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Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV), primariamente, era uma zoonose caracterizada como doenca de
carater eminentemente rural. Mais recentemente, vem se expandindo para areas urbanas de médio e
grande porte e se tornou crescente problema de saude publica no pais e em outras areas do
continente americano, sendo uma endemia em franca expanséo geografica (Brasil, 2010).

Daniel e Silva (2009) observaram alteragdes histopatolégicas no baco de hamsters
experimentalmente infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi e ratificam esses animais
como um bom modelo experimental para o estudo da leishmaniose visceral, ja que desenvolvem 0s
sinais e sintomas da doenca.

A deteccdo de anticorpos anti-Leishmania circulantes utilizando técnicas sorodiagndsticas constitui
um instrumento essencial no diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC) (FERRER, 1999;
CIARAMELLA e CORONA, 2003), sendo que os animais doentes desenvolvem principalmente
uma resposta imune humoral e produzem altos titulos de 1gG anti-Leishmania (FERRER, 1999;
FERRER, 2002). A soroconversdo ocorre aproximadamente trés meses apés a infeccéo e os titulos
permanecem elevados por dois anos (FERRER, 2002). As tecnicas sorologicas recomendadas
atualmente pelo Ministério da Salde para o inquérito canino sdo a Reagdo Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) (BRASIL, 2003). Segundo Assis et al. (2008),
a técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser de grande valia no diagndstico da
leishmaniose, confirmando casos positivos e inconclusivos.

A aplicagéo deste método atualmente tem provado que pode resolver os problemas de diagndsticos
que resultam da baixa sensibilidade do exame microscépico os falsos positivos ou negativos dos
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exames sorologicos, geralmente atribuido a anticorpos persistentes ou imunossupressao
(IKONOMOPOQULOS et al., 2003).

A Terapia Fotodindmica (TDF) € uma modalidade terapéutica que envolve a ativagdo de
substancias fotossensiveis, fonte de luz e a geracédo de espécies citotoxicas de oxigénio e de radicais
livres para promover a destrui¢do de células alvo (CAMUR et al., 2011). A técnica de inativacdo
ocorre por meio da absorcdo da luz por um corante, na presenca de oxigénio, desencadeando
processos fotofisicos e bioldgicos que resultam na formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) capazes de promover a morte celular por apoptose ou necrose (GARDNER et al., 2010 e
DUTTA etal., 2011).

A fototoxicidade da reacdo fotodindmica da classe do fotossensibilizador, dose, via de
administracdo, absorcao, especificidade do corante e distribuicdo nas células alvo, tipo de fonte de
luz e intervalo entre administracdo do fotossensibilizador e a exposicdo a fonte de luz
(WIEDMANN et al., 2004).

Atualmente as ftalocianinas tém sido utilizadas em TFD, como produto fotossensibilizador
(LEZNOFF e LEVER ,1989 e FERREIRA et al., 2004). As ftalocianinas séo produtos altamente
conjugados, de intensa pigmentacdo, utilizadas como corante, destacam-se as altas estabilidades
térmica e quimica, a ndo toxicidade, a atividade redox bem definida e carater elétrico
(semicondutividade) sdo caracteristicas importantes destas moléculas (LEZNOFF e LEVER, 1989).

A justificativa do trabalho se da pelo fato da leishmaniose ser uma zoonose com distribuicao
mundial e ter como principal reservatério o cdo, ela tem como principais sinais clinicos ascite e
caquexia levando o animal a morte, pois ndo ha tratamento para essa doenca em cdes, logo, 0s
animais positivos para essa enfermidade devem ser obrigatoriamente submetidos a eutanésia. Esse
trabalho busca uma forma capaz de eliminar ou reduzir a parasitemia, colaborando para que
pesquisas posteriores possam desenvolver uma terapia para tratar a leishmaniose, ndo havendo
necessidade de realizar a eutanasia.

Metodologia

O sangue de cdo parasitado por Leishmania infantum chagasi foi doado pelo Laboratério Clinico
Veterinario do Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal, do Hospital Veterinario do
Curso de Medicina Veterinaria - FMVA da UNESP, Campus de Aracatuba. Apds a coleta foi
conservado em uma bolsa contendo anticoagulante CPDA, foi encaminhada para a terapia
fotodindmica sendo realizada em parceria com o “Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual,
e Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina” da Universidade de Sao Paulo - FFCLRP, Campus da
USP de Ribeirdo Preto — SP.
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Para irradiacdo com luz visivel associada a ftalocianina de cloro-aluminio, foi utilizado um sistema
atuando no comprimento de onda na faixa do visivel (de 630 a 650 nm). O dispositivo usado neste
estudo foi um sistema BTH Quantum Tech. Este sistema de luz é continuo, com uma poténcia total
na fibra Optica ao redor 0,3 W, contendo 6 mL de sangue com Leishmania infantum chagasi o qual
foi adicionado um volume fixo de emulsdo de ftalocianina de cloro-aluminio em placas de cultivo
celular, que nos permitiu obter uma faixa de concentragdo que varia de 5 a 10 uM. Este material foi
submetido a uma radiacdo unilateral de luz visivel com comprimento na faixa de 630 a 650 nm
numa faixa de dose de luz de 10 J/cm-2, agitado constantemente por um intervalo de tempo
proporcional a dose utilizada de modo que a irradiacdo seja uniforme em toda a amostra, com
duragéo de 24 minutos.

Apos o tratamento pela luz, 3 mL de sangue foi inoculado nos animais por via intraperitoneal. No
total foram inoculados 36 hamsters (Mesocricetus auratus), com sangue de cdo, separados em 6
grupos conforme o Quadro 1.

Grupo Tratamento

1 Inoculagdo de sangue da bolsa coletada de canino higido (grupo
controle saude)

2 Inoculacdo de sangue positivo para Leishmania infantum chagasi sem
tratamento (grupo controle doencga)

3 Inoculagdo de sangue positivo para Leishmania infantum chagasi com

: _| tratamento de ftalocianina associada a luz visivel —

4 Inoculagdo de sangue positivo para Leishmania infantum chagasi com
a ftalocianina

5 Inoculagd@o de sangue positivo para Leishmania infantum chagasi com
o tratamento da luz visivel

6 Inoculagdo de sangue positivo para Leishmania infantum chagasi com
o veiculo da ftalocianina

Quadro 1: Relacdo dos grupos de hamsters e seus devidos tratamentos.

Apos a inoculacdo os animais permaneceram isolados no laboratério de zoologia da UNIJUI
durante seis meses, acondicionados em caixas especificas para hamsters, contendo maravalha,
sendo esta trocada duas vezes por semana. Os animais receberam racdo e agua a vontade sendo
observados diariamente quanto & mudanca de comportamento e também foi monitorada diariamente
a temperatura ambiente.

Os hamsters inoculados com Leishmania infantum chagasi foram acompanhados clinicamente,
sendo que, 0s que ndo morreram naturalmente foram eutanasiados decorridos seis meses de estudo.
O procedimento de eutanéasia foi realizado nas dependéncias do Hospital Veterinario da UNIJUI a
partir de inducdo anestésica com isoflurano por via inalatoria seguido de aplica¢do por via intra-
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peritonial de cloridrato de cetamina associado a xilazina na dose de 20 mg/kg e 1 mg/kg,
respectivamente. Ap6s 0s hamsters entrarem em plano anestésico, foi coletado sangue por puncao
intracardiaca com seringa estéril de 5 mL e agulha 25x7mm, apds transferidas para tubos de
microcentrifuga sem anticoagulante e centrifugadas para RIFI.

As amostras de figado, baco e medula 6ssea foram congeladas e enviadas para o Laboratério de
Biologia Molecular e Imunodiagnéstico da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista, “Julio de Mesquita Filho” - FMVZ/UNESP, Campus Botucatu — SP
para a realizacdo das analises (RIFI e PCR), entdo apds receber os resultados das amostras, sera
feita a analise e compilacdo de dados.

Resultados e discussao

A técnica de inativagdo utilizando luz visivel associada a ftalocianina de cloro-aluminio seguiu o
protocolo preconizado por Rodrigues et al., (2012) modificada.

No presente projeto foi inoculado sangue de cdo proveniente de bolsa infectada por Leishmania
infantum chagasi, e sangue tratado com luz visivel associada a ftalocianina em animal de
experimentacdo, Mesocricetus auratus, conforme protocolo descrito por Freitas et al. (2006). O
restante foram grupos controles.

A eutanasia foi realizada mediante a administracdo de anestesia inalatéria a base de isofluorano e
anestesia dissociativa com cloridrato de xilazina (200mg/mL) associado com cloridrato de
quetamina (100g/mL) por via intraperitoneal (SOUZA et al., 2001). Ap6s 0s hamsters entrarem em
plano anestésico foi feita a coleta de sangue, e coletadas amostras de figado, baco e medula 6ssea
(osso esterno) para analise de PCR. A amostra do 0sso esterno foi macerada para expor a medula
Ossea. As amostras foram congeladas até o envio, sendo feito em caixas de isopor resfriados com
gelo seco para preservar o DNA.

Para a realizagdo da técnica de PCR serdo foram utilizados fragmentos do baco, figado e medula
Ossea, conforme descrita por Ikonomopolus et al. (2003). Para a técnica de RIFI, o soro dos
hamsters foi encaminhado, para a realizacdo dos testes para Leishmania infantum chagasi,
conforme descrita por Camargo (1966).

N&o foi observada nenhuma manifestacdo clinica nos hamsters infectados até os 180 dias eles
apresentaram boa condicdo corporal até 0 momento da eutanésia. Nunes et al. (1995) observaram
lesbes no local do indculo caracterizado por edema, eritrema e ulceracdes. Daniel e Silva (2009)
relatam perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia e ascite também no decorrer de quatro meses
em hamsters dourados infectados experimentalmente por Leishmania (Leishmania) chagasi. No
momento os resultados das amostras dos hamsters submetidos a eutanasia, estdo sendo aguardadas,
pois foram enviadas ao Laboratério de Biologia Molecular e Imunodiagndéstico e no Laboratério de
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Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista, “Julio de Mesquita Filho” - FMVZ/UNESP, Campus Botucatu - SP.

Concluséao

Até 0 momento os resultados obtidos ndo demonstraram alteracbes clinicas, porém ainda é
necessario aguardar os resultados do PCR e RIFI para a confirmacdo da presenca do parasita,
podendo assim afirmar ou ndo que houve eficicia dos tratamentos.
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