UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

EXPRESSAO DA GLICOPROTEINA-P E DA MRP1 EM
TECIDOS DE CAES PORTADORES DE LEISHMANIOSE
VISCERAL

Andréa Maria Campos Calado

Médica Veterinaria

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Julho de 2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

EXPRESSAO DA GLICOPROTEINA-P E DA MRP1 EM
TECIDOS DE CAES PORTADORES DE LEISHMANIOSE
VISCERAL

Andréa Maria Campos Calado
Orientador: Prof 2. Dra. Mirela Tinucci Costa

Co-orientador: Prof. Dr. Leucio Camara Alves

Dissertagdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para obtencao do titulo de Mestre em

Medicina Veterinaria (Clinica Médica).

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Julho de 2010



Calado, Andréa Maria Campos
Cldle Expresséo da glicoproteina-p e da mrpl em tecidos de cées
portadores de leishmaniose visceral / Andréa Maria Campos Calado. -
- Jaboticabal, 2010
vi, 42 f. 1il. ; 28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2010

Orientadora: Mirela Tinucci Costa

Banca examinadora: Julieta Rodini Engracia de Moraes, Maria
Cecilia Rui Luvizotto

Bibliografia

1. Glicoproteina-P. 2. MRP. 3. Leishmania (L.) chagasi. 4. dog. I.
Titulo. 1l. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:616.98:636.7

Ficha catalogréafica elaborada pela Sec¢éo Técniéajdisicdo e Tratamento da Informagado — Servigo
Técnico de Biblioteca e Documentacao - UNESP, Candewaboticabal.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

ANDREA MARIA CAMPOS CALADO — Natural de Recife, Pernambuco, nascida
em 25 de agosto de 1982. Ingressou no curso de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco — UFRPE em 2001 e graduou-se no ano de 2006, apés
estagio curricular na Clinica Santo Agostinho em Belo Horizonte, Minas Gerais, onde
desenvolveu sua monografia sobre o tratamento de cdes com leishmaniose visceral.
Durante o ano de 2007, atuou em projetos desenvolvidos na UFRPE e trabalhou como
veterinaria autbnoma em clinica veterinaria. Em 2008, ingressou no programa de Pos-
Graduagdo em Medicina Veterindria da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — FCAV/UNESP, sob orientacédo da Profa Dra Mirela Tinucci Costa,



“Os animais de estimacao sao o cinto de seguranca
gue temos na montanha-russa emocional que é a
vida; sdo confiaveis, nos mantém seguros

e tornam a viagem menos atribulada.”

Dr. Nick Trout



Dedico este trabalho inteiramente aos meus pais, Marcos e Maria José€, exemplos de
vida, fé, perseveranca e humildade. Pelo amor incondicional as filhas. Realmente, eles
foram esséncias nessa minha jornada. E a minha irma Luciana, por ser, minha

verdadeira amiga.



AGRADECIMENTOS

Deus e a Mae Rainha Trés Vezes Admiravel de Schoenstatt, por proteger e
iluminar meus passos; E por me dar tranquilidade nos momentos em que a saudade
apertava o coracgéo. E ao meu anjo da guarda por sempre me guiar nessa caminhada.

A professora Mirela Tinucci Costa, pela dedicagéo, paciéncia e a oportunidade de
fazer o mestrado nesta universidade. Por ser um exemplo que competéncia e
simplicidade podem andar juntos.

Ao professor Leucio, a quem sempre vou me referir como um grande mestre e
segundo pai. Nas horas de medo e duavidas, foram nas suas palavras de apoio e total
confiangca que eu me apeguei e a oportunidade de um dia ter me aceitado como
monitora de sua disciplina, pois foi 0 pontapé inicial para toda essa vontade de seguir
na area académica.

Aos Centros de Zoonoses de Caruaru e Petrolina, por apoiar essa pesquisa,
ajudando na apreensdo dos animais, assim como hospedagem a todos os alunos e
pesquisadores envolvidos nesse experimento.

Ao Departamento de Patologia da UNESP, pela ajuda no processamento das
minhas amostras, em especial a técnica Francisca de Assis Ardisson (Chica).

A todos os meus familiares, em especial a tia Ana e tia Neta, exemplos de
bondade, serenidade e generosidade. Obrigada por todo apoio.

A todos os meus amigos do Departamento de Parasitologia Veterinaria da
UFRPE, que me ensinaram a importancia de se trabalhar em equipe: Rafa, Danilo,
Marilia, Mariana Galindo, Mariana Franca, Renan, George, Dennys e Carina. Obrigada
pela amizade e ajuda durante as coletas das minhas amostras em Pernambuco,
tornando esses momentos mais agradaveis.

E a todos os amigos do Laboratério de Imuno-histoquimica do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria da UNESP, em especial Giovanni, Thiago “quaiada”, Carol
e Mariana. A amizade, a troca de experiéncias e auxilio foram de grande importancia

durante todo 0 meu experimento.



A Fabiana pela paciéncia em oferecer toda a sua experiéncia em imuno-
histoquimica e ao Alexandre “Dedo” pela ajuda na realizacdo da estatistica desse
trabalho.

Aos meus grandes amigos que me acompanham desde o inicio dessa jornada:
Daniel Beretta, Renata “bozena”, Vania, Kelly, Manu “bunita, Lili, Cris, mylife, Juliana,
Déa e Carol. E a todos que tornaram essa minha caminha muita mais divertida, assim
como o carinho que recebi de todos que foram entrando na minha vida ao longo dessa
caminha: Nara, Tati, Dan, Max, Gui, Mirna, Tiago, Jorginho e Du. Todos vocés
formaram minha grande familia de Jaboticabal.

Aos meus amigos de Recife, que mesmo longe, enviavam vibracdes positivas e
torciam pela minha vitéria: Aninha, Cau, Lu, Thiago, Mayara, Airton, Dinho e Eddie.

A todos aqueles que de forma direta ou indireta contribuiram para a realizacao

deste trabalho.



SUMARIO

Pagina

1 11V PP v

I, INTRODUGAO. ... .ccuiiiiieite ettt ettt te sttt et etesaeete s e ateseetesaneneenee e 1

1. REVISAO DE LITERATURA. ....coiiiieiee e ets eeeeeeeie ettt
2.1 Leishmaniose Visceral CaniNa.............uuuuuuiuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeii e

2.2 Mecanismos de resisténcia a multiplas drogas (RMD)........ccceevveeeiiiiiiiiiiciinnns 5

p N R €] ToTo] 1 £0] (=1 = Cl PSRRI 6

2.2.2 Proteina de resisténcia a multiplas drogas (MRP)..............ccccveciiieneennn. 9

1, OBIETIVOS . .. e e e e e et e e et e e eaan e e eaaans 12
TN R T o | S URPPPPTTRRPURRPI 12
I S o = o oo 1 12
V. METODOLOGIA. ...ttt ettt e et e e e et e e e e s s eeeeeeeennnes 13
g R o Tor= Y I 02 T PP 13
4.2 Processamento das @mMOSIIAS. .......cooeiiiiiiiieiiiiiiiiies e e e e e e e e e eeeeeeeeeenenen s 14
4.3 Analise Imuno-histoquimica da Leishmania Sp........ccccccceveeeeeiiiiiiiiiiciiiiiienenee, 14
4.4 Analise Imuno-histoquimica da MRP € gp-P.......coovviririiiiiciieiiee e, 16
4.5 ANALISE ESTALISTICA. . .eeviiiiieeeeeii i 17
V. RESULTADOS . ..ot e e e e e e e eeaa e e e e e e e eanns 18
5.1 EXAME fISICO....cei ittt er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 18
5.2 Imuno-histoquimica de Leishmania SP...........covvvvviiiiiiiiiiiiiii e e eeeeee e 18
5.3 Imuno-histoquimica da pg-P € MRP.........coovriiiiicciciee e 19
5.3.1 Imunomarcacao da Glicoproteina-P...........cccceeeiiiiiiiiiiieiiee e 19

5.3.2 Imunomarcacéo da Proteina de resisténcia a multiplas drogas.............. 21

5.2.3 Avaliacdo comparativa das imunomarcacdes da Glicoproteina P e



VI CONCLUSOES . ..o ettt e,

VIll. REFERENCIAS



EXPRESSAO DA GLICOPROTEINA-P E DA MRP1 EM TECIDOS D E CAES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca sistémica
e imunomediada. E provocada pelo protozoario da espécie Leishmania (L.) chagasi,
que é transmitido ao homem e aos animais através da picada do vetor infectado, o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis. Até 0 momento ndo ha tratamento que leve a cura
parasitologica dos cées e o arsenal de farmacos leishmanicidas € limitado. A resisténcia
aos medicamentos constitui um impedimento importante para o controle de
enfermidades e a manifestacdo de resisténcia a varios medicamentos € conhecida
como MDR (“multidrug resistance”). Um desses mecanismos de resisténcia a multiplas
drogas € o aumento da expresséo da glicoproteina-P (gp-P), um sistema de efluxo de
xenobiédticos codificadas pelo gene MDR1. Na presente pesquisa, buscou-se avaliar a
possibilidade do fenbmeno de resisténcia a mdultiplas drogas em cées naturalmente
parasitados por Leishmania (L.) chagasi . Foram objetivos do estudo avaliar a
expressdo da glicoproteina-P (gp-P) e da proteina de resisténcia a multiplas drogas
(MRP) por meio da imuno-histoquimica, em amostras figado, adrenais, rins, baco e pele
de cdes portadores da LV. Os resultados mostraram que o figado, rins e adrenais
expressam significativamente (p<0,001) mais gp-P do que a pele e o baco; também que
as adrenais expressam significativamente (p<0,001) mais MRP do que a pele e o baco
e que este ultimo expressa significativamente (p<0,001) mais MRP do que a pele.
Quando se comparou os dois anticorpos verificou-se que o figado, rins e adrenais
expressam porcentagens semelhantes de células imunomarcadas e que o MRP é
significativamente (p<0,01) mais reativo na pele que a gp-P. Esses resultados poderiam
justificar a reducdo da carga parasitaria na pele que se acompanha durante o
tratamento. Todavia, a ndo obtencdo da cura parasitolégica poderia ser devido a alta
expressdo da pg-P e MRP1 no figado, adrenal e rins, 0 que aumentaria o efluxo dos

farmacos nesses 0rgaos.

Palavras — chave: cdo, glicoproteina-P, Leishmania (L.) chagasi, MRP
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EXPRESSION OF GLYCOPROTEIN-P AND MRP1 IN TISSUES OF DOGS
CARRYING VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY — Canine visceral leishmaniasis (LVC) is a systemic immunomediated
disease. It is caused by the protozoary from the Leishmania (L.) chagasi species, wich is
transmitted to man and animals through the infected vector bite, the phlebotomine sand
fly Lutzomyia longipalpis. Until present, there is no treatment leading to a parasitologic
cure for dogs and the leishmanicide medicine arsenal is limited. Drug resistance is one
of the important impediments for infirmity control and the resistance manifestation to
multiple drugs is known as MDR. One of those multiple drugs resistance mechanisms is
the increase of the glycoprotein-P (gp-P) expression, a xenobiotic efflux system encoded
by the MDR1 gene. At the present research, it aimed to evaluate the possibility of
resistance phenomenon the multiple drugs in dogs naturally parasited by Leishmania
(L.) chagasi. The objectives of this study was to evaluate glycoprotein-P (gp-P) and
multiple drugs resistance protein (MRP) immunohistochemical expressions in LVC
infected dogs’ liver, adrenals, kidneys, spleen and skin samples. Results showed that
liver, kidneys and adrenals express significantly (p<0,001) more gp-P than skin and
spleen; also, adrenals express significantly (p<0,001) more MRP than skin and spleen
and that spleen express significantly (p<0,001) more MRP than skin. When the two
antibodies were compared, it was verified that liver, kidneys and adrenals express
similar percentages of immunomarked cells and that MRP is significantly more reactive
in skin than gp-P. These results could justify the parasitary load reduction in skin during
treatment. Nevertheless, the lack of parasitologic cure could be due to the high pg-P and
MRP1 expressions in liver, adrenals and kidneys, which could increase the pharmac

efflux at these organs.

Keywords: dog, glycoprotein-P, Leishmania (L.) chagasi, MRP



l. INTRODUCAO

Com ampla distribuicdo geografica em areas tropicais e subtropicais, a
leishmaniose visceral (LV), também conhecida por calazar € considerada uma das seis
endemias prioritdrias no mundo (BRASIL, 2006; SILVA et al.,, 2005). A maioria dos
casos humanos ocorre principalmente em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudao
(BRANT, 2007).

O cédo doméstico tem grande importancia no ciclo da LV por ser considerado o
principal reservatério urbano, tendo em vista que a epidemia canina normalmente
precede o aparecimento dos casos humanos (BEVILACQUA et al., 2001). Em geral, os
cdes com LV submetidos ao tratamento ndo obtém a cura parasitologica, mas a
conduta terapéutica pode oferecer boa qualidade de vida e maior longevidade aos
animais infectados (SOUZA, 2005). A resisténcia aos medicamentos constitui um
impedimento importante para o controle da enfermidade considerada como um
problema de saude publica no mundo (OSORIO et al., 2005). Um desses mecanismos
de resisténcia € o aumento da expressao da glicoproteina-P (gp-P), um sistema de
efluxo de xenobidticos codificadas pelo gene MDR1 (ROULET et al., 2003). A presenca
desta proteina esta relacionada com a suscetibilidade aumentada para doencas, além
de alteracbes na farmacocinética de drogas, em seres humanos e caes, (LINARDI &
NATALINI, 2006).

Células selecionadas para resisténcia a um unico agente quimioterapico podem
apresentar resisténcia cruzada a varios compostos ndo relacionados estrutural e
funcionalmente. Este fenbmeno € conhecido como resisténcia as mdultiplas drogas
(RMD). A RMD é considerada o maior obstaculo ao sucesso da quimioterapia no
tratamento das neoplasias e de outras enfermidades (LINARDI & NATALINI, 2006).

Estudos sobre a resisténcia a drogas podem contribuir para se encontrar
estratégias afim de aumentar a eficacia ou a vida util das poucas drogas disponiveis.
Este estudo pretende avaliar se a LVC induz a resisténcia a multiplas drogas em cées

com infecgcédo naturalmente adquirida, com a expectativa de que os resultados obtidos



possam oferecer perspectivas de uma abordagem terapéutica mais segura e eficaz
nesta doenca.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral Canina

A LV ou calazar € uma doencga crénica com distribuicAo mundial, causada por
distintas espécies de protozoario do género Leishmania, conhecidas no Velho Mundo
por L.donovani e L.infantum e no Novo Mundo L. chagasi (PALATNIK-DE-SOUSA et al.,
2001; BRASIL, 2006; SILVA, 2007).

Atualmente, o calazar é endémico em 62 paises, com aproximadamente 90%
dos casos na india, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil (GONTIJO & MELO, 2004). No
Brasil, a LV ja foi registrada em 19 estados (SOUZA, 2005) e apesar de ser uma
doenca predominantemente rural, encontra ambiente favoravel no espaco urbano para
se estabelecer e desenvolver (BEVILACQUA et al., 2001).

Por ser uma zoonose primariamente de canideos silvestres (SILVA, 2007), o cao
domeéstico € considerado o principal reservatorio em areas urbanas (SAKAMOTO et al.,
2007; SILVA et al.,2005), uma vez que mesmo assintomaticos, sédo fontes de infeccao
para os flebotomineos e consequentemente tém papel ativo na transmissdo de
Leishmania (TASCA et al., 2009).

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca sistémica e grave,
transmitida para o0 homem e animais por meio da picada do vetor infectado Lutzomyia
longipalpis (PERU, 2000; BRASIL, 2006). O parasito infecta células do sistema
mononuclear fagocitario do hospedeiro, com reflexos na pele, figado, baco, linfonodos e
rins (SILVA et al., 2009).

Devido as caracteristicas intrinsecas do parasita e respostas variaveis dos caes
infectados (SANTOS et al., 2006), diversas manifestacdes clinicas estdo associadas a
LVC, desde estados subclinicos (DINIZ et al., 2005), até a doenca sistémica cronica,
caracterizada por caquexia (SOUZA et al., 2005), perda de peso progressiva, anemia
generalizada, onicogrifose, lesbes cutaneas (SILVA et al.,, 2009), hepatomegalia,

esplenomegalia, linfadenopatia (DINIZ et al., 2005; SOUZA et al., 2005), pirexia



intermitente, lesbes oculares, nefropatia, assim como problemas de locomocéo
(SANTOS et al., 2006), osteomielite (SOUZA et al., 2005) e lesbes cardiacas (SILVA et
al., 2009; LOPEZ-PENA et al., 2009).

O diagnéstico precoce da infecgcdo canina, particularmente antes dos sinais
clinicos e, em alguns casos, antes mesmo da soroconversdo, € almejado por se tratar
de uma doenca com potencial zoonético e para a adogdo de medidas de controle
especificas sobre o reservatorio domeéstico da doenca (ALVES & BEVILACQUA, 2004;
MAIA & CAMPINO, 2008). Apesar do progresso feito no desenvolvimento de diversos
métodos diretos e indiretos utilizados na detecc¢do da infeccdo, o diagnostico da LVC
continua sendo um desafio (MAIA & CAMPINO, 2008).

O diagnastico clinico é precario e complexo, pois 0s sinais clinicos sdo variaveis
e inespecificos (TASCA et al., 2009). Deste modo, as novas ferramentas de diagndstico
laboratorial para LVC se baseiam em métodos parasitolégicos, imunolégicos e
moleculares (GOMES et al., 2008).

O exame parasitolégico direto € o método mais simples e mais comumente
utilizado (SOUZA, 2005), obtido pelo encontro do parasita em puncdes aspirativas de
medula Ossea, de linfonodos, baco, figado, além de raspados de pele integra e/ou
lesionada (GOMIDE, 2005). Diferentes meios de cultura podem ainda ser utilizados
para isolamento do agente (MADEIRA et al., 2009).

A deteccdo de amastigotas por imuno-histoquimica em tecidos fixados em
formalina e incluidos em parafina € utilizada rotineiramente em varios laboratérios,
demonstrando ser uma alternativa eficiente, particularmente em tecidos com baixa
carga parasitaria (TAFURI et al., 2004).

Os testes laboratoriais imunologicos, por meio da deteccédo de anticorpos contra
0 parasita, ou respostas celulares especificas sao Uteis em inquéritos epidemioldgicos e
quando for dificil demonstrar a presenca de Leishmania sp. (LIRA, 2005). Os quatro
principais testes sorolégicos, com diferentes especificidades e sensibilidades, aplicados
no diagnostico da LVC incluem o teste de imunofluorescéncia indireta, ensaio
imunoenzimatico (ELISA), fixacdo do complemento e a aglutinacdo direta (DAT)
(MOREIRA et al., 2002; SOUZA, 2005). Apesar do seu alto custo, disponibilidade de



reagente, equipamentos e pouca adaptabilidade ao campo, a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) (ALVES & BEVILACQUA, 2004) esta sendo utilizada como uma
técnica de alta especificidade e sensibilidade na identificacdo do DNA parasitario
(MOREIRA et al., 2002; ALVES & BEVILACQUA, 2004).

As opcoes existentes de tratamento para LVC néo séo satisfatoriamente efetivas
e seguros, pois nao previnem a ocorréncia de recidivas e nao eliminam completamente
0 parasita, tornando o cdo uma fonte de infeccdo para o homem e outros animais
(RIBEIRO & MICHALICK, 2001; IKEDA, 2004). Devido a isso, a Fundacé&o Nacional de
Saude (FUNASA) recomenda como uma das medidas de controle, em areas endémicas
no Brasil, a eutanasia de cées sorologicamente positivos para Leishmania (L.) Chagasi
(SILVA, et al., 2005).

Embora a terapia da LVC seja considerada ineficaz, alguns pesquisadores a
indicam para cées de areas ndo endémicas, com poucos sinais clinicos, pois induz a
melhora clinica e pode atrasar a progressdo da doenca (BANETH & SHAW, 2002). No
entanto, o arsenal de drogas antiprotozoario € limitado, fato que constitui um
impedimento importante para o controle da enfermidade, considerado como problema
de saude publica no mundo (OSORIO et al., 2005).

2.2 Mecanismos de resisténcia a multiplas drogas (M  DR)

Na ultima década, muitos mecanismos celulares que explicam a resisténcia a
drogas foram caracterizados. Tais mecanismos incluem a ativagcdo de proteinas
transmembranas que promovem o efluxo de diferentes substancias quimicas do interior
da célula; ativacdo de enzimas do sistema glutationa; alteracdes de genes e proteinas
envolvidas no controle da apoptose; alteracdes nos mecanismos de reparacao celular e
alteracdes no alvo da droga (HARRISON, 1995; AGUILA et al., 1998;
STAVROVSKAYA, 2000; BERGMAN, 2003).

A manifestacdo de resisténcia aos varios medicamentos é conhecida como
fendtipo MDR (“multidrug resistance”), descrito inicialmente em células tumorais de

mamiferos e posteriormente em bactérias, protozoérios e fungos (OSORIO et al., 2005).



O gene “multidrug resistance” (MDR1), também conhecido como gene ABCB1,
relaciona-se a resisténcia cruzada das células contra uma gama de medicamentos com
diferentes estruturas e objetivos (LINARDI & NATALINI, 2006). Um dos mecanismos
celulares que leva a MDR é o aumento substancial na atividade de um sistema de
efluxo de xenobibticos, resultante da superexpressdo da proteina de membrana
glicoproteina-P (gp-P) (ROULET et al., 2003).

2.2.1 Glicoproteina-P

A gp-P atua como uma bomba capaz de expulsar drogas em diferentes tipos
celulares (OSORIO et al., 2005), limitando o efeito citotoxico das mesmas no seu local
de acdo (STAVROVSKAYA, 2000). A gp-P foi descrita em 1976 por JULIANO & LING
em células de ovario de hamster e teve na sua denominacdo o “P” atribuido a sua
funcdo de modular a permebilidade da membrana a varios medicamentos. E uma
proteina com 1280 aminoéacidos, constituida por 12 segmentos transmembrana, que é
caracteristico desta familia de transportadores de efluxo (AZEREDO et al., 2009). Esta
proteina forma seis asas com estruturas de alfa hélice na membrana plasmética, nas
quais constituem os sitios de interacdo com o substrato (Figura 1). A hidrélise de ATP
fornece a energia necessaria para expulsdo das drogas (OSORIO et al., 2005).

A gp-P esta ligada ao gene de resisténcia a multiplas drogas (MDR1), expresso
em células tumorais e em muitos tecidos normais de cées e felinos como o figado, o
epitélio tubular renal, o cértex da adrenal, o epitélio do célon, e na barreira hemato-
encefalica (GIN, 1996; HEYDEN et al., 2009; PEKCEC et al., 2009). Foi também
identificada em camundongos, bovinos, macacos, roedores e humanos (LINARDI &
NATALINI, 2006).

Esta proteina interfere na absorcédo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo de
farmacos, influenciando na farmacocinética dos mesmos, podendo influenciar na
reducdo da biodisponibilidade da droga, conduzindo a resisténcia a medicamentos
(ROULET et al., 2003).
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Figura 1. Estrutura do transportador ABC (gp-P). Um polipeptideo (140-190 kd) com
duas metades homélogas, cada uma com 6 segmentos transmembrana e um
sitio de fixacdo a nucleotideos (NBD) responsaveis pela hidrélise de ATP. Os
dominios NBD contem os motivos Walker A e B e uma sequéncia curta
denominada ABC (OSORIO et al., 2005).

Porém, ela tem importante papel na protecdo contra os efeitos adversos dos
xenobioticos em varios 6rgdos, como o sistema nervoso central e testiculo (ROULET et
al., 2003).

Caes da raca Collie sdo mais sensiveis aos efeitos adversos do farmaco
Ivermectina. Estes animais exibem sinais neurotoxicos a doses bem baixas e estudos
indicam que isto ocorre devido a gp-P néo funcionar adequadamente nestes animais.
Em Collies sensiveis, a concentracdo de ivermectina no cérebro pode exceder a do
plasma e figado (ROULET et al., 2003).

A funcéo fisiolégica da gp-P, na auséncia de agentes terapéuticos ou toxinas,
nao esta clara. Estudos em camundongos sem a expressao do gene MDR1 mostraram
que estes mantiveram vitalidade e fertilidade inalteradas e uma variedade de
parametros bioquimicos e imunolégicos normais (SCHINKEL et al., 1996).

Randolph & Beaulieu (1998) demonstraram in vitro que a gp-P estimula a
migracao das células dendriticas humanas (células apresentadoras de antigenos) para

os linfonodos periféricos, iniciando a resposta imune mediada por linfocitos T.



Os substratos transportados pela gp-P sdo varios e ndo possuem relagédo
estrutural e farmacolégica entres eles, incluindo agentes antineoplasicos,
imunossupressores, hormoénios esteroidais, bloqueadores do canal de célcio, [-
bloqueadores e glicosideos cardiacos (AZEREDO et al., 2009).

Muitos destes agentes podem induzir ao fenétipo de resisténcia as mdltiplas
drogas, pois além de substratos, podem também aumentar a expressdo da gp-P, tais
como, a dexametasona, a rifampina e a morfina (BERGAN, 2003) (Quadro 1).

Interacdo com substéncias inibidoras da gp-P sdo de grande interesse, pois
podem aumentar a absor¢cdo de medicamentos importantes que sdo geralmente pouco
absorvidos, como o0s quimioterapicos (EL-NAHAS & EL-ASHMAWY, 2008). Um
exemplo desses inibidores é o verapamil, que se liga a gp-P e de forma competitiva
inibe a ligacédo ou transporte de farmacos que sao substratos da gp-P (LEONARD et al.,
2003).

A alteracdo na expressdo, funcdo e inibicdo da gp-P estd relacionada ao
aumento da susceptibilidade a diversas doencas em humanos e animais. Um exemplo
ocorre na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), onde a super expressao da
gp-P parece limitar a absorgéo intestinal de inibidores de proteases do HIV e seu
acesso ao cérebro, contribuindo, portanto, para a persisténcia do virus (CHOO et al.,
2000).

A gp-P pode ser detectada em tecidos humanos pelas técnicas de hibridizacao,
imunobloting, imuno-histoquimica (GIN, 1996) e PCR (BERGMAN & OGILVIE, 1995).
Dentre estes, a imuno-histoquimica apresenta-se como uma técnica de facil realizagédo
e pode ser utilizada em tecidos parafinados, congelados (BERGMAN & OGILVIE,
1995).



Quadro 1. Agentes terapéuticos que sao substratos ou inibidores para glicoproteina-P
(LINARDI & NATALINI, 2006).

SUBSTRATOS INIBIDORES

Antiacidos Antagonista B-adrenoceptor Imunossupressores Inibidores Diversos
Cimetidina Bunitrolol Ciclosporina A Agentes
Ranitidina Carvedilol Sirolimus Verapamil

Celiprolol Tacrolimus Quinidina
Antibidticos Talinolol Valspodar (PSC)
Eritromicina Reserpine Opidides Ciclosporina
Tetraciclina Loperamide Cetoconazol
Rifampina Blogueadores dos canais de Domperidone
Levofloxacina Cat++ Morfina

Ditiazem Pentazocina
Antiemético Mibefradil Metadona
Ondansetrona Asimadolina

Drogas cardiacas Fentanil
Antineoplasico /antiarritmicos
Paclitaxel Digoxina Esteroides
Doxorubicina Digotoxina Dexametasona
Daunorubicina Metilprednisolona
Vinblastina Histamina H1, receptores Aldosterona
Vincristina antagonistas Progesterona
Actinomicina D Fexofenadine Hidrocortisona
Docetaxel Terfenadine Cortisol
Etoposide Corticosterone
Imatinib Inibidores da Protease HIV
Teniposide Amprenavir Outros

Indinavir Colchicina

Nelfinavir Itraconazol

Saquinavir Fenotiazinas

Ritonavir Ivermectina

2.2.2 Proteina de resisténcia as multiplas drogas (MRP)

O segundo mecanismo mais frequiente de MDR é da proteina associada a
resisténcia a multiplas drogas (MRP) (BERGMAN, 2003), apresentada pela primeira vez
em 1992, quando Susan Cole e Roger Deeley clonaram o gene associado a MRP,
agora conhecida como MRP1 (COLE et al., 1992). A MRP foi caracterizada inicialmente
como um transportador de conjugados anibnicos, preferencialmente a glutationa
conjugada (MULLER et al., 1994) (Figura 2).
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Figura 2. Modelo topografico da MRP1 (http://www.sigmaaldrich.com).

Pesquisas sobre outros membros desta familia, resultaram na descoberta de um
total de 9 genes MRP e pelo menos 6 deles foram suficientemente caracterizados para
indicar o transporte de compostos antineoplasicos e antivirais (GOTTESMAN et al.,
2002). Eles agem aumentando o efluxo das drogas de forma dependente de energia,
resultando na reducéo do acumulo intracelular das mesmas (LOE et al., 1996).

O papel fisiolégico da MRP pode variar de transporte de compostos excretorios e
eliminacdo de xenobidticos, para a mediacdo da resposta inflamatéria. O MRP1 é
amplamente expresso e tem uma funcéo fundamental dentro, por exemplo, das reacoes
de tecido leucotrieno dependentes - C4 (LTC4), como também no transporte pela
barreira hemato-cefalica (WIJNHOLDS et al., 1997).

As MRPs sdo expressas em tecidos importantes para absorcéo (por exemplo,
pulmao e intestino), metabolismo e eliminacéo (figado e rim) e devido a isso, acredita-
se que esta proteina transportadora exerca um papel importante na protecdo das
células contra os danos causados pelos xenobiéticos (LESLIE et al.,2005).

A MRP1 se localiza predominantemente na membrana plasmética basolateral
das células (EVERS et al., 1996; WRIGHT et al., 1998). Isto pode ser um fator de
protecdo importante, por exemplo, para as células germinativas nos tubulos testiculares,
ou para prevenir a entrada de toxicos no liquido cefalorraquidiano, por meio do plexo
cordide (BORST et al., 2000).



11

Os substratos transportados pela MRP1 compreendem uma grande variedade de

compostos, que incluem agentes quimioterapicos, tais como, vincristina, doxorubicina,

entre outros (HAIMEUR

et al., 2002) (Quadro 2).

Quadro 2. Substratos transportados pela MRP1 (adaptado de DEELEY & COLE, 2006).

Classe/Substratos

| Exemplos

Drogas/Xenobidticos

Antineoplésicos

Metotrexato, edatrexato, doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina,
idarrubicina, etoposideo, vincristina, vimblastina, paclitaxel,
irinotecan, flutamida, hidroxiflutamida

Antivirais Saquinavir, ritonavir
Antibioticos Difloxacina, grepafloxacina
Metalbides Arsenito de sodio, arsenato de sddio, antiamoniato de potéassio,

tartarato antimonio de potassio

Sondas fluorescentes

Caliceina, Fluo-3,

Toxicos

Aflatoxina B;, metoxiclor, fenitrotion, clorprofam

Drogas/ xenobiéticos conj

ugados

Conjugado glutatidnicos

2,4-Dinitrofenil-GSH, bimane-GSH, N-etilmaleimida-GSH,
doxorrubicina-GSH, tiotepa-GSH, ciclofosfamida-GSH, melfalan-
GSH, clorambucil-GSH, vincristina-GSH, acido etacrinico-GSH

Conjugados
glucuronideos

Etoposideo-Gluc, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol
(NNAL)-3B-0O-Gluc, 4-metilumbeliferil-B-D-Gluc, SN

Metabolitos de ocorréncia

natural

Conjugados Leucotrieno  C,,  prostagladina  A,-GSH,  15-deoxi-A™**
glutatibnicos prostaglandina J,-GSH, hidroxinonenal-GSH
Conjugados 17B-Estradiol-17-3-D-Gluc, glucuronosil bilirrubina, bisglucuronosil

glucuronideos

bilirrubina

Sulfatos conjugados

Estrona 3-sulfato, sulfato dihidroepiandrosterona

Folatos

Acido fdlico, L-leucovorin

Peptideos

Glutationa, glutationa oxidada

Outros

Bilirrubina

A resisténcia a farmacos esta associada a mecanismos celulares e a fatores que

afetam a biodisponibilidade e a eficacia de um farmaco e constitui um impedimento

importante para o controle de muitas enfermidades.
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se a LV desencadeia em caes o fenbmeno de resisténcia a mdultiplas

drogas.

3.2 Especificos

» Confirmar por meio da imuno-histoquimica a presenca do parasita em caes

sorologicamente positivos para LVC,;

» Avaliar a expressdo da glicoproteina-P e da MRP (proteina de resisténcia a
multiplas drogas) na pele, rins, glandula adrenal, figado e baco de cdes com

LVC, por meio da técnica de imuno-histoquimica
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IV. METODOLOGIA

4.1 Local e Caes

Amostras de pele, rins, glandulas adrenais, figado e baco foram obtidas de 24
cées positivos para LVC (Imunofluorescéncia indireta e ELISA) oriundos do Centro de
Controle de Zoonoses — CCZ das cidades de Caruaru (08°16' 58" S e 35°58' 33" O) e
Petrolina (09° 23' 55" S e 40° 30' 03" O), localizados, respectivamente, no Agreste e
Sertdo do Estado de PE (Figura 3).
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Figura 3. Mapa do Estado de Pernambuco, Brasil, ressaltando as cidades de Caruaru e
Petrolina (circulos vermelhos); locais onde foram coletadas amostras
biolégicas de 24 cdes com leishmaniose visceral canina, (Fonte:
http://www.technetl.org/).

Os caes, de um ou outro sexo, passaram por exame fisico e foram classificados
guanto aos sinais clinicos, em assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos,
seguindo critérios descritos por Assis et al. (2010). Os criterios clinicos considerados
sdo: alteragbes cutaneas, como pelame seco, prurido, alopecia, é&reas de
hiperqueratose e nodulos intradérmicos; apatia; linfadenomegalia;
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hepatoesplenomegalia;  onicogrifose; emaciacdo; anemia; oftalmopatias e

emagrecimento.

4.2 Processamento das amostras

Apoés o exame fisico, os cées foram sedados com 0,05mg/kg de acepromazina
(Acepran® 1% - Univet) por via intramuscular, para coleta da espécimes de pele na
face interna da orelha, com auxilio de “punch” com didmetro de 4mm. Em seguida
receberam a aplicacdo intravenosa rapida de Thionembutal a 30% (Tiopental sédico —
Abbot Laboratorios do Brasil) na dose de 100mg/kg, para produzir parada cardiaca,
seguindo o protocolo de rotina estabelecido pelos CCZs de Caruaru e Petrolina. Apos a
confirmagdo do 6bito, os animais foram entdo necropsiados e os materiais coletados.
As amostras de pele, rins, glandulas adrenais, figado e bago foram fixados em solugéo
de formol a 10% tamponado com fosfatos e processadas no Laboratorio de
Histopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria e no Laboratorio de Imuno-
histoquimica do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Universidade
Estadual Paulista (UNESP — Campus de Jaboticabal).

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA), sob numero 007763/10.

4.3 Analise Imuno-histoquimica da  Leishmania sp.

Existindo a possibilidade de resultados falsos positivos nos testes sorologicos
dos cées deste experimento, optou-se pela confirmagcdo da LVC por meio da imuno-
histoquimica.

A imunomarcacdo das formas amastigotas de Leishmania sp. foi realizada
seguindo metodologia padronizada por Tafuri et al. (2004), com poucas modificacdes,
descritas a seguir: Amostras de pele, figado e baco incluidas em parafina foram

cortadas (3 um de espessura) e montadas em laminas pré-tratadas com Poly-L-lisina
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(Cod. P4832 - Sigma Chemical Co., St Louis, MO EUA). Antes das reacdes, as laminas
contendo os cortes foram colocadas em estufa a 60°C por 30 minutos, seguindo-se 0s
processos de desparafinizacdo em xilol e hidratacdo em graduacfes decrescentes de
etanol. Apos lavagem em agua destilada foi realizado o bloqueio da peroxidase
enddgena por meio de imersdo das laminas em solucdo de peréxido de hidrogénio a
8% em metanol, por 30 minutos. Na recuperacdo antigénica utilizou-se tampao citrato
(pH 6,0), em banho-maria a 92°C, por 30 minutos. Apos o resfriamento das laminas por
30 minutos em temperatura ambiente, procedeu-se o0 bloqueio das reacoes
inespecificas (Background Sniper — Biocare Medical, Concord), por 30 minutos. As
laminas foram entdo incubadas com o anticorpo priméario durante 18 horas, a 4°C, em
camara umida. Como anticorpo primario foi utilizado o soro hiperimune de céao
naturalmente infectado para Leishmania chagasi, com confirmacéo testes sorolégicos e
por PCR.

Subsequentemente, as laminas foram incubadas com sistema de detecao de
polimeros (MACH 4 — Biocare Medical, Concord), durante 35 minutos. As reacdes foram
reveladas pelo substrato cromogénico 3,3 diaminobenzendina (Cod. SK4100 — DAB —
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e contracoradas com hematoxilina de Harris
por um minuto.

Entre as etapas foram realizadas trés lavagens das laminas em solucdo tampéo
salina com fosfato (PBS) pH 7,2, com durac&o de cinco minutos cada, com excecao da
etapa entre o bloqueio das ligacdes inespecificas e o anticorpo primario.

A desidratacdo dos cortes foi feita pela imersédo das laminas em gradiente
crescente de alcoois e xiléis, seguidas pela montagem com laminula em meio
permanente entellan (Merck, Alemanha).

Como controle positivo utilizou-se amostras de baco de cdo PCR positivo para
Leishmania chagasi. O controle negativo foi conseguido pela substituicdo do anticorpo
primério por imunoglobulina G de camundongo. Foram consideradas positivas as

amostras que apresentaram as amastigotas imunomarcadas pelo cromégeno DAB.
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4.4 Andlise Imuno-histoquimica da MRP e gp-P

Dois anticorpos primarios produzidos em camundongos contra antigenos
humanos das proteinas MRP1 e gp-P foram utilizados para se avaliar a expressao

dessas proteinas em amostras de pele, baco, figado, adrenais e rins (Quadro 3).

Quadro 3. Especificacdes dos anticorpos monoclonais empregados nas reacgfes de
imuno-histoquimica desse estudo.

Anticorpos Imunoglobulina Diluicéo Fonte
MRP1 IgG2a 1:25 Labvision (NCL-MRP1)
gp-P (C494) 19G2a 1:200 Signet (Cod. 8720-01)

O processamento das laminas, a desparafinizacdo e o bloqueio da atividade
endodgena da peroxidase seguiram o0 mesmo procedimento descrito no item 4.2. A
recuperacdo antigénica foi realizada pelo calor e a técnica utilizada variou de acordo
com o anticorpo primario empregado (Quadro 4). ApGs o resfriamento das laminas por
30 minutos a temperatura ambiente, procedeu-se o0 bloqueio das reacdes inespecificas
(Quadro 4). Em seguida, as laminas foram incubadas com o anticorpo primario durante
18 horas, a 4°C.

Quadro 4. Métodos e tampdes de recuperacao antigénica, bloqueio das ligacées néo
imunes empregados nas rea¢des de imuno-histoquimica dos tecidos de caes
com LVC, pelo método de polimeros.

Anticorpos Tampdes de Método Blog. das ligagbes
primarios Recuperacéo nao imunes
MRP1 Tris-EDTA Panela de pressdo  Sol. leite** em pd a 3%
pH=9,0 (5 minutos) (30 minutos)
gp-P (C494) Retrieval* Banho-Maria Sol. leite** em p6 a 3%
(30 minutos) (30 minutos)

*Retrieval — Dako North America, Carpinteria; **Leite em pé Molico™ (Nestlé Brasil LTDA)



17

Subsequentemente, as laminas foram incubadas com o anticorpo secundério
(Envision® - DAKO North América, Carpinteria) durante 60 minutos para a gp-P e
sistema de detecéo de polimeros (MACH 4 — Biocare Medical, Concord) para a MRP1
durante 30 minutos. As reacdes foram reveladas pelo substrato cromogénico, 3,3
diaminobenzendina (Céd. SK4100 — DAB — Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)
e contracoradas com hematoxilina de Harris por um minuto.

Entre as etapas foram realizadas trés lavagens das laminas em solucdo tampéao
salina com fosfato (PBS), pH 7,2, com duracao de cinco minutos cada, com excecao da
etapa entre o bloqueio das liga¢cdes ndo imunes e o0 anticorpo primario.

A desidratacdo dos cortes foi feita pela imersédo das laminas em gradiente
crescente de alcoois e xiléis, seguidas pela montagem em laminula em meio
permanente entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

As reacdes tiveram como controle positivo o colon canino e humano. Como
controle negativo, o anticorpo priméario foi substituido por imunoglobulina G de
camundongo (Dako North America, Carpinteria).

A frequiéncia da imunomarcacao foi obtida selecionando-se cinco campos por
corte. Em cada campo foram contadas 100 células do tecido, entre marcadas e néo
marcadas, com auxilio de um reticulo micrométrico (Nikon, Inc. — Japan) em aumento
de x400. Destes foram extraidas porcentagens de células marcadas em relacdo ao

total.

4.5 Anéalise estatistica

Empregou-se um teste ndo parameétrico de Kolmogorov-Smirnov para comparar a
frequencia da expressdo da glicoproteina-P e da MRP, e entre os dois, através da
analise de variancia de via Unica. Em seguida, foi realizado o teste de Tukey para
comparar as médias entre os anticorpos (SSPS-SigmaStat 3.0®, Systat Software inc,

San Jose, USA), considerando-se o nivel minimo de significancia p < 0,05
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V. RESULTADOS

5.1. Exame fisico

Dos 24 cdes empregados neste estudo dois eram assintométicos, 12
oligossintomaticos, ou seja, possuiam até trés sinais de LVC e 10 eram
polissintomaticos, com mais de trés sinais para LVC. Nao houve predilecao por raca,
sexo ou idade.

5.2 Imuno-histoquimica de Leishmania sp.

Todos os animais apresentaram imunomarcacao para Leishmania sp., variando
de intensa a moderada, de acordo com sua carga parasitaria infectante (Figura 4).

Figura 4. Fotomicrografias de pele (A) e baco (B) de cdes naturalmente
infectados por L.chagasi exibindo alta densidade de antigenos do
parasita (coloracdo castanha) em A e baixa densidade em B.
Método ABC, contracoloragcdo Hematoxilina de Harris. Obj 40X.
Jaboticabal, SP, 2010.
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5.3. Imuno-histoquimica da pg-P e MRP

Todas as amostras de figado, baco, rim e adrenal dos 24 cées positivos para
LVC, submetidos as reacfes imuno-histoquimicas, mostraram imunorreatividade aos
anticorpos monoclonais anti-glicoproteina-P, clone C494, e anti-MRP, clone MRP1.
Todas as amostras de pele foram também reativas ao clone MRP1, porém apenas 21
apresentaram marcacdo para C494. Também exibiram reatividade as amostras de
colon canino, sem alteracGes patoldgicas, que foram utilizados como controle positivo

das reacoes.

5.3.1 Imunomarcacéo da Glicoproteina-P

A localizagdo da imunomarcacdo da gp-P foi em membrana plasmatica nas
amostras de figado, com total delineamento do hepatdcito, e no cortex das adrenais;
citoplasmatica e granular na polpa branca e vermelha do baco, na epiderme e glandulas
sudoriparas e sebaceas e no epitélio tubular renal. A intensidade de coloragao variou de
moderada a forte (Figura 5).

A porcentagem de células marcadas no figado em relacdo ao total variou de 58%
a 86,39%, com média de 75,94%. Para o baco a variacao foi de 13,90% a 63,86%, com
média de 35,03%. Nas adrenais de 55,62% a 97,72%, com media de 79,23%; nos rins
de 18% a 96%, com média de 72,08%. Na pele, a média foi de 12,14%, variando de
tecidos sem marcacao até marcagfes em 35,87% das células.

Quando se compararam as porcentagens de células com imunomarcacdes pela
gp-P entre as amostras observou-se que as adrenais, figado e rins apresentaram
maiores marcacdes (p<0,001) se comparadas com as de baco e pele. O mesmo
ocorreu no bagco em relacao a pele (p<0,001). Nao houve diferenca entre as marcacoes

de figado, adrenais e rins (Figura 6).



Figura 5. Fotomicrografias de figado (A), baco (B), adrenal (C), rins (D) e pele
(E) de caes com leishmaniose visceral imunomarcadas pelo anticorpo
primario Glicoproteina P. Reacdo imuno-histoquimica, método ABC.
Contracoloragdo Hematoxilina de Harris. Obj. 40x. Jaboticabal, SP,
2010.
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Figura 6.llustracéo representativa das percentagens médias de células imunomarcadas
pelo anticorpo primario anti-glicoproteina-P (gp-P) em amostras de figado,
adrenais, rins, pele e baco de cades positivos para leishmaniose visceral
canina, mostrando a significancia entre elas. (p<0,001 - Teste Tukey).
Jaboticabal, SP, 2010.

5.3.2 Imunomarcacéo da Proteina de resisténcia a mu lItiplas drogas

Todos os tecidos apresentaram marcacao citoplasmatica, de aspecto granular,
com intensidade de coloracao variando de intensa a moderada. (Figura 7).

A porcentagem média de células imunomarcadas no figado foi de 74,56%
variando de 60,32% a 100%; no baco a média foi de 37,43% (20,44% a 56,61%); de
79,21% (58,10% - 94,74%) nas adrenais; nos rins essa média foi de 70,09% (18% -
98%) e, na pele, a variagao foi de 2,25% a 54,25%, com média de 28,67%.

A comparacdo entre a expressao das imunomarca¢des da MRP nas adrenais,
figado e rins ndo diferiram entre si, porém houve diferenca (p<0,001) entre baco e pele,

que por sua vez nao diferiram entre si (Figura 8).



Figura 7. Fotomicrografias de figado (A), baco (B), adrenal (C), rins (D) e pele
(E) de cédes com Leishmaniose visceral imunomarcadas citoplasmatica
de coloracdo castanha (seta) pelo anticorpo primario MRP. Reacao
imuno-histoquimica, método ABC. Contracoloracdo Hematoxilina de

Harris. Obj. 40x. Jaboticabal, SP, 2010.
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Figura 8. llustragcdo representativa das percentagens médias de células
imunomarcadas pelo anticorpo primario de Resisténcia a Multiplas Drogas
(MRP) em amostras de figado, adrenais, rins, pele e baco de cées positivos
para leishmaniose visceral canina, mostrando as significancias entre elas.
(*p<0,001 - Teste Tukey). Jaboticabal, SP, 2010.

5.2.3 Avaliacdo comparativa das imunomarcacfes da G  licoproteina P e MRP

Analisando em conjunto os resultados das imunomarcacgdes pode-se observar
que a gp-P e a MRP apresentaram expressdes significativamente menores (p<0,001)
no baco e pele, em comparacao com 0s outros tecidos, os quais nao diferiram entre si.
O que também foi verificado com as imunomarcag¢des encontradas nos bagos com os
dois anticorpos. Significativas (p<0,01) também foram as expressfes da pele entre os

anticorpos (Figura 09).
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Figura 09.llustracdo representativa das percentagens meédias de células
imunomarcadas pelos anticorpos primarios de Resisténcia a Multiplas
Drogas (MRP1) e glicoproteina-P em amostras de figado, adrenais, rins,
pele e baco de caes positivos para leishmaniose visceral canina, mostrando
as significancias entre elas. (p<0,01 - Teste Tukey). Jaboticabal, SP, 2010.
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VI. DISCUSSAO

O Ministério da Saude recomenda para inquérito epidemiolégico canino o teste
sorolégico imunoenzimatico (ELISA) e a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(BRASIL, 2006). Contudo, caes sadios que tiveram contato prévio com a Leishmania
chagasi também podem ter sorologia positiva, sem, contudo apresentarem a doenca
(NOLI, 1999).

Por existir a possibilidade de resultados falsos positivos nos testes sorolégicos de
caes, neste experimento optou-se pela confirmacdo da LVC por meio da imuno-
histoquimica, utilizando como anticorpo primario soro hiperimune de cdo positivo para L.
chagasi, como sugerido por Tafuri e colaboradores (2004). Os resultados das reacdes
de imuno-histoquimica comprovaram tratar-se de 24 cées positivos para LVC, que
exibiram formas amastigotas nos trés 6rgéos analisados (figado, baco e pele).

Resultados semelhantes foram descritos por Alves (2008), que também
encontrou positividade em figado, baco e pele de orelha de cées assintomaticos e com
sintomatologia clinica de LVC. A presenca de amastigotas nas amostras dos cées
assintomaticos, principalmente nos fragmentos de pele de orelha é um achado
importante devido a participacdo do cdo na epidemiologia da doenca, sendo fonte de
infeccdo para o vetor (ABRANCHES et al., 1991; SOLANO-GALLEGO et al., 2001;
LIMA et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2004).

Os tecidos submetidos a imuno-histoquimica foram propositalmente selecionados
devido as suas diferentes origens embrionarias. A pele e a adrenal se originaram de
dois folhetos, ectoderme e mesoderme; o rim e o baco, a partir da mesoderme,
enguanto que o figado surgiu a partir da endoderme (MCGEADY et al.,2006)

Os anticorpos anti-gp-P, clone C494 e anti-MRP1, apesar de ndo serem espécie-
especificos, neste experimento demonstrou-se que podem ser utilizados, com sucesso
em tecidos caninos, corroborando com os dados de Ginn (1996) e Gerardi (2005), que
também obtiveram reatividade cruzada da gp-P com tecidos caninos e de Gerardi
(2008) com a MRP-1.
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O padréo de marcacgédo exibido pela gp-P nos espécimes de pele, rins, figado,
adrenais e baco foi parcialmente congruente ao descrito por Ginn (1996). Este autor
encontrou padrdo de marcacdo semelhante ao descrito em espécimes humanos de
figado, glandula adrenal, cdélon, rim, estdbmago, pancreas e ductos das glandulas
salivares e marcagdo ndo uniforme na epiderme, porém o autor ndo obteve marcacao
em baco, discordando dos nossos resultados.

No figado, com a gp-P, Ginn (1996) obteve marcacdo de membrana exibindo
total delineamento do hepatdcito; No cortex da adrenal a marcacdo também foi de
membrana plasmatica. Houve marcacdo citoplasmatica no epitélio tubular renal e
marcacao do citoplasma do epitélio, assim como de algumas glandulas sebaceas. Estes
resultados se assemelham aos encontrados em nosso experimento, exceto os do baco,
que o autor ndo obteve imunomarcacdo. Diferencas de procedimentos laboratoriais
podem justificar essa auséncia de marcagdo. Uma possibilidade poderia recair no tipo
e tempo de fixacdo e armazenamento das amostras, jA que esses dados ndo foram
detalhados no artigo. A recuperacdo antigénica também € um fator importante.
Enquanto Ginn (1996) utilizou sistema de recuperacdo enzimatica, em nossa pesquisa
utilizamos o calor como forma de recuperacédo antigénica. Estas pequenas diferencas
parecem que foram cruciais em se conseguir as imunomarcagcdes nas amostras de
baco deste estudo em comparacao aos resultados descritos por Ginn (1996).

Em tecidos humanos o nivel de expressao da gp-P pode variar de muito baixo a
indetectavel nas células epidérmicas, a niveis altos no cértex da adrenal e epitélio
tubular renal (GOTTESMAN & PASTAN, 1993). Essa variacdo de marcacéo entre 0s
tecidos condizem com os resultados obtidos em nosso experimento, no qual a pele
apresentou um menor numero de células imunomarcadas e a adrenal, rim e figado
maior numero.

A MRP1 foi encontrada em todos os 6rgaos testados, semelhante ao que ocorre
em tecidos humanos onde é onipresente (BORST et al.,, 1999). Nos caninos sua
expressdo ja foi assinalada em figado, rim, intestino, pulméo, cérebro e testiculo
(CONRAD et al., 2001).
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O figado, adrenal e rim apresentaram marcacgfes citoplasméticas e foram os
tecidos com maiores imunomarcacdes com a MRP1, seguidos da pele e bago, os quais
apresentaram menores imunomarcacoes. Esses resultados discordam parcialmente dos
achados de Borst e colaboradores (1999) e de Deeley e colaboradores (2006). Nos
trabalhos desses pesquisadores a MRP1 foi pobremente detectada no figado humano
sem alteracfes, todavia nos hepatécitos em proliferacdo e nas linhagens celulares
neoplasicas hepaticas, a expressao foi consideravelmente alta. No entanto, em outra
pesquisa com tecidos caninos, o figado apresentou resultados semelhantes aos
nossos, embora tanto o figado humano como o canino tenham sido imunomarcados
pela MRP1, sua funcéo neste 6rgdo ainda nao foi totalmente elucidada (CONRAD et al.,
2001).

Existem diferencas de expressdo da MRP canina e humana, embora a MRP1
canina apresente 92% de similaridade com a MRP1 humana (MA et al.,, 2002).
Possivelmente, o anticorpo utilizado para detectar MRP1 por ndo ser especifico para
tecidos caninos pode detectar outros membros da familia MRP, como por exemplo,
MRP3, que € encontrada em altos niveis no figado canino. No entanto, o nivel de
expressdo do RNAm para MRP1 canina hepatica € bastante alto, o que pode justificar a
expressao relativamente alta da MRP1 (CONRAD et al., 2001).

Um resultado inédito na literatura e observado neste trabalho mostra que o baco
e a pele apresentaram menor imunomarcacao da gp-P e da MRP1 em comparagcao aos
outros tecidos. Mesmo a MRP1 sendo mais expressa do que a gp-P na pele, quando se
comparam as marcagdes nos rins, adrenais e figado com ambos, a pele e o bago foram
os tecidos que menos expressam o0s dois anticorpos. Embora até o momento néo
existam trabalhos que correlacionem a expressao dessas proteinas em tecidos caninos,
muito menos em caes com LV, esses resultados podem explicar, ao menos em parte, a
reducdo da parasitemia cutanea de cées durante o tratamento. Como a pele apresenta
baixa expressao desses marcadores de resisténcia a multiplas drogas, é possivel que
os farmacos administrados corretamente exercam atividade parasiticida eficiénte na
pele e com isso o cdo, durante o tratamento, apresente-se negativo aos testes de

parasitemia cutanea, ja que alguns farmacos podem proporcionar até 93% de cura
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clinica, como no caso da anfotericina B (RIBEIRO & MICHALICK, 2001). Todavia, a
interrupgcdo ou falha na administragcdo do farmaco proporciona a reincidéncia da
parasitemia cutanea. Isto sugere que o parasita fique albergado em outros orgaos,
possivelmente nos que expressem elevados niveis desses marcadores de resisténcia a
multiplas drogas, nos quais os farmacos ndo consigam exercer sua atividade.

Na LVC, as formas amastigotas podem ser encontradas no figado, bago, medula
0ssea, linfonodos, rins, supra-renais, intestinos, pulmdes e na pele. Ocasionamente sao
vistos em células do sangue, no interior de leucocitos, sobretudo de mondcitos (REY,
2002). Segundo Ferrer (1988) e Reis (2006) existe uma correlagdo positiva entre a
carga parasitaria do baco e pele com o estado clinico da doenca, sugerindo que estes
parametros possam ser importantes no acompanhamento da terapia.

Alguns autores avaliaram a densidade parasitaria em diferentes tecidos de cées
com LVC, visando identificar os principais sitios de localizacdo e proliferacdo do
parasita. Alves (2008) por meio da imuno-histoquimica, observou que os 6rgdos mais
intensamente parasitados foram o baco e a pele. Neste mesmo trabalho, o figado foi o
orgao que apresentou menor parasitismo. Nos rins e glandulas adrenais, 0 parasita
também n&o foi facilmente encontrado (FERRER et al., 1988; TAFURI et al., 2001;
TAFURI et al., 2004). Por sua vez Reis et al. (2006) também verificaram que o baco e a
pele de orelha sdo mais intensamente parasitados do que os demais 6rgaos avaliados,
independente da sintomatologia clinica.

Analisando esses dados em conjunto pode-se observar que existe uma relacao
inversa entre a expressao da MRP e pg-P e a carga parasitaria nos tecidos caninos.

Mesmo com a cura clinica, até o0 momento ndo existe a cura parasitolégica no
cao (SOUZA, 2005; RIBEIRO & MICHALICK, 2001; IKEDA, 2004) e apesar da baixa
densidade parasitaria no figado, adrenal e rim, foi verificado neste trabalho que estes
sdo o0s 0Orgdos que mais expressam a gp-P e MRP, duas proteinas que causam
resisténcia a multiplas drogas, por meio do efluxo de farmacos em diferentes tipos
celulares (LESLIE et al., 2005). Podemos sugerir que nestes 0Orgaos, os farmacos
leishmanicidas ndo consigam desempenhar seu papel, favorecendo a permanéncia do

parasita no interior da célula, e consequentemente néo erradicacdo da doenca no céo.
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VIl. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo, nas condicdes em que foi desenvolvido permitiram
concluir que:

Figado, baco, glandulas adrenais, rim e pele de cdes com LVC expressam 0s
marcadores de resisténcia a multiplas drogas, glicoproteina-P e MRP1.

Pele de orelha e baco de cades com LV apresentaram menor numero de células
imunomarcadas pela glicoproteina-P e MRP1 em comparagéo ao figado, rim e glandula
adrenal.

Aparentemente existe uma relacao inversa entre a expressao da MRP e pg-P e a

carga parasitaria nos tecidos caninos.
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