIA DAS CEPAS DEEISHMANIA E CULTIVO IN

VITRO

As cepas dd.eishmania foram retiradas do nitrogénio e transferidas panaepo de
cultura bifasico de agar-sangue Difco B45 (Labatesp Detroit, Mich, USA), suplementado
com sangue de coelho e antibiético (APENDICE Igparado conforme descrito por Walten
al. (1977). Para recuperar a viruléncia das cepas,a®nmmomastigotas desishmania na fase
estacionaria foram retiradas diretamente da cuéiureoculadas por injecdo intradérmica na face
dorsal da pata traseira, esquerda e direita, dadoghamsters jovens. Apos 3 e 5 dias de
inoculacdo, de cada dois hamsters, foram retirdidagnentos da pele do local inoculado e

passados novamente para o meio de cultura.

O crescimento e a morfologia do parasita (formasnaistigotas) foram observados em
intervalos de 5 a 7 dias. ApGs atingirem a fasacestaria de crescimento, foi realizada a

contagem dos parasitos para a inoculagaovo.

2.4 CONTAGEM DE PARASITAS

As formas promastigotas foram lavadas trés vezesR8G 4:6 estéril (APENDICE 1),
submetidas a centrifugacédo a 5.000 x g por 10 ménat4C. Ao sedimento final adicionou-se
proporcional volume de PSG 4:6. Uma aliquota dpensio foi entdo preparada com PSG 4:6
1% formol e os parasitas foram contados nos quptedlrantes da Camara de Neubauer. Em
seguida, calculou-se o fator de diluicdo para obiea suspensdo de aproximadamente 2'x 10

parasitas/mL.



2.5 FLEBOTOMINEOS E EXTRATOS DE GLANDULAS SALIVARES

Para a obtencao das glandulas salivares, fordimadts fémeas deutzomyia longipalpis
com aproximadamente 25 dias de vida, da coloniledetomineos do insetario do laboratério
de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas-S\S fl€botomineos, inicialmente, foram
submetidos a uma temperatura de 5 graus negativastd 15 minutos para serem sacrificados e
em seguida lavados com solucao tamponada a finlidan& os pélos e as cerdas do corpo.
Posteriormente, com auxilio de uma lupa entomo&jgis flebotomineos foram dissecados e
retiradas as glandulas salivares que foram armdasnem tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL,
contendo 50QL de PSG 4:6 estéril. Estes tubos foram mantide2@°C até o momento do uso
em associacdo cobreishmania. Para cada espécie deshmania foi utilizado um total de cinco

pares de glandulas salivares.

2.6 INOCULACAOIN VIVO

Foi preparado um indculo com uma suspenséo de iapadamente 2 x IQarasitas/mL
delL. (V.) naiffi misturadas com 500L da suspenséo de glandula salivar e outro seraralgla
salivar. Também foi preparado in6éculos do mesmoanddizandoL. (V.) lindenbergi. Foram
utilizados um total de 12 animais de cada espéerdo dividido em quatro grupos de trés
animais: hamsters, camundongos, BALB/c, camundorgyaiss e Proechimys para cada
amostra, sendo divididos em 4 grupos: animais nsatttzulados com promastigotas associadas
com glandulas salivares, machos inoculados sontemiepromastigotas, fémeas inoculadas com
promastigotas associadas com glandulas salivareneas inoculadas somente com

promastigotas.



Em cada animal foi inoculado, intradermicamentg,l. de cada in6culo preparado, em
cada pata, recebendo uma carga total de 4xpadnastigotas. Os animais foram observados
semanalmente para a avaliagdo do surgimento eemdadgimento de lesdo ou algum sinal de

infeccdo no local da inoculacéo.

2.7 AVALIACAO DA INFECCAO

Apés 30, 60 e 90 dias da inoculacdo, os animaianfosacrificados para avaliar a
infeccdo. Para a eutandsia, os animais foram abdscam um recipiente de aluminio contendo
solucéo de éter e cloroformio durante 3 minutokd@l de inoculacéo foi lavado com sabéao e os
pelos removidos utilizando-se laminas de bistwlu§des de alcool a 70%, alcool iodado e éter
foram utilizadas para a assepsia do local e emidggioram retirados pequenos fragmentos de
pele do local da inoculacéo que foram utilizadosa panpregnacéo em laminas e corados pelo

Giemsa, para a realizacdo do cultivo e extracidoNi& para a realizacdo do PCR.

2.7.1 Exame microscopico

Os fragmentos retirados da pele dos animais fotdimadas para preparar impregnagoes
em lamina que foram fixadas com alcool metilicoohlts (metanol) e coradas pelo Giemsa
(APENDICE Il1), diluindo-se 1 mL do corante em 1% me 4gua tamponada (APENDIC¥).

O tempo de coloracéo foi de 30 a 40 minutos qu®idege lavadas em agua corrente e seca a
temperatura ambiente, foram examinadas em micraséico com objetiva de 100 x em 6leo

de imersédo para a observacao das formas amastigotas



2.7.2 Cultivo

Os fragmentos de pele foram retirados e colocadoseio de cultura bifasico de agar-
sangue Difco B45 para a observacao do crescimestdodmas promastigotas das duas espécies
de Leishmania estudadas. Para cada animal sacrificado foramadiis quatro tubos de meio de
cultivo. A cada semana, eram retiradas pequenass @it cultura e colocadas entre lamina e
laminula, sendo posteriormente levadas ao micrasodptico com objetiva de 40 x para a

observacao do crescimento das formas promastigotas.

2.7.3 Extragao do DNA

Os fragmentos de pele retirados do local da ingéolaforam mantidos em solucéo
NET/1%SDS a —4°C. Os fragmentos foram trituradascebados em banho-maria a°60por
uma hora. Foi acrescentado RNasel(@0nL) e incubado a 37°C por 1 hora. A solucéo fivée
adicionada de proteinase K (ui§/mL) e incubada a 56 por 30 minutos. O DNA foi extraido
utilizando fenol: cloroférmio: alcool isoamilico§24:1) submetido a centrifugacéo de 3.000 x g
por 5 minutos e precipitado com 0,1volume de 3Mtaoede sodio e 2,5 volume de etanol
absoluto gelado. As amostras foram mantidas a°€ ®or 8 horas ou mais, e entdo foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos. O s@utente foi desprezado cuidadosamente e ao
sedimento foi adicionado 2Q4L de etanol a 70%. Centrifugou-se por 5 minuto9.80d0 x g e
apos, o etanol foi descartado e o sedimento sacegsuspendido em @0 ou 5QuL de TE

(APENDICE V) suficiente para solubilizar o DNA, sknmantido a - & até o momento do uso.



2.7.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a realizacdo da técnica de PCR, cada reaghopliéicacao foi feita em um volume
final de 25uL contendo 2,5 YIL de Tag DNA polimerase (GIBCO), 200 uM de cada 88T
1,5 mM de MgCl2, 50 mMie KCI, 200 mM de Tris-HCI, pH 8,5, com pholes dos
oligonucleotideos sintéticos (primers) por reag@mulL de DNA extraido. Os “primers”
utilizados foram B1 (5’- GGG-GTT-GGT-GTA-ATA-TAG-TG- 3’) e B2 (5'- CTA-ATT-GTG-
CAC-GGG-GAG-G- 3", iniciadores capazes de deteespécies deeishmania do subgénero
Viannia. Em um termociclador programado, esta reacaménitiada a uma temperatura inicial
de 95C por cinco minutos, seguindo de 35 ciclos nasiseggitemperaturas: 8@ por 1 minuto,
61,5C por 1 minuto e 7Z por 1 minuto. Apés os 35 ciclos, a etapa de s&@ala molécula a

72°C foi de sete minutos.

Os produtos amplificados pela reacdo de PCR foramlisados pela eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1% (APENDICE Vljjzando-se uma aliquota de 1@. do
produto da reacdo comp®. de solugéo indicadora (APENDICE VII). A eletroése foi feita em
tampdo TBE (APENDICE VIII) e processada por cerealdhora a 100V. O DNA foi corado
com brometo de etidio, com concentracéo final &u@/mL. Os fragmentos de amplificacdo
foram visualizados em transluminador de ultraval@V) para a analise. Cada amostra foi

testada por trés vezes.



2.8 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi submetido a apreciacdo do Codgtética em pesquisa com animais
(CEPAN) do Instituto Evandro Chagas e aprovadorsggo parecer N° 0018/2004 conforme

ANEXO I.



3 RESULTADOS

3.1 OBSERVACAO MACROSCOPICA NO SITIO DE INOCULACAO

Os animais foram observados semanalmente, dutantgeriodo de 90 dias apos a
inoculacdo. Durante este periodo, nenhum anima&septou sinal de infec¢do ou lesdo visivel

em relacdo a infeccao pbor(V.) lindenbergi eL.(V.) naiffi.

3.2 OBSERVACAO MICROSCOPICA

As laminas impregnadas com fragmentos de peleadet do local de inoculacdo dos
animais estudados que foram coradas pelo Gienrsan fanalisadas em microscépio 6ptico. Nao
foi possivel observar formas amastigotas nos carapabsados tanto pela infeccao cbrfv.)
naiffi e L.(V.) lindenbergi em todos os animais sacrificados durante os pesidd 30, 60 e 90

pés-inoculacéo.

3.3 AVALIACAO DA INFECCAO PELA CULTURA

3.3.1- Infeccao porL.(V.) lindenbergi

Em relacdo a infeccdo pela cepald®/.) lindenbergi, M15733, inoculados com ou sem
extrato de glandulas salivares, camundongos BAL&mundongos SwisBroechimys robertii
e hamsters, todos os animais sacrificados apreaentzultura negativa dos fragmentos de pele
retirados do local da inoculagdo com 30, 60 e 86 dpds a inoculacdo intradérmica. As culturas

foram analisadas durante um periodo de até 2 rapgssa retirada dos fragmentos.



3.3.2 Infeccao por..(V.) naiffi

Todos os camundongos BALB/c machos e fémeas iadoslcom glandulas salivares e
sem glandulas salivares apresentaram positividadailtura quando sacrificados no periodo de

30 dias apos a inoculacdo da cepé.¢¢.) naiffi, M14299.

Apbs 60 dias de inoculacdo, somente os camundangobos inoculados com glandulas

salivares e fémeas inoculadas sem a presencardiigld apresentaram formas promastigotas na

cultura.

Apés 90 dias de inoculacdo, ainda foi possivel mseos camundongos machos
inoculados com glandulas salivares e fémeas indaslasem a presenca de glandulas

apresentarem formas promastigotas na cultura, noef¢lrabela?2).

Tabela 2 Resultados de cultura com 30, 60 e 90 dias aptsiacdo de promastigotasldéV.)
naiffi em camundongos BALB/c

BALB/c infectado coni. (V.) naiffi 30 dias 60 dias 90 dias
NO°. de tubos  N°. detubos N°. de tubos
positivos positivos positivos
Machos com glandulas salivares 2/4 (50%) 2/4 (50%) 1/4 (25%)
Fémeas com glandulas salivares 1/4 (25%) 0 0
Machos sem glandulas salivares 2/4 (50%) 0 0

Fémeas sem glandulas salivares 2/4 (50%) 1/4 (25%) 1/4 (25%)




Em relacdo aos camundongos da linhagem Swiss, sjpegaupo de machos inoculados
com glandulas salivares apresentou formas pronaséasigna cultura com 30 dias pos-inoculagéo.

No periodo de 60 e 90 dias, ndo foi possivel olasepositividade em nenhum grupo deste

animal. (Tabela 3)

Tabela 3 Resultados de cultura com 30, 60 e 90 dias amisiiacdo de promastigotasldéV.)
naiffi em camundongos Swiss

Swiss infectado corh. (V.) naiffi 30 dias 60 dias 90 dias
NO°. de tubos  N°. de tubos N°. de tubos
positivos positivos positivos
Machos com glandulas salivares 2/4 (50%) 0 0
Fémeas com glandulas salivares 0 0 0
Machos sem glandulas salivares 0 0 0
Fémeas sem glandulas salivares 0 0 0

Em relacdo aos hamsters, somente o grupo de hamsehos inoculados sem glandulas
salivares apresentou positividade em cultura ap&s@&) dias de inoculacdo canfV.) naiffi.

Apbs 90 dias, todos os grupos foram negativos (dab)e

Tabela 4 Resultados de cultura com 30, 60 e 90 dias amisiiacdo de promastigotasldéV.)
naiffi em hamster

hamster infectado coin (V.) naiffi 30 dias 60 dias 90 dias
N°. de tubos  NO°. de tubos N°. de tubos
positivos positivos positivos
Machos com glandulas salivares 0 0 0
Fémeas com glandulas salivares 0 0 0
Machos sem glandulas salivares 2/4 (50%) 2/4 (50%) 0

Fémeas sem glandulas salivares 0 0 0




Nenhum dos animais sacrificadosRIeoberti apresentaram culturas positivas nos 3

periodos estudados neste trabalho.

Assim, o nimero total de animais infectados nosr®pos em relacao a infeccéo por

naiffi estq apresentado na Tabela 5, onde observa-serevaéncia de camundongos BALBI/c.

Tabela 5 Numero total de animais infectados ponaiffi nos trés periodos do estudo

Animais 30 dias 60 dias 90 dias Total
Camundongos 4 2 2 8
BALB/c
Camundongos Swiss 1 0 0 1
Hamster 1 1 0 2
Proechimys roberti 0 0 0 0
Total 6 3 2 11

Todas as culturas foram observadas periodicamenéegualiacdo do crescimento das

formas promastigotas.

3.4 AVALIACAO DA INFECCAO PELA REACAO EM CADEIA DAPOLIMERASE

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) realizanafagmentos de pele retirado do
sitio de inoculagdo dos animais estudados, foi zaeadetectar apenas algumas amostras de
camundongos BALB/c do grupo de fémeas inoculadaslcqV.) naiffi associadas a glandulas

salivares, com 30 dias ap0s inoculagdo. A PCR #ioqali um fragmento de aproximadamente



700 pb, correspondente ao tamanho do kDNA do s@ngé@fiannia. Nenhuma amostra de

fragmento de pele de animais inoculados to(V.) lindenbergi foi detectado positivamente.



4 DISCUSSAO

Uma variedade de métodos intrinsecos e extrinséeos sido utilizada para a
caracterizacdo e identificacdo Idgshmania e dentre as caracteristicas biologicas, recomsada-
a observacao da infectividade ou a viruléncia doses nos roedores (WHO, 1984). Para este
propésito, o hamster é geralmente o animal maigpajado, por ser bastante sensivel a muitas
cepas delLeishmania, podendo ser inoculado de maneira intraperitoqpeah as espécies
causadoras da leishmaniose viscerotropicas e mg@ulintradérmica para as dermotrépicas. Em
geral, esses animais sdo capazes de apresentdedat@as patologicas e imunologicas notaveis

guando exposto a uma variedade de espécieaggnania (Hommelet al., 1995).

No entanto, em 1989, quando Lainson & Shaw des@eve espécie. (V.) naiffi e em
2002, Silveira e colaboradores descrevetarfV.) lindenbergi, observaram que estes parasitas
apresentavam um crescimento vasto em meio de @uttorém, seus comportamentos biolégicos

in vivo, mostravam-se limitados na pele de hamsters, cofggurava uma infeccéo inaparente.

Campos em 2003, obteve resultadosvitro semelhantes aos achadosvivo pelos
autores acima citados, ao avaliar a infectividagleliterentes espécies do subgénédemnia em
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Coadlpaas outras espécids(V.) naiffi
apresentou baixo numero de parasitas multiplicaedoo interior de macrofagos, provando

assim, ter um menor indice de infectividade encégas outras espécies estudadas.

Na tentativa de avaliar um modelo experimentatapisvel a estas espécies, realizamos

inoculagbes na pele de hamsters, camundongos isogéBALB/c, camundongos Swiss e



Proechimys com uma concentracdo de 2 2 He promastigotas de(V.) naiffi em cada pata
traseira desses animais, no entanto todos dem@mtrama infeccdo inaparente. Durante o
periodo de trés meses, ndo foi possivel obsenareamento de lesdo ou qualquer sinal de

infeccdo no sitio de inoculagéo.

Este comportamento bioldgico também pode ser wbdderem outros estudos, pela
inoculacdo intradérmica de bidpsia retirada de lesao de paciente nas duas patas traseiras de
hamsters, no qual ndo se observou lesdo de pé&lehépos 2 meses de inoculagcédo (Laingbn
al., 1990). Durante um periodo maior de observacdoe$es apos a inoculacdo em hamsters de
material de biopsia ou de cultura utilizand¢@V.) naiffi, nenhum sinal de infeccdo foi detectado

(Naiffi et al., 1991).

Outra caracteristica observada nos trabalhos lcgvh) naiffi € a presenca de raras ou
escassas amastigotas em laminas preparadas pegmapdes de fragmentos retirados da pele de
hamsters inoculados colm (V.) naiffi. Lainson & Shaw (1989), relataram que a presemga d
formas amastigotas € tdo escassa que geralmefaeast detectadas apos desenvolvimento em
meio de cultura. Todas as laminas preparadas cderiaiade pele dos quatro tipos de animais
estudados, coradas pelo Giemsa, foram analisadascaoscopio Optico, que também néo foi
possivel observar qualquer presenca de formas igotast Por outro lado, laminas preparadas
com material retirado da borda de les6es de paseromL. (V.) naiffi apresentaram grande
quantidade de formas amastigotas (Na&iffal, 1991; Pratlonget al., 2002). Provavelmente, isso
pode indicar ndo apenas a baixa infectividade depaeasitas, como também pelos animais

serem considerados geneticamente resistentescganfe



Apesar da auséncia de formas amastigotas nasdémialisadas, foi possivel observar
que o cultivo realizado com os fragmentos de pleados do local de inoculacdo de hamsters,
camundongos BALB/c e um camundongo Swiss apresag@ositivo em alguns tubos e esses

desenvolveram muito bem na sua forma promastigota.

Em experimentos com outras espéciet @ehmania, o hamster é considerado um bom
modelo experimental para leishmaniose cutanea daysa parasitas do subgén&fiannia. Rey
et al.(1990) inocularam I0promastigotas dé.(V.) brazliensis, L.(V.) guyanensis e L.(V.)
panamensis nas patas traseiras de hamsters. A susceptibilidademster &.. guyanensis foi
alta em relacdo a severidade das lesGes, frequéacraetdstases para outros locais, invasao
visceral e 0 numero de parasitas isolados no meicultura Senekjie apés 8 semanas de
inoculacdo. Em relacdo la panamensis, a susceptibilidade foi moderada apresentandee$esd
com tamanhos intermediarios, com grande numercadesipas detectados na cultura. Por outro
lado, a susceptibilidadela brazliensis foi baixa, ndo havendo isolamento do parasita itareu

apos 8 semanas de inoculagéo.

Os resultados obtidos com camundongos BALB/c naureuldos fragmentos de pele
coletados no local de inoculacédo foram bastanisfa@trios. Todos os animais desta linhagem
independente do sexo, sacrificados com 30 diasnpasiacdo apresentaram crescimento das
formas promastigotas na cultura. Com 60 e 90 diasimoculagéo, foi possivel isolar parasitas
de camundongos BALB/c machos inoculados com glasdsdlivares e fémeas inoculadas sem
glandulas salivares. Observamos desta forma queaomsindongos BALB/c sdo bem mais
susceptivel &. naiffi quando comparados ao isolamento em meio de cuyjtimado sacrificados

com 30 dias ap0s a inoculacéo.



Quanto as espécik.(V.) lindenbergi (Silveira et al., 2002), foi realizado o mesmo
procedimento dé. (V.) naiffi. Foi inoculado intradermicamente 2 x°Jffomastigotas nas duas
patas traseiras de hamsters, camundongos BALBeyurm@ongos Swiss Broechimys roberti
com ou sem a presenca de glandulas salivares. Isamelao observado com (V.) naiffi, os
animais acompanhados durante o periodo de atéa8) mfio apresentaram nenhuma lesdo ou
sinal de infec¢do, assim como o exame direto densrimpregnadas com fragmentos de pele
retirados em 30, 60 e 90 dias ap0s a inoculacadoev@tou a presenca de amastigotas, indicando
que estas duas espécies tém baixa infectividad@oeconseguem se multiplicar bem nos

macréfagos dos animais estudados.

Por outro lado, diferentemente de(V.) naiffi, a cultura realizada dos fragmentos de pele
retirados do local de inoculacdo ndo revelaranmeagmca de promastigotasld€V.) lindenbergi
nos periodos de 30, 60 e 90 apds a inoculacao. afonifiteressante foi observado quando
realizamos a recuperacao da viruléncia das cephsiglenania estudadas. As promastigotas na
fase de crescimento foram retiradas diretamentulfara e inoculadas nas duas patas traseiras
de hamsters jovens de ambos os sexos. Os aninraid feacrificados apoés 3 e 5 dias de
inoculacéo e passados novamente para a o meidtdead845. Neste periodo, foi possivel isolar
formas promastigotas tanto de(V.) naiffi quanto de.. (V.) lindenbergi. Dessa forma, sugere-se
gue em um periodo curto apés a inoculacdo (3 ad),d parasita destas duas espécies encontra-

se presente na pele de hamsters, multiplicandesaseguem ser isolados na cultura.

Entretanto, num periodo acima de 30 dias apO0sailiagio, apenas parasitasld€V.)
naiffi conseguem ser isolados de fragmentos retiradosa#b dle inoculacédo, enquanto péra

(V.) lindenbergi, todas as culturas apresentam-se negativas. &stincias indicam que essas



duas espécies, apesar de muito semelhantes, térnomportamento diferente em animais
experimentais. Provavelmente,(V.) lindenbergi deve sofrer muito mais acdo do sistema imune

do animal e ndo consegue sobreviver por um peri@is longo.

Em relacdo a infeccdo no roedenoechimys roberti por L. naiffi e L. lindenbergi, todos
0s métodos de avaliagdo apresentaram-se negatiiosfoi possivel observar qualquer sinal de
infeccéo no local de inoculacéo, assim como asi@dtdos fragmentos retirados da pele foram
negativas e néo foi possivel observar formas agwas nas laminas coradas. Estes resultados
indicam que este animal ndo é um modelo susceptivespécies deeishmania estudadas e nédo
pode ser considerado um modelo adequado para sstisgdmteracdes parasita-hospedeiro no
laboratério. Esta espécie encontra-se distributdeste da Amazonia e na regido de Cerrado no
Brasil Central (Weksleet al., 2001). Os roedoreBroechimys sp, tem sido incriminados como
hospedeiros naturais de espécies patogénidaa ghenania, tais comd..(V.) guyanensiseL. (L.)
amazonensis, na América do Sul (Lainsoé al., 1979). Dedett al. (1989), ao coletarem uma
variedade de mamiferos silvestres de diversos doda nordeste da Guiana Francesa,
identificaram 89Proechimys sp. As espéciek.guyanensis e L. amazonensis foram isoladas da

pele intacta de dois e trBsoechimys, respectivamente, sendo identificados cémeuvieri.

Poucos estudos utilizam esses roedores em estedosallacdo experimental. Trasti
al.(2002a) avaliaram a susceptibilidade Plosemispinosus a infec¢cdo poL. panamensis e L.
chagas. Os animais inoculados nas patas traseiras commgst@yotas del. panamensis
desenvolveram lesGes nodulares ndo ulceradas ®indmssivel recuperar o parasita de nenhum

dos animais na cultura dos tecidos da pele, lirdoapfigado e baco no periodo de 13 semanas



apoés a inoculacad.. chagas ndo conseguiu infectar experimentalmeptaemispinosus, sendo

considerado um modelo n&o susceptivel a esta espéci

Vérios trabalhos tém avaliado o papel de glandsdvares dos vetores dos géneros
Lutzomyia e Phlebotomus na infecgédo poL. major, L. (L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis em
modelos animais (Titus & Ribeiro, 1988; Samuelsbal., 1991; Theodost al., 1991). A saliva
do vetor contem muitas moléculas com atividadesndaologicas incluindo um potente
vasodilatador (Lerner et al, 1991), e estudos teemahstrado a sua capacidade de
imunossuprimir a resposta imune do hospedeiro etaaeas infec¢cdes pbeishmania (Titus &
Ribeiro, 1990). Monteiro (2000) inoculou na patacdenundongos BALB/c dois estimulos: 1 x
10° promastigotas de. major e 1 x 16 promastigotas associadas ao extrato de uma géndul
salivar. Foi observado que os animais injetados parasita associado ao extrato de glandulas
salivares apresentaram um aumento significativoles®es em relagdo aos animais injetados

somente conh.. major.

O efeito exacerbativo das glandulas salivares Ldelongipalpis em condicdes
experimentais no curso da infeccdo de leishmardat#nea causada pbr major, também foi
observado na infeccdo por amazonensis. Observou-se que tanto a salivalddongipalpis
guanto deP. papatasi (vetor primario natural d&. major no Velho Mundo) aumentaram a
infeccdo porL. major em camundongos (Theodas al., 1991). Camundongos BALB/c
imunizados intradermicamente com lisados de glasdsdlivares de. longipalpis desenvolvem
uma imunidade protetora parcial a infeccdo donamazonensis associado a glandulas, com

baixos numeros de mononucleares e fagocitos nbdadafeccdo. (Thiakalet al., 2005)



Diferentemente dos achados carbrazliensis, L. major e L. amazonensis, as glandulas
salivares dd.. longipalpis ndo pareceram importantes na infeccaolpamiffi e L. lindenbergi
nos roedores utilizados neste estudo, pois ndolfsérvada qualquer exacerbacdo no periodo
estudado. A razdo para essa diferenca no efeitgldadulas deve-se provavelmente a baixa
infectividade das espécies estudadas enquabt@zliensis, L. major e L. amazonensis sao
espécies conhecidamente bastante infectivas eempaes um elevado potencial patogénico ao
homem, causando, por exemplo, lesbes disseminal@a@po ou a invasdo de mucosas em
humanos (Abdel-Hameea al.,1990; Siveiraet al., 2004). Por outro ladd,.(V.) naiffi apresenta
baixo grau patogénico para o homem, e tem sisonéracta menos frequientemente infectando o
homem na Amazdbnia, € nos poucos casos registraoidecgdo tem se manifestado em lesdes
cutédneas simples, de facil resolucédo e sem seqidasesma forma, isso tem sido observado

comL. lindenbergi, onde pacientes apresentam uma a duas lesdesdasete facil tratamento.

Em relagdo a reagdo em cadeia da polimerase-PCQiRjaétécnica altamente sensivel
capaz de amplificamn vitro uma determinada sequéncia do DNA pela acdo danaizagq DNA
polimerase, gerando assim, milh6es de copias doesgg especifico (Ferreira & Grattapaglia,
1995). Muitos estudos tém avaliado se esta tém@ga uma ferramenta util no diagnostico das
leishmanioses. Rodriguest al.(2002), avaliaram o PCR para o diagnéstico de redstiose
cutdnea em regides de alta endemicidade em Perpamdiwcompararam com os métodos
convencionais de diagnéstico, como cultura, exameeostdpico e histoldgico. O PCR realizado
de material de bidpsia de pacientes detectou DNA8ér88 pacientes de casos confirmados
resultando em uma sensibilidade de 95,4%, sendhifisante maior do que o0s outros metodos

utilizados.



O mesmo foi observado em bidpsias de lesbes rasirdd pacientes de areas endémicas
da Venezuela, onde o PCR detectou parasithsideamania em 97% dos casos (Rodrigwetal.,
1994). Entretanto, h& trabalhos que conflitam ceseg resultados, onde o PCR n&o se mostrou
muito sensivel ou especifico em biopsias de pasecdm leishmaniose cutanea (de Bruijin &
Barker, 1992; Mathis & Deplazes, 1995; Weigteal., 2002). Essas diferencas podem ocorrer
talvez pela quantidade de amostras de DNA usadas@®CR, ou outras dificuldades como
possiveis contaminacdes na amostra ou na reaGHn, @EMNO a presenca de substancias contidas
nas amostras clinicas que poderiam inibir a reat@camplificacdo pela DNA polimerase

(Degraveet al., 1994).

Na avaliacdo da técnica de PCR em nosso estudaitiidZamos biopsia de lesGes obtidas
diretamente de pacientes, mas sim fragmentos de reélados do local de inoculagdo de
promastigotas dd.. naiffi e L.lindenbergi de hamsters, camundongos BALB/c e Swiss e
Proechimys roberti, os quais ndo apresentavam lesdo ou qualquerdanafeccdo. Observamos
positividade em algumas amostras de camundongo8RBAdo grupo de fémeas inoculadas com
L. (V.) naiffi associadas a glandulas salivares, com 30 diasrapidacdo. A técnica de PCR foi
testada por trés vezes e ndo obtivemos éxito entifemapo DNA de todas as amostras que
foram positivas na cultura, apresentando destaadasma baixa sensibilidade. Uma possivel

explicacdo para os resultados seria a quantidagardsitas no local do sitio de inoculagéo.

Foram retirados diferentes fragmentos do mesmd tEanoculacdo das patas traseiras
dos animais e separados para a preparacdo de $nuolura e PCR. Possivelmente os
fragmentos retirados para o PCR ndo continham iggsagie ndo puderam ser detectados, ou a

guantidade de parasitas era muito escassa a poser gerdida durante a extracdo do DNA.



Apesar de nao ser objetivo deste estudo, e tambémigda amostragem para se comparar
qual o género foi mais predominante, observamosuitara de fragmentos de pele no periodo
estudado, uma positividade maior de animais maehoselacdo as fémeas, mas ndo podemos
afirmar qual foi mais susceptivel. Estudos epidédgicos indicam que as leishmanioses
ocorrem mais frequentemente em homens adultos eélongltheres (Jonest al., 1987; Weiglest
al., 1993). Ainda ndo esclarecido se essa diferentgarefacionada aos riscos de exposicéo
devido as distintas atividades de homens e mullmrese diferencas relacionadas ao género na

resposta imune do hospedeiro desempenha um papdis#&ncia e susceptibilidade a infeccéo.

Estudos experimentais de modelos animais focalzaridfluéncia do género na infecgéo
por Leishmania sdo escassos. Ha observacdes demonstrando quero géde influenciar no
curso da infeccdo coreishmania spp e que tanto horménios femininos e masculinatmo
mediar a resisténcia e susceptibilidade a infe¢édmxander & Stimson, 1988; Roberts al.,
1996; Robertst al., 2001). Alexander (1988) observou que camundogds/2 machos foram
mais susceptiveis a infeccdo gormexicana do que as fémeas. O mesmo foi encontrado por
Travi et al.(2002b), ao avaliar a influéncia do género em harasha infeccdo pok.(V.)

panamensis e L.(V.) guyanensis.

A avaliacdo da evolucéao clinica de lesdes prim@raduzidas pela infeccdo com essas
duas espécies demonstrou que machos foram signéioante mais susceptiveis que as fémeas.
Entretanto, alguns estudos demonstraram que camgosd310/129 e DBA/2 machos foram
mais resistentes do que as fémeas a infeccab.pogjor (Giannini, 1986; Alexander, 1988).
Observa-se entdo que ainda ndo se tem estabelegy@mero mais susceptivel para estudos

experimentais em leishmanioses. Provavelmente, eafacie dd.eishmania pode ter mais



afinidade a um género do que o outro. Nao fomoszesp de afirmar qual o género mais
susceptivel, sendo necesséario outros estudos repéciBcos com as espéciks naiffi e L.

lindenbergi utilizando uma amostragem maior, a fim de defstas questdes.



5 CONCLUSOES

- Todas as espécies de animais utilizados no esams, inoculacdo com.(V.) naiffi e
L.(V.) lindenbergi, observados durante 30, 60 e 90 dias, ndo foraisiderados modelos

altamente susceptivel a infeccao.

- O camundongo BALB/c foi considerado pouco mais eptéeel aL..(V.) naiffi quando
comparado ao outros animais em relacdo ao isolam@ntmeio de cultivo com 30 dias

apos a inoculacao.

- L.(V.) naiffi e L.(V.) lindenbergi demonstraram que sdo parasitas que apresentam uma

baixa infectividade para os modelos experimentaigados.

- Nao foi possivel observar um efeito exacerbativmglandulas salivares dlelongipalpis

na infeccao pok. (V.) naiffi e L.(V.) lindenbergi nos animais experimentais.

- Apesar del. (V.) naiffi e L. (V.) lindenbergi serem bastante semelhantes no perfil com
anticorpos monoclonais e na eletroforese de isp&®i estas duas espécies parecem
apresentar um comportamento biolégico distinto aoisnais experimentais utilizados,

demonstrando serem espécies diferentes.

- Atécnica de PCR néo apresentou alta sensibilidad#eteccdo do DNA de parasitas nos
fragmentos de pele dos animais inoculados ktof¥.) lindenbergi eL. (V.) naiffi, quando

comparado com o isolamento em cultiaaitro.
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APENDICE

I- Meio de cultura Difco-B45
40 g Difco B45
120 mL sangue de coelho desfribinado
1,2 mL do antibiético (gentamincina)

1000 mL de agua destilada

[I- Solucdo tampéo de salina fosfatada e glicose $&)
3 mM NaHPO,
62,53 MM NgHPOy
43,63 mM NacCl
55,5 mM Glicose

lll- Solucdo de Giemsa
3 g de Giemsa
260 mL alcool metilico

140 mL glicerol

IV- Agua tamponada pH7,5
3 g NgHPO,
0,6 g KHPO,
1000 mL agua destilada

V-TE pH 8
10 mM tris
1 mM EDTA

VI - Gel de agarose a 1%
1 g de agarose

100 mL TBE



VII- Solucéo indicadora
0,25% azul de bromofenol 0,259
0,25% xilenocianol 0,25¢g
30 mL glicerol
100 mL HO

VIll- Tampéao TBE pH 8,3
89 mM Tris-HCl,
89 mM Acido borico,
2mM EDTA (pH 8,0)



ANEXO |

Protocolo CEPAN - N" 012/2004
Parecer IN° 0018/2004

Belem/PA. 14 de dezembro de 2004,

Projeto: “Avaliacdo da susceptibilidade dos roedores Mus musculus e Proechmnyis
guyanensius a infecgio pela leishmania (Viannia) naiffi e leislumania (Viannia)

=up

lindebergi

Pesquisador Responsavel: EDNA AOBA YOSSUI ISHIKAWA

Conforme decisio do Comité de Etica em Pesquisa com Animais do Instituto
Evandro Chagas, cientificamos que o projeto acima foi considerado aprovado,

Recomenda-se ao coordenador que mantenha atualizados todos os documentos
pertinentes ao projeto

Relatorio Final - devera ser elaborado um consolidado, incluindo os resultados
finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apos a finalizagio da mesma.

Atenciosamente,

Rk

PAULO HENRIQ = GOMES DE CASTRO
Coordenador do CEPAN/IEC
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