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A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenga sist€mica com uma variedade de sinais
clinicos em cdes e no homem. Neste processo parasitico, infec¢do nio € sindnimo de doencga,
uma vez que a prevaléncia da infeccdo por Leishmania em uma drea de endemicidade
geralmente € mais alta que a soroprevaléncia e que a prevaléncia da doenca, sugerindo um papel
da genética do hospedeiro no desenvolvimento da doenga.

Genes candidatos a resisténcia, tais como Slcllal e MHC tém sido analisados em
relacdo a leishmaniose canina (SOLLANO-GALLEGO et al., 2000). Slcllal € um gene que
codifica proteina envolvida no transporte de cdations divalentes/prétons sendo mais bem
conhecido por sua designacdo antiga - NRAMP1 (VIDAL et al., 1993). Altet et al. (2002)
mapearam este gene no cromossomo canino CFA37 e descreveram regido promotora de 700
pares de base, 15 éxons, e um microssatélite polimérfico (TAAA) no intron 1. Observaram que
a Slcllal é uma proteina de 547 aminoacidos, que possui 87% de semelhanca com a proteina
Slcllal de outros mamiferos. Estes autores observaram ainda que havia diferenca
estatisticamente significante no alelo 145 do microssatélite polimérfico do intron 1 entre caes
resistentes e suscetiveis a leishmaniose visceral canina (LVC).

Objetivou-se avaliar a influéncia da genética no curso da LV em cles através de
amplificacdo de um microssatélite polimoérfico no intron 1 do gene Slcllal.

Desde 1998, o municipio de Aragatuba, localizado na Regido Noroeste do estado de Sdo
Paulo, apresenta casos de leishmaniose visceral, tanto humana como canina. Apds
consentimento esclarecido dos proprietdrios, amostras de sangue de cdes adultos (> 2 anos de
idade), domiciliados, que foram atendidos no Hospital Veterindrio “Luiz Quintiliano de
Oliveira” do Curso de Medicina Veterinaria da UNESP-campus Aracatuba, bem como dos
animais encaminhados para eutandsia junto ao Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura
Municipal de Aragatuba foram colhidas. Dados epidemioldgicos como idade, sexo e raga foram
coletados no momento da colheita de sangue. Considerando-se que ndo ha dados prévios
referentes a distribuicdo da frequéncia alélica na populacdo canina, o tamanho da amostra foi
calculado com base na prevaléncia da LVC no municipio de Aracatuba. Assim, o tamanho
minimo da amostra foi calculado em 162 caes, ao nivel de confianca de 95%, precisdo absoluta
de 5% e prevaléncia esperada de 12% (LWANGA; LEMESHOW, 1991).

O microssatélite polimdrfico no intron 1 foi amplificado por meio da reagdao em cadeia
pela polimerase (PCR) usando-se os oligonucleotideos descritos por Altet et al. (2002):

NRMICRII-F 5°-FAM-GAGTCTGCTTGAGATTCTCTC-3’ e

NRMICRII-R 5’- TATCACCTCCACCCTTCAAAC-3’

A amplificacdo foi realizada em volume de 25 microlitros contendo 10 a 20 nanogramas
de DNA gen6mico, 1.5mM de MgCl,, 200mM de cada dNTP, 0.2mM de cada oligonucleotideo
iniciador e 1U de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen®). As amostras foram
submetidas a desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos de desnaturacio a
94°C por 30 segundos, seguido por 55°C por 30s, e 72°C por 30s, e uma extensdo final a 72°C,
por 7 minutos. As amostras foram analisadas por eletroforese em gel capilar, em equipamento
Mega Bace (GE®).

Para a avaliacio da positividade para leishmaniose, um fragmento de DNA de
kinetoplasto de Leishmania spp. foi amplificado, por PCR, utilizando-se os oligonucleotideos
iniciadores 13A (5°- GTC GGG GAG GGG CGT TCT -3") e 13B (5- ATT TTA CAC CAA
CCC CCA GTT -3"), descrito por Rodgers et al. (1990). A amplificacdo foi realizada em
volume de 25 microlitros contendo 10 a 20 nanogramas de DNA gendmico, 1.5mM de MgCl,,



200mM de cada dNTP, 0.2mM de cada oligonucleotideo iniciador e 1U de Taq platinum DNA
polimerase (Invitrogen®). As amostras serdo submetidas a desnaturac@o inicial a 95°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, seguido por 63°C por 45
segundos, e 72°C por 30 segundos, e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

A amplificacdo de KDNA de Leishmania sp, por PCR, em amostras de sangue periférico
de cdes de drea endémica foi comparada com a freqiiéncia alélica do microssatélite e a
associacao foi testada por meio do teste exato de Fisher.

Das 77 amostras até entdo avaliadas, os alelos mais freqiientes foram o 145 seguido do
149 e 141, enquanto Altet et al. (2002) relatam que o alelo mais freqiientemente observado foi o
137, seguido do 141 e 145 numa populagdo de 117 cdes. Das amostras avaliadas, 50 foram
positivas e 27 negativas para presenga de KDNA de Leishmania sp. (Tabela 1).

Tabela 1- Resultado da avaliagdo de amplificagdo de DNA, por meio da reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) em amostras de sangue de cdes segundo a positividade para Leishmania sp. e
a freqiiéncia alélica do microssatélite do intron 1 do gene Slcl1al.

Alelo Positivo Negativo

N Y N %

133 1 0,7 1 0,7

137 1 0,7 0 0,0
141 13 8,4 23 15,0
145 40 259 20 13,0%
149 45 292 10 6,5%

* associacdo estatisticamente significante (P< 0,0001)

No presente trabalho foi observada associacdo estatisticamente significante entre a
freqiiéncia de ocorréncia dos alelos 145 e 149 e positividade para LVC. Altet et al. (2002)
também observaram diferenca estatisticamente significante na freqiiéncia do alelo 145 entre
cdes resistentes e suscetiveis, sendo mais freqiiente nestes tltimos. Neste estudo, porém, os
autores observaram que o alelo 145 foi observado em estado homozigoto na populagdo
suscetivel, resultado este ndo observado no presente trabalho, particularmente por se tratar de
trabalho em andamento, com niimero reduzido de amostras j4 analisadas.

Em estudo realizado por Sanchez-Robert et al. (2005) os autores observaram o alelo 145
como o mais freqiiente nos caes resistentes (81%) da raca Boxer e, principalmente, no estado
homozigoto enquanto que os caes suscetiveis carreavam o alelo 141 (50%), todos heterozigotos
(141/145). Em outras ragas, o alelo 141 esteve igualmente distribuido entre cies suscetiveis e
resistentes, indicando ndo relacdo gendtipo-fenétipo. Entretanto, neste estudo também foram
analisados trés polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs) e polimorfismo da regido
promotora (variacdo no numero de Gs, de 7 para 9) em conjunto com o microssatélite
polimérfico do intron 1, dificultando a comparacio de resultados observados no presente estudo.

Os resultados obtidos até o momento indicam uma relagdo entre a genética do
hospedeiro e o curso da doenca, entretanto, maior nimero de amostras devem ser analisadas
num futuro préximo para melhor comprovacio desta hipétese.
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