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SACCO, S. R. Acao da luz ultravioleta e da riboflavina na inativacao da
Leishmania infantum chagasi em sangue canino conservado em bolsas
para transfusdo. Botucatu, 2013. 134p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

E de extrema importancia para a medicina transfusional que haja seguranca no
procedimento de transferéncia de hemocomponentes, minimizando a
ocorréncia da transmissédo de patdgenos. O presente trabalho visa caracterizar
as possiveis alteracdes hematolégicas e bioquimicas, ocorridas durante o
periodo de 21 dias de armazenamento das amostras de sangue canino
colhidas em bolsas plasticas para transfusdo, investigando ainda a eficiéncia
do tratamento destas bolsas com luz ultravioleta e riboflavina na inativacéo de
Leishmania infantum chagasi. Para isto, realizou-se hemograma, teste de
fragilidade osmatica, determinacéo da concentracéo sérica de sédio e potassio,
testes sorologicos e moleculares, comparando-se um grupo de bolsas de
sangue colhidas de cédes parasitados com L. infantum chagasi, com um grupo
de bolsas de sangue obtidas de cées higidos. ApGs as andlises laboratoriais in
vitro, 0 sangue canino parasitado foi submetido ao tratamento com riboflavina e
luz UV por 30 e 45 minutos e inoculado em hamsters. O sangue de cdes com
leishmaniose armazenado em bolsas para transfusdo demonstrou: anemia,
hiperproteinemia, trombocitopenia, hipercalemia, diminuicdo do pH, 100% das
RIFIs positivas (titulo 1:640) e PCR convencional positiva em 20% dos animais,
demonstrando a importancia do hemograma, exames bioquimicos e dos testes
laboratoriais de diagnostico da leishmaniose na selecdo dos doadores. O
sangue parasitado ndo perdeu a capacidade de produzir a infeccdo apos o
periodo de armazenamento. Os hamsters inoculados com sangue tratado com
riboflavina e luz UV por 30 e 45 minutos apresentaram PCR positiva, apesar de
nao apresentarem sinais e sintomas clinicos da enfermidade. Na qPCR pode-
se identificar que a associacao da riboflavina com a luz UV reduziu o niumero
de leishmanias, diminuindo a carga parasitaria, porém néo eliminou
completamente os parasitas.

Palavras-chave: céo, leishmaniose, luz UV, vitamina B,, sangue total.
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SACCQO, S. R. Action of ultraviolet light and riboflavin in the inactivation of
Leishmania infantum chagasi in canine blood stored in bags for
transfusion. Botucatu, 2013. 134p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Providing safety during the transfusion of blood products is of major importance
in transfusion medicine; this requires a proper blood to minimize the occurrence
of pathogen transmission. The present work aims to characterize the possible
hematological and biochemical changes that occurr during the 21 days of
storage of canine blood samples collected in plastic bags for transfusion and to
investigate the treatment efficiency of these bags with ultraviolet light and
riboflavin in inactivating Leishmania infantum chagasi. Total blood count,
osmotic fragility test, determination of serum sodium and potassium, serological
and molecular tests were performed comparing a group of bags of blood taken
from dogs infected with L. infantum chagasi, with a group of bags of blood
obtained from healthy dogs. After this, the parasitized canine blood was
subjected to the treatment with riboflavin and UV light for 30 to 45 minutes and
inoculated in hamsters. The blood of dogs with leishmaniasis stored in bags for
transfusion showed anemia, hyperproteinemia, thrombocytopenia,
hyperkalemia, decreased pH, 100 % of RIFIs positive (1:640 title) and
conventional PCR positive in 20% of animals, demonstrating the importance of
blood count, biochemical tests and laboratory tests for the diagnosis of
leishmaniasis in blood donor selection. The parasitized blood has not lost the
ability to produce infection after the storage period. Hamsters inoculated with
blood treated with riboflavin and UV light for 30 and 45 minutes were PCR
positive, although not presenting clinical signs and symptoms of the disease.
The gPCR can identify that the combination of riboflavin with UV light reduced
the number of Leishmania, reducing the parasitic load, but did not completely
eliminate parasites

Keywords: dog, leishmaniasis, UV light, vitamin B, whole blood.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ocorre em 66 paises localizados em
regides tropicais e subtropicais (DESJEUX, 2004; SOLANO-GALLEGO et al.,
2011), sendo que 90% dos casos sdo provenientes de cinco paises:
Bangladesh, india, Nepal, Suddo e Brasil (ALVAR et al., 2012). Na América
Latina, a doenca foi descrita em pelo menos 12 paises, distribuidos desde o
México até o norte da Argentina, sendo 95% dos casos de ocorréncia no Brasil
(BRASIL, 2003; LAINSON e RANGEL, 2005; ALVAR et al., 2012).

Segundo dados do Ministério da Saude, no ano de 2011, dos 27 estados
brasileiros, 25 ja notificaram casos autoctones da enfermidade, principalmente
nas regides norte, sudeste e nordeste (BRASIL, 2012).

A leishmaniose visceral no Estado de S&o Paulo, até 1998, era
conhecida pela deteccdo de casos importados, oriundos de outras regides
endémicas do pais. A partir daquele ano registrou-se pela primeira vez um
caso autoctone de leishmaniose visceral canina (LVC) em Aracatuba, regido
noroeste do Estado, com posterior registro do primeiro caso humano no ano de
1999 (GALIMBERTTI et al., 1999; FEITOSA et al., 2000).

Até recentemente a leishmaniose visceral era considerada uma doenca
de zonas rurais e de ambientes silvestres, mas atualmente esta presente em
zonas suburbanas e urbanas (BRASIL, 2006; BRASIL, 2012).

As leishmanias sdo parasitos intracelulares obrigatérios que se
reproduzem dentro do sistema fagocitico mononuclear dos mamiferos
suscetiveis (BADARO e DUARTE, 1996). No Brasil o principal vetor da LV é a
Lutzomyia longipalpis (BAUZER et al., 2007). Apesar de a transmisséo vetorial
por flebotomineos ser a mais importante na epidemiologia da leishmaniose,
tem-se relatado outras vias de infeccdo. Carrapatos e pulgas tém sido
estudados, experimentalmente, como possiveis transmissores da leishmaniose
visceral canina (COUTINHO et al., 2005; COUTINHO e LINARDI, 2007). Shaw
(2007) e Solano-Gallego et al. (2011) também relatam a transmissdo de
leishmaniose visceral através de transfusdo sanguinea e transplante de 6rgéaos.

Mathur e Samantaray (2004) demostraram a sobrevivéncia da
Leishmania no sangue e seus derivados quando em condicbes de

armazenamento em bancos de sangue humanos. Além disto, anticorpos anti-



Leishmania foram encontrados em 11 dos 1449 doadores de sangue do distrito
de Agrigento, na Sicilia, Italia (0,75% dos casos) (SCARLATA et al., 2008) e
em 44 de 1437 doadores (3,1%) de Baleares, na Espanha (RIERA et al., 2008).
No entanto, a sorologia para Leishmaniose visceral ndo é realizada
rotineiramente entre os doadores de sangue.

A seguranca e a eficacia da transfusdo requerem que o0 sangue seja
obtido de um doador de baixo risco, e que este seja adequadamente
manuseado e armazenado, de forma a preservar sua funcédo, com a finalidade
de se administrar 0s componentes sanguineos com menor risco de
transmissao de doencgas e de reacOes adversas (KRISTENSEN e FELDMAN,
2005; KESSLER et al., 2010).

Ao contrario da medicina humana, que tem como foco a prevencéo de
transmissao de agentes virais, a maior preocupacdo com os doadores caninos
sdo o0s protozoarios, devido ao longo periodo de incubacdo, persisténcia
subclinica em animais infectados e a probabilidade de permanecerem viaveis
na bolsa de sangue. A transmissdo de babesiose e leishmaniose visceral
durante transfusdo sanguinea em caes foi documentada por Owens et al.
(2001), Stageman et al. (2003) e por Freitas et al. (2005).

Existem maneiras de se evitar a transmissédo de agentes patogénicos,
ou de se inativar os patdgenos envolvidos nas infeccBes transmitidas por
transfusdo sanguinea. Uma das técnicas promissoras para o estabelecimento
da inativacdo dos agentes patogénicos € a utilizacdo da riboflavina associada a
luz ultravioleta (UV).

Desta forma, o presente trabalho investigou a eficacia do tratamento
com riboflavina associada a luz ultravioleta na inativagdo da Leishmania
infantum chagasi em sangue canino conservado para transfuséo, evitando que
este agente patogénico possa ser transmitido em procedimentos de terapia

pelo sangue.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a eficacia do tratamento com riboflavina associada a luz
ultravioleta na inativacdo da Leishmania infantum chagasi em sangue canino
conservado, evitando que este agente patogénico possa ser transmitido em

procedimentos de transfuséo.

2.2 Especificos

Determinar as possiveis alteracbes nos exames hematologicos e
bioquimicos, e dos resultados dos testes laboratoriais de diagnostico da
leishmaniose no sangue canino, obtido de animais higidos e de cées
parasitados com Leishmania infantum chagasi, quando conservado em bolsas

plasticas contendo CPDA-1, durante 21 dias.

Verificar se 0 sangue parasitado tratado com riboflavina e luz ultravioleta

é capaz de causar a doenga em animais suscetiveis (hamster).

Avaliar a eficidcia do tratamento com riboflavina e luz ultravioleta na
inativacdo, reducdo ou completa eliminagcdo dos parasitas intracelulares

Leishmania infantum chagasi.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia, patogenia, sinais clinicos e diagnéstico da leishmaniose

visceral

As espécies causadoras de leishmaniose visceral pertencem ao
subgénero Leishmania, complexo Leishmania donovani. Neste complexo
incluem-se as espécies Leishmania donovani, causadora do calazar na india,
Paquistdo, Bangladesh e em paises da Africa Oriental; Leishmania infantum
responsavel pelo calazar no Mediterraneo, Africa Central e Ocidental, Oriente
Médio e China. Nas Américas, a leishmaniose visceral € causada por
Leishmania infantum chagasi (REY, 2001; PRATA e SILVA, 2005).

Alguns autores por meio de pesquisas imunoldgicas e genéticas tém
demonstrado ndo haver diferencas significativas entre L. infantum e L. chagasi
aliando a isso a introducdo do calazar nas Américas por cdes ou pacientes
vindos da Bacia do Mediterraneo e adaptacédo a um ecossistema onde o céo, o
homem e flebotomineos do género Lutzomyia mantém o ciclo parasitario
(MAURICIO et al.,, 2000; REY, 2001). Shaw (2007) também evidencia
semelhancas entre as espécies por meio de estudos moleculares, permitindo a
denominagéo L. infantum chagasi.

As leishmanias séo protozoarios pleomdérficos com formas promastigotas
e paramastigotas que se desenvolvem no trato alimentar de um inseto
hospedeiro, e formas amastigotas que vivem e se multiplicam no interior de
células do sistema mononuclear fagocitario de um hospedeiro vertebrado
(RIBEIRO, 1997; SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; SLAPPENDEL e FERRER,
1998).

No ambiente doméstico o cao é considerado o principal reservatorio
epidemiologico, o que gera dificuldades no controle da doenga (MARZOCHI et
al., 1985; SANTA ROSA e OLIVEIRA, 1997; FEITOSA et al., 2000).

Segundo Pinelli et al. (1994), os cées infectados apresentam imunidade
celular diminuida e desenvolvem potente resposta humoral, que nédo € eficaz
para eliminacdo do protozoario. Com a progressao da doenca, ha uma reducéo
nas células CD4+ e CD8+, mas isso ndo ocorre de maneira proporcional, o

desbalanco dessas populacbes e de citocinas exacerba a resposta imune



humoral, aumentando a disseminacéo parasitaria em orgéaos linféides (PINELLI
et al., 1994; REIS et al., 2006).

As células CD4+ sdo mais importantes nas duas primeiras semanas
apos a infeccdo, quando a multiplicacdo parasitaria ainda estad ocorrendo,
principalmente na formacéo de granulomas hepaticos, porém posteriormente,
essa populacdo de células se reduz e é substituida por células CD8+, no
momento em que o progresso da infeccdo € controlado (GOTO e LINDOSO,
2004).

Estudos com modelos murinos tém mostrado que a resposta mediada
por células Thl é responsavel pela resolugdo da infec¢do e que a proliferacédo
de células Th2 exacerba a infeccao, caracterizando uma infeccdo com resposta
polarizada (ROGERS et al.,, 2002). A leishmaniose canina, assim, exibe
polarizacdo, visto que cdes com infeccdo crbnica, tanto natural quanto
experimental, podem apresentar sintomatologia especifica, com doenca
progressiva e fatal (susceptiveis) ou serem assintoméaticos, apresentando
resisténcia a infeccdo (PINELLI et al., 1994).

Os macrofagos ativados em funcdo da interacdo com o parasito ou
atraveés das citocinas secretadas pelas células efetoras Thl passam a produzir
oxido nitrico (NO) o qual é requerido para uma efetiva destruicdo de um
elevado numero de patégenos (SHIN et al., 2000).

Desta forma, a resposta imune direcionada por Thl, mediada por
Interferon-y e TNF-a, predominante nos cées assintomaticos tem sido
relacionada a resisténcia a doenc¢a, enquanto que a resposta imune mediada
por Th2, com producédo de IL-4 e IL-10, é relatada nos casos sintomaticos
(FREITAS e PINHEIRO, 2010).

As manifestacdes clinicas da leishmaniose séo similares em cées e nos
humanos, exceto pelas alteracdes dermatoldgicas, frequentes em cédes e nao
verificada em humanos, e incluem febre por longos periodos, anemia, perda de
peso progressiva e caquexia nos estagios finais da doenca. Nos o6rgdos
linféides, a proliferagdo de linfocitos B, plasmacitos, histiocitos e macrofagos
podem resultar em linfoadenomegalia e hepatoesplenomegalia generalizadas
(IKEDA-GARCIA et al., 2003), As lesbes dermatoldgicas sao muito frequentes

nos animais com leishmaniose visceral e podem ocorrer na auséncia de outros



sinais clinicos (FEITOSA et al., 2000; IKEDA-GARCIA et al., 2003; IKEDA-
GARCIA, 2004).

Por ser uma doenca de notificagdo compulséria, o diagnéstico da
leishmaniose visceral deve ser realizado da forma mais precisa possivel, e para
iSso € importante que se conheca o método utilizado, suas limitacdes e sua
interpretagdo clinica (FERRER, 1999; BRASIL, 2003). Existem basicamente
trés categorias de provas utilizadas para o diagndstico da leishmaniose
visceral: os métodos parasitolégicos, os métodos sorolégicos e os métodos
moleculares (FERRER, 1999).

A forma mais segura de diagnéstico de leishmaniose visceral é a
observacdo direta de formas amastigotas do parasita em esfregacos de
linfonodos, medula 6ssea, aspirado esplénico, bidpsia hepética e esfregacos
sanguineos (KONTOS e KOUTINAS, 1993; FERRER, 1999; IKEDA-GARCIA e
FEITOSA, 2007). A especificidade deste método é virtualmente 100%, mas
dependendo do tempo despendido procurando o parasita a sensibilidade passa
a ser de no maximo 80% em cdes sintomaticos e menor em caes
assintomaticos (SLAPPENDEL e FERRER, 1998).

A deteccédo de anticorpos anti-Leishmania circulantes utilizando técnicas
sorodiagn@sticas constitui um instrumento essencial no diagnostico da
leishmaniose visceral canina (FERRER, 1999; CIARAMELLA e CORONA,
2003). Em cédes a soroconversao ocorre, em meédia, cinco meses apos a
infeccéo, podendo ocorrer entre um e 22 meses (PALTRINIERI et al., 2010). E
de acordo com Ferrer (2002) os titulos permanecem elevados por, pelo menos,
dois anos.

Os titulos de anticorpos anti-Leishmania obtidos por meio de exames
sorolégicos nem sempre estdo associados com a severidade dos sintomas e
devem ser interpretados com cautela. Titulos baixos geralmente sédo
observados em cées infectados assintomaticos e em cdes provenientes de
areas endémicas e expostos ao parasita (PALTRINIERI et al., 2010).

Animais doentes desenvolvem principalmente uma resposta imune
humoral e produzem altos titulos de IgG anti-Leishmania (FERRER, 1999;
FERRER, 2002). Até meados de novembro de 2011, as técnicas sorologicas
recomendadas pelo Ministério da Saude para o inquérito canino eram a

imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ELISA, contudo, esses métodos estdo
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sendo substituidos gradualmente pela utilizacdo de um teste rapido de
imunocromatografia (DPP® - Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil)
como técnica de triagem e pelo ELISA como teste confirmatdrio da doenca
(BRASIL, 2011).

Os testes comerciais de imunocromatografia utilizam como antigeno o
rkK39 e tém sido Uteis no diagnostico de LV tanto em seres humanos quanto em
cédes, suas vantagens sdo simplicidade de uso, rapidez e praticidade, além da
auséncia de reacao cruzada entre Trypanossoma cruzi e L. infantum chagasi
(ZANETTE, 2006; SILVA et al., 2012).

Segundo Assis et al. (2008), a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se amostras de sangue pode ser de grande valia
no diagndstico da leishmaniose, confirmando casos positivos e inconclusivos
pelo método soroldgico da reacdo de imunofluorescéncia indireta. A escolha do
tecido onde serd realizada a pesquisa do DNA do parasita influencia a
sensibilidade da reacdo. Nas amostras de sangue a sensibilidade é menor
(NUNES et al., 2007), principalmente quando comparada com a reacao
proveniente de outros tecidos, como linfonodos, pele e medula 6ssea (MIRO et
al., 2008, PALTRINIERI et al., 2010).

Segundo Mortarino et al. (2004) a técnica de PCR em tempo real
(gPCR) é um método avancado que pode detectar niveis extremamente baixos
de parasitas, baseando-se na deteccdo e quantificacdo em tempo real da
fluorescéncia emitida proporcionalmente a sintese do produto de PCR, sendo
um método mais sensivel do que a PCR convencional, com menor risco de
contaminacgdo, uma vez que o sistema é fechado.

De acordo com Paltrinieri et al. (2010) a técnica de PCR realizada no
sangue periférico € mais eficaz para detectar estagios iniciais da infeccao,
enquanto a sorologia € melhor para os estagios mais avancados. No entanto a
sensibilidade da PCR se eleva quando a pesquisa é realizada em 6rgaos
linfoides como baco e figado.

Ramos et al. (2012) compararam as técnicas de PCR convencional e
tempo real utilizando amostras de medula 6ssea (MO), linfonodos e baco de
cdes naturalmente infectados por L. infantum chagasi, sintométicos e

assintomaticos, observando que a qPCR amplificou o DNA das leishmanias de
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100% das amostras dos animais sem sintomas, enquanto a PCR convencional
detectou o parasita em apenas 20% destes animais.

Francino et al. (2006) relataram que a PCR convencional da MO so6
detectava cdes com carga parasitaria maior ou igual a 30 parasitas/mL,
enquanto a qPCR da mesma amostra detectava caes infectados com menos
de 1 parasita/mL.

Desta forma, a sorologia determina somente que o animal teve contato
com o agente infeccioso, mas ndo é capaz de distinguir entre o parasitismo
atual ou pregresso, enquanto a determinacéo da carga parasitaria auxilia nesta
diferenciacéo (MIRO et al., 2008).

A inoculacdo em animais de laboratorio, mais comumente hamsters, tem
sido utilizada em estudos experimentais (IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 2007;
GOMES et al.,, 2006). O desenvolvimento da leishmaniose nos animais
inoculados foi acompanhado através do aumento de anticorpos séricos anti-
Leishmania, esplenomegalia e da carga parasitaria. Além disso, os hamsters
inoculados com sangue de cdes com leishmaniose desenvolveram sinais
tipicos da doenca como caquexia, ascite e morte (PALATNIK-DE-SOUSA et al.,
1996; DE SOUZA et al., 2001).

O modelo mais adequado para a infeccdo experimental na LV, de
acordo com alguns estudos, € o hamster Mesocricetus auratus, pois esse
animal mimetiza a patogenia e a clinica da doenca humana e canina,
manifestando a hepatoesplenomegalia e supresséo da resposta das células T
(GOTO, LINDOSO, 2004).

3.2 Transmissdao de patdégenos através da transfusdo sanguinea

Antes da realizacdo de uma doacdo de sangue o histérico do doador
deve ser averiguado, o animal deve ser submetido a um exame fisico e a testes
de controle laboratoriais. O animal ndo deve estar sob qualquer tratamento,
ndo deve ter historico de doenca grave ou contato com carrapatos ou outros
hospedeiros ou vetores de doencas, além disto, ndo deve ter sido submetido a
transfusdo sanguinea anterior e, no caso de fémeas, ndo devem estar prenhes
(KRISTENSEN e FELDMAN, 2005).
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A transmissdo de enfermidades infecciosas através da transfuséo
sanguinea é bem documentada em Medicina Veterinaria. A triagem dos
doadores para as principais doencas que podem ser veiculadas pelo sangue é
de extrema importancia para nao piorar a condicao clinica do receptor. Existe
um risco muito elevado de transmissao de agentes infecciosos, devido ao longo
periodo de incubagdo e persisténcia da enfermidade sem sinais clinicos
evidentes em animais infectados, existindo assim a probabilidade destes
agentes permanecerem viaveis no sangue estocado (HARRELL e
KRISTENSEN, 1995; OWENS et al., 2001; REINE, 2004; FREITAS et al.,
2005).

3.3 Tecnologia de reducao/inativacédo de patégenos

Os patégenos envolvidos nas infecgbes transmitidas por transfuséo
sanguinea sao muitos heterogéneos, portanto o ideal € uma abordagem nao
especifica de inativacdo de uma ampla variedade de organismos. A
esterilizacdo € um processo que destréi ou remove microrganismos
patogénicos (ou ndo patogénicos) de um objeto ou solucdo, porém um item
esterilizado ndo pode suportar a vida. Apesar das plaquetas e hemacias de
mamiferos ndo possuirem um nucleo e, desta forma, ndo serem capazes de se
reproduzir, possuem metabolismo respiratério ativo, sendo assim células vivas.
Portanto, os procedimentos de esterilizagdo comuns ndo sao adequados para
0s produtos do sangue (BRYANT e KLEIN, 2007).

Os procedimentos de inativacdo de agentes patogénicos tém uma ampla
atividade antimicrobiana, preservando todos os componentes do sangue e
representando uma abordagem proativa para a seguranca do sangue. O
desafio de inativacdo de patégenos € reduzir a0 maximo o maior nimero de
potenciais agentes patogénicos do sangue, sem comprometer
significativamente os constituintes celulares ou proteinas ou introduzir alguma
toxicidade nova, carcinogenicidade, ou teratogenicidade (BRYANT e KLEIN,
2007).

As mais promissoras abordagens para a tentativa de inativacdo, até o
momento, sdo métodos que tém por alvo o impedimento da replicagdo do

patbgeno no genoma de virus, bactérias e protozoarios (tratamento com
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riboflavina e luz ultravioleta, azul de metileno e Psoralen). Os estudos in vitro
foram realizados para garantir a sua seguranca em termos de toxicidade para

as células e/ou para os pacientes (WENDEL, 2002).

3.3.1 Riboflavina associada a luz UV

O tratamento de bolsas de sangue para transfusdo através da
associacao riboflavina (RB) e luz UV tem se mostrado muito eficaz em estudos
in vitro (GOODRICH, 2000; CORBIN, 2002). O conhecimento do perfil
toxicologico da riboflavina e de seus derivados, sua grande utilizacéo na dieta,
assim como o uso de um foto sintetizador eficaz na inativacdo de patégenos,
torna este procedimento promissor para ser utilizado no sangue e seus
derivados (REDDY et al., 2008; REIKVAM et al., 2010).

Sua acdo como agente inativador em componentes labeis tem sido
extensamente estudada, com reducdes de 4 a 6 log nos titulos de virus (intra e
extra celulares) e bactérias, sem efeitos consideraveis sobre as plaguetas ou
fatores de coagulacdo (WENDEL, 2002).

3.3.1.1 Mecanismo de acao

A riboflavina (vitamina B;) participa em varias reacfes de Oxido-reducéo
celular, além de possuir importante papel na estrutura de varias enzimas. Por
ser altamente sollvel, penetra rapidamente na célula. Desde a década de 60 ja
se conhecia a sua acao inativadora na presenca de luz visivel ou UV. Possui
capacidade de agir como um fotossensibilizador causando danos seletivos aos
acidos nucleicos, apos exposicdo a luz UV, sem se ligarem as células e
proteinas (MARSCHNER e GOODRICH, 2011). A RB se associa aos acidos
nucleicos e intercede um processo de transferéncia de eletréns oxigénio-
independente que leva a modificagdo dos &cidos nucleicos, principalmente
sobre os residuos de guanina, bem como a conversdo da riboflavina ao seu
fotoproduto lumichromo (SPEEK e ROSENKRANZ, 1979).

A utilizacdo de luz UV, sem a adicdo de riboflavina, causa dano
reversivel ao &acido nucleico. Porém, os danos induzidos pela RB sao

irreversiveis, pois 0s processos de replicagdo e reparacdo sdo prejudicados
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devido a modificacdo da base guanina (KUMAR et al., 2004). O numero de
lesGes ocorrem com uma frequéncia de aproximadamente uma em cada 350
pares de base (bp) (GOODRICH et al., 2006). O dano em acido nucleico pode
ser menos frequente em DNA mitocondrial, conforme mostrado por Janetzko et
al. (2007).

3.3.1.2 Toxicologia e seguranca

A riboflavina € um componente elementar na dieta, apresentando uma
baixa toxidade. Entretanto, € uma molécula capaz de fazer a intercalacdo e a
oxidacdo do DNA e RNA na presenca de radiagao ultravioleta (UV) (CORBIN,
2002; UNNA e GRESLIN, 1942 apud CALLAHAN et al., 2008).

Por ser uma substancia naturalmente encontrada no organismo (assim
como seus metabdlitos, inclusive os induzidos pela foto-irradiacdo), ndo é
considerada, até o momento, como mutagénica ou tdxica (CORASH, 2001).

3.3.1.3 Protocolo da associacéao riboflavina e luz UV para sangue total

Para o protocolo de reducdo/inativacdo de patdgenos em sangue total,
as hemécias devem ser combinadas com uma solucdo de riboflavina na
concentragéo final de 500pM/L em solugdo salina 0,9%, obtendo-se uma
concentragao final de 50 uM, e ser colocada no iluminador até atingir 60J/mL
(RENTAS et al., 2007). Tonnetti et al. (2010) utilizaram 60 J/mL, 80 J/mL e 110
J/mL em protocolos de reducdo do Tripanossoma cruzi em sangue total,
havendo completa inativacdo em todos os niveis de energia estudados.

A mistura deve ser exposta a luz UV na faixa de 450nm (luz azul), um
comprimento de onda que possui minima absorbancia pela hemoglobina
(GOODRICH, 2000; SEGHATCHIAN e DE SOUSA, 2006). Para o sangue total
o ideal de exposicdo a luz UV esté na faixa de 280-350 nm com um pico a 313
nm (GOODRICH, 2010). Segundo Tonnetti et al. (2010) o tempo de exposi¢ao
a luz ultravioleta geralmente é em torno de 7 a 10 minutos, mas depende do

volume do componente sanguineo.
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Seltsam e Miiller (2011) obtiveram melhores resultados na irradiacéo de
luz UV quando, durante o procedimento, a bolsa de sangue estava sob

agitacao.

3.3.1.4 Inativacao de leucdcitos

O tratamento com riboflavina na presenca da luz ultravioleta é capaz de
inativar funcionalmente os leucdcitos nos produtos sanguineos e assim
prevenir reacdes imunoldgicas resultantes da presenca destes no sangue
transfundido (FAST et al., 2006; GOODRICH, 2010).

Fast et al. (2006) compararam dois métodos de inativagdo de leucocitos
e sua capacidade de reduzir a sintese de citocinas/quimiocinas derivadas
destes. A irradiacdo gama ndo impediu a sintese e secrecdo de citocinas,
embora as células jA ndo fossem mais capazes de se proliferar. A associacéo
de riboflavina com a luz ultravioleta resultou na inibicdo completa das citocinas/
quimiocinas, com excecao de IL-8, todas as outras citocinas testadas estavam

abaixo do limite de deteccao do ensaio apés o tratamento com RB mais luz UV.

3.3.1.5 Alteragdes laboratoriais

O 6rgao americano Food and Drug Administration (FDA) atualmente usa
como critérios para avaliar as técnicas de inativacdo/reducao de patdgenos a
taxa de hemodlise que deve ser inferior a 1%, no final do armazenamento; o
contetdo residual de leucécitos inferior a 5x10%U (para unidades
leucorreduzidas), e a recuperacdo de mais de 85% da massa de heméacias
original, com 95% de confianca. Outras analises incluem parametros
hematoldgicos padrées como a contagem de leucécitos, hemécias e plaquetas,
concentracOes de trifosfato de adenosina (ATP), 2,3-DPG, glicose, e lactato,
bem como determinacéo do pH e avaliacdo morfologica (WEBERT et al., 2008)

De acordo com Goodrich (2010), ap6s o tratamento utilizando a RB
associada a luz UV, a taxa de hemolise foi baixa, sendo <0,2% tanto para as
unidades tratadas quanto para o grupo controle, durante o armazenamento;
sendo as curvas de fragilidade osmotica também similares entre os grupos
durante os 42 dias de armazenamento. A concentracdo de proteinas também

permaneceu a mesma, assim como a contagem de plaquetas e o pH, porém o
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tratamento com a energia mais elevada (110J/mL de concentrado de
hemd@cias) diminuiu as concentracdes plasméaticas de glicose e aumentou as de
lactato.

Segundo Webert et al. (2008) a recuperacédo in vivo dos eritrécitos tem
sido considerada como o padrdo ouro de viabilidade. O ideal é a recuperacéo
média de 75% das hemécias 24 horas ap6s a reinfusdo de eritrocitos

radiomarcados com um intervalo de confianga de 95%.

3.3.1.6 Experiéncia no uso da riboflavina associada a luz UV

O uso da riboflavina em combinagdo com a luz UV apresenta uma
efetividade na inativacdo de uma grande variedade de patdégenos, tais como o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus Pseudorabico, virus do Nilo
ocidental, Parvovirus, bactérias Gram positivas (Staphilococcus epidermitis),
bactérias Gram negativas (Escherichia coli), e alguns protozoarios, sem
comprometer 0s componentes sanguineos por meio de subprodutos toxicos, ou
que induzam efeitos colaterais adversos, preservando a atividade e a
funcionalidade dos componentes do sangue (CORBIN, 2002; KLEIN, 2005;
CARDO et al., 2006; CARDO et al., 2007; CALLAHAN et al., 2008).

Lopes (2011) obteve reducdo da carga parasitaria de Anaplasma
marginale imediatamente apds o tratamento de bolsas de sangue com
riboflavina e radiacéo de luz UV, além disto, os animais que foram inoculados
com sangue destas bolsas tiveram RIFIs negativas. A autora acredita que o
tratamento ndo promoveu a completa eliminacdo do parasita, porém que
ocorreu uma inativacao parcial do A. marginale, ja que os bezerros receptores
ndo desenvolveram a enfermidade. Porém, Reis (2008), utilizando o protocolo
de associacao da riboflavina com a radiacao ultravioleta ndo obteve eficacia na
eliminagdo da Babesia bigemina.

As tabelas 1 a 3 apresentam a eficacia do tratamento com a associagéo

de riboflavina a luz UV sobre virus, parasitas e bactérias, respectivamente:
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TABELA 1 - Resultados da reducéo in vitro de alguns virus, utilizando-se a
associacao da riboflavina com luz UV.

Virus Modelo de virus usado Reducéo Tipo
(Log/mL)

HIV latente HIV intracelular humano 4,5 envelopado
HIV ativo HIV humano 5,9 envelopado
Nilo ocidental Virus do Nilo ocidental >51* envelopado
Hepatite C Virus Sindbis 3,2 envelopado
Hepatite B Virus Pseudorabico 2,5 envelopado
Raiva Virus da estomatite vesicular 26,3 envelopado
Influenza Virus da Influenza A 25,0 envelopado
Citomegalovirus Rinotraqueite infecciosa bovina 2,1 envelopado
B19 humano Parvovirus do suino 250 nao envelopado
Hepatite A Hepatite A humana 1,8 nao envelopado
Hepatite A Virus da encefalomiocardite 3,2 nao envelopado

*Resultados expressos como maior igual (2) indicam que o patdégeno foi reduzido ao limite de

detecc¢do do ensaio. Fonte: Adaptado de Marschener e Goodrich, 2011.

TABELA 2 - Resultados da reducéo in vitro de alguns parasitas,

utilizando-se a associac¢ao da riboflavina com luz UV.

Doenca Parasita Reducéo
(Log/mL)
Leishmaniose Leishmania donovani infantum 24 ,0*
Malaria Plasmodium falciparum 23,2
Doenca de Chagas  Trypanossoma cruzi 25,0
Babesiose Babesia microti 24,0
Tifo rural Orientia tsutsugamushi 250

*Resultados expressos como maior igual (=) indicam que o patégeno foi reduzido
ao limite de deteccéo do ensaio. Fonte: Adaptado de Marschener e Goodrich,
2011.
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TABELA 3 - Resultados da eficacia da reducéo in vitro de algumas bactérias,

utilizando-se a associagao da riboflavina com luz UV.

Bactéria Tipo Eficacia (%)
Staphylococcus epidermidis Gram positivo 100
Escherichia coli Gram negativo 100
Bacillus cereus Gram positivo 100
Staphylococcus aureus Gram positivo 90
Streptococcus agalactiae Gram positivo 100
Streptococcus mitis Gram positivo 100
Streptococcus pyogenes Gram positivo 100
Enterobacter cloacae Gram negativo 100
Serratia marcescens Gram negativo 100
Klebsiella pneumoniae Gram negativo 100
Yersinia enterocolitica Gram negativo 100

Fonte: Adaptado de Marschener e Goodrich, 2011.

3.3.2 Experiéncia no uso da tecnologia de reducéol/inativacdo sobre

Leishmania sp

Cardo e Asher (2006) utilizaram filtros de leucodeplecéo para remover
Leishmania de hemocomponentes no momento da colheita do sangue,
conseguindo remover as formas intracelulares de mondcitos e macréfagos, e
organismos extracelulares livres.

Wagner et al. (2008) obtiveram bons resultados na inativagdo de
Leishmania donovani infantum em concentrado de hemécias suspensos em
thiazole orange, e Eastman (2005) demonstraram a eficAcia do psoraleno
(amotosalen) e irradiacdo ultravioleta na inativacdo da Leishmania major em
concentrado de plaquetas humanos.

Cardo et al. (2006), utilizando riboflavina e luz UV, obteve uma reducéo
de 5 log de Leishmania donovani infantum em cinco de seis unidades de
plasma e de 7 log na unidade restante. Além disto, demonstrou uma redugéo
de 5 log de Leishmania em cinco de seis unidades de plaquetas, e de 6 log na

unidade restante.
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3.4 Lesoes de “estocagem”

Os eritrécitos quando preservados sob condicfes de banco de sangue
sofrem alteracbes quimicas e estruturais conhecidas como “lesbes de
conservagao”, expressao que significa um aumento da fragilidade osmatica
eritrocitaria, resultando em ruptura celular (DANON et al., 1964).

Segundo Lanevschi e Wardrop (2001), a heparina e o citrato s&o
anticoagulantes que nao contribuem para a conservacédo das hemacias durante
0 armazenamento a longo prazo e o sangue total coletado com esses
anticoagulantes deve ser utilizado dentro de 24 horas. Os conservantes mais
comumente utilizados sdo o &cido citrato dextrose (ACD), citrato fosfato
dextrose (CPD e CPD-2) e o citrato fosfato dextrose adenina (CPDA-1), ao qual
€ adicionado dextrose, fosfato de sddio e adenina para favorecer a viabilidade
das hemécias, permitindo seu armazenamento por trés a cinco semanas,
dependendo do conservante utilizado.

No CPDA-1, a adenina participa como substrato para a sintese de
adenosina trifosfato (ATP), que € o0 elemento basico para a manutencdo da
integridade da membrana eritrocitaria, possibilitando o armazenamento do
sangue por até 35 dias (WARDROP et al., 1994; KRISTENSEN e FELDMAN,
2005).

Alteracbes nas heméacias, tais como de forma, diminuicdo da
deformabilidade de membrana e da relacdo superficie/volume, aumento da
concentracdo média de hemoglobina e da fragilidade osmética, aumento da
agregacdo e da viscosidade intracelular podem ocorrer durante o
armazenamento e podem eventualmente alterar o fluxo destas células através
da microcirculacdo, influenciando o transporte de oxigénio para os tecidos
(KAMENEVA et al., 1998; CICCO e CICCO, 2007). Durante o armazenamento,
os eritrocitos sofrem alteragcbes morfolégicas progressivas, a partir de discos
bicbncavos deformaveis para equinécitos (MEISELMAN, 1981; CICCO e
CICCO, 2007), esferécitos, acantocitos (CAIRUTAS, 1985), esfero-equindcitos,
esfero-estomatocitos, ovalocitos, e formas degeneradas (BLASI et al., 2012).

Em paralelo a estas modificacbes, ocorrem redistribuicdo e perda de
fosfolipides da membrana das células vermelhas, através da formacédo de

microvesiculas que podem ser vistas tanto em armazenamento, quanto em
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hemacias consideradas “velhas” (POWELL et al., 1975; GREENWALT, 2006).
Estas alteracbes sdo fundamentais nas propriedades pos transfusionais das
hemécias e na sobrevivéncia nas primeiras 24 horas (HESS e GREENWALT,
2002).

Um aumento na concentracdo de hemoglobina das hemacias, durante o
periodo de conservacéo, foi verificado por Goodstein et al. (1993), assim como
uma diminuicdo do volume das células e aumento da densidade celular, da
concentracdo de hemoglobina corpuscular e da viscosidade interna. Desta
forma, os autores concluiram que o estoque de células sanguineas por mais de
21 dias provoca um decréscimo no tempo de sobrevivéncia in vivo.

No sangue canino conservado em bolsas plasticas contendo CPDA-1 a
4°C por 40 dias, Price et al. (1988) encontraram aumento gradual da fragilidade
osmotica eritrocitaria durante o periodo de estocagem. Segundo Oyewale et al.
(2011) ocorre um aumento da fragilidade dos eritrécitos, de camelos e asininos
apés 48 e 72 horas de armazenamento do sangue a 4°C. Blasi et al. (2012)
observaram, em humanos, que apoés 21 dias de conservacdo mais de 50% das
hemacias exibiam formatos néo discoides, sendo que esta observacao foi
relacionada ao aumento da fragilidade osmotica.

Segundo Gkoumassi et al. (2012), a taxa de hemodlise (hemoglobina do
sobrenadante (g/L) x (100 — hematdcrito (%) / hemoglobina total (g/L)) aumenta
durante o periodo de estocagem de eritrocitos humanos e independe do
procedimento de separacdo de hemocompontentes. Patterson et al. (2011)
relataram reacdes agudas poOs-transfusdo em cdes devido a hemdlise que
ocorreu nas bolsas de sangue por armazenamento inadequado.

Segundo Lopes et al. (1995), os leucdcitos sofreram decréscimo gradual
de sua contagem global, o que ocorre principalmente devido a degranulacéo de
polimorfonucleares ao longo do tempo.

O sangue canino estocado em CPDA-1 apresenta aumento na
concentracdo extracelular de potassio e sodio e diminuigdo no pH, na
concentracdo plasmatica de glicose, na concentracdo de 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPG) e na quantidade de ATP, sugerindo uma reducdo na capacidade de
transporte de oxigénio pelos eritrocitos (WARDROP et al., 1994). Porém,

atualmente sabe-se que embora haja esta queda, a oferta de oxigénio €&
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determinada principalmente pelo débito cardiaco, em vez de concentracao de
2,3-DPG (TSAI et al., 2010).

A colheita de sangue, o processamento e as condicdes de
armazenamento podem influenciar de forma significativa a qualidade dos
componentes sanguineos. Desta forma, para a realizacdo de uma transfuséo
sanguinea em larga escala, sdo necessarias, ndo s6 a disponibilidade dos
componentes sanguineos e sua utilizacdo apropriada, mas também a
comprovacao da qualidade destes componentes (ZIMRIN e HESS, 2009).

Um programa de selecdo apropriada dos doadores sanguineos para
doencas infecciosas deve ser realizado para minimizar o0s riscos de
transmissdo de doencas pelo uso da transfusdo sanguinea (WARDROP et al.,
2005).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Conservacao do sangue em bolsas para transfusdo: primeira etapa
4.1.1 Colheita das amostras do grupo controle (G¢)

Apés tricotomia e antissepsia, foram colhidos 450mL de sangue da veia
jugular, em bolsas plasticas triplas para transfusdo contendo CPDA-1, de 10
cées, adultos, sendo cinco machos e cinco fémeas, de racas variadas, com
pesos corporeos de aproximadamente 30 kg, clinicamente sadios, com exame
fisico (parametros semioldgicos) e hemograma normais, apresentando
sorologia e PCR negativos para Leishmania infantum chagasi, além de serem
de regido nao endémica (Itapetininga-SP).

Apbs a colheita, as amostras foram refrigeradas para transporte, sendo
mantidas sob refrigeracdo® a temperatura de 4°C, durante 21 dias (Figura 1).

FIGURA 1. Refrigerador vertical para banco de
sangue. (Fonte: SACCO, 2012).

! Refrigerador Vertical MBR-107D, Sanyo Eletric Co., Ltd.
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4.1.2 Colheita das amostras do grupo leishmaniose (G,)

Para este grupo foram utilizados 10 caninos, adultos, de idade e sexo
variavel, sem raca definida, naturalmente infectados por Leishmania infantum
chagasi, nove deles sintométicos e somente um assintomatico, oriundos do
Centro de Controle de Zoonoses de Aracatuba — SP.

A triagem dos animais (Figura 2A) foi realizada através de exames
parasitologicos: puncéo aspirativa do linfonodo popliteo e esfregaco de ponta

de orelha, com presenca de formas amastigotas livres ou no interior de

macrofagos (Figura 2B).

FIGURA 2 - A) Triagem de animais: cdo com leishmaniose visceral evidenciando
presenca de sintomas da doenca. B) Forma amastigota da Leishmania no interior de
mondcito. (Fonte: SACCO, 2012).

Além disto, para selecionar os cées, foi utilizado o teste rapido
imunocromatogréfico Kalazar Detect®? baseado na deteccdo de anticorpos
contra o antigeno rK39 da Leishmania sp.

Os animais parasitologicamente positivos e sororeagentes, receberam
uma pré-anestesia com acepromazina (0,055 mg/kg/lV), seguida, de uma
inducdo e manutencdo anestésica com pentobarbital sédico (15 mg/kg/IV);
sendo, entdo, colhidos 450mL de sangue por puncao da veia jugular. Com 0s
cdes ainda em plano anestésico, foi aplicada uma ampola de cloreto de

potéssio a 19,1%, por via intravenosa, em cumprimento ao Decreto no. 51.838

% Kalazar Detect®, InBios International, Inc. 562 1st Ave. South, Suite 600. Seattle, WA 98104
USA.
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do Senado Federal, de 14 de marco de 1963, o qual estabelece que animais
domésticos portadores de leishmaniose devem ser submetidos a eutanasia. O
método de eutandsia empregado segue as recomendacdes da Resolugdo n°.
1000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Depois da colheita as amostras foram refrigeradas para transporte,
sendo mantidas no refrigerador supracitado, a temperatura de 4°C, durante 21
dias.

4.1.3 Andlises laboratoriais

Apo6s homogeneizagdo, 100 mL do sangue dos animais, de ambos os
grupos, foram transferidos para uma das bolsas satélites (Figura 3), sendo
estas numeradas de um a dez. O restante do sangue colhido do grupo controle
foi utilizado pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Veterinario da FMVZ —
UNESP, Botucatu/SP.

FIGURA 3 - Preparagao para o procedimento
de transferéncia do sangue para a bolsa
satélite (Fonte: SACCO, 2012).

Antes da colheita das bolsas foi colhido 3mL de sangue de cada cé&o
(M0O) e posteriormente a este procedimento, amostras de sangue das bolsas
satélites foram colhidas ap6s homogeneizagdo em oito momentos diferentes
(Figura 4): no dia da colheita (M1), trés dias apo0s a colheita (M2), seis dias

apos a colheita (M3), nove dias ap0s a colheita (M4), 12 dias ap6s a colheita
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(M5), 15 dias apos a colheita (M6), 18 dias apoés a colheita (M7) e 21 dias ap6s
a colheita (M8), para a realizagdo do hemograma e do teste de fragilidade
osmotica utilizando-se as técnicas descritas por Jain (1986), além da
determinacdo do pH?, realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
da PCR em tempo real (QPCR).

As amostras de sangue também foram centrifugadas durante cinco
minutos a 200 g. O plasma foi separado em tubos da marca Eppendorf®™, e
congelado a -20° C, para realizacdo da técnica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), de acordo com Camargo (1966) e
determinacdo da concentracdo de sodio/potassio por meio de

espectrofotometria de chama® durante todos os momentos da primeira fase do

experimento.

FIGURA 4 - Amostras aliquotadas (100mL) prontas para homogeneizagéao e
colheita. (Fonte: SACCO, 2012).

® peagametro pH-30 Check-Mite®,

4 Eppendorf®, Eppendorf do Brasil Ltda., Rua Ferreira de Aradjo 221 conj.15, S&o Paulo, SP.
® Fotdmetro de chama FC 280 Celm (Cia Equipadora de Equipamentos Modernos — Barueri —
SP)
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4.1.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise descritiva, apés teste
de normalidade observou-se que os parametros a serem avaliados possuiam
distribuicAo normal, com exce¢do das plaquetas, que precisou ser
transformada para log.

Modelos de medidas repetidas (PROC MIXED, SAS Institute, 2009)
foram usados para comparar as médias de cada variavel resposta entre os
grupos de estudo e momentos de analise. Uma estrutura de covariancia de
simetria composta foi usada para modelar a correlacédo entre medidas repetidas
dentro do mesmo animal. O teste de Tukey foi usado para ajustar os valores-P
resultantes de comparac¢des multiplas.

Para o teste de fragilidade osmotica foi calculada a hemolise 50% (Hsp)
através da andlise de probit e utilizado o teste ndo paramétrico de Mann
Whitney para comparagao entre 0s grupos.

Os resultados foram discutidos ao nivel de 5% de significancia, segundo
Sampaio (1998).

4.2 Avaliacdo da eficacia da riboflavina sob ac&o da luz ultravioleta na
inativacdo de Leishmania infantum chagasi em sangue canino

conservado para transfusdo: segunda etapa

4.2.1 Preparacao da riboflavina

Um reagente contendo riboflavina (RB) em uma solucdo de cloreto de
sédio a 0,9% (500uM) com pH ajustado para 4,0 a 5,0, foi preparado e
autoclavado em frasco ambar, conforme descrito por Ruane et al. (2004) e
Cardo et al. (2007).

4.2.2 Determinacao da metodologia
Para determinacdo da metodologia a ser adotada na pesquisa, foi

realizado um piloto no Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia,

Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRB), Universidade de Sao Paulo
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(USP). Campus de Ribeirdo Preto, SP, sob orientacdo do Prof. Dr. Antonio
Claudio Tedesco.

Para avaliar a absorbancia e a fluorescéncia da riboflavina (RB) foram
testadas amostras de 50uM de RB em solucdo PBS 1:1 em varios

comprimentos de ondas sendo os resultados mostrados nas Figuras 5 e 6.

Absorbancia
1,5 -
1 -
Absorbancia
0,5 - —PBS + 50uM RB
0 T T T
200 400 600 800
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 5 - Espectro de absorbancia da riboflavina 50 uM em solucéo PBS.
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FIGURA 6 - Espectro de fluorescéncia da riboflavina 50 uM em
solucéo PBS.

Apbés a andlise dos graficos, verificou-se que a melhor acdo da
riboflavina ocorreu em um comprimento de onda entre 265 e 370 nm, regido

em que a RB absorve melhor a luz, sendo este correspondente a luz UV
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Foi realizado teste no iluminador DNA Workstation®, para medir a
distancia em que a bolsa de sangue deveria ficar da luz do aparelho. Para isto
foi utilizado um Power Meter’, para medir o quanto de energia estava atingindo
a bolsa em varias distancias, até atingir a ideal para que fosse fornecido 6.2 J
por mL de luz UV (Figura 7).

Levando-se em consideragdo a distancia (17 cm da fonte de luz), a
largura (12 cm), a area da bolsa a ser iluminada (204 cm?) e a dose a ser
fornecida (1,40 x 10™); o tempo calculado foi de aproximadamente 35 minutos,

conforme ilustra a Tabela 4.

FIGURA 7 - Teste péra medir a distancia e o tempo
de exposi¢do a luz UV para que fosse fornecido
6,2J/mL. (Fonte: SACCO, 2012).

TABELA 4 — Dados utilizados para o calculo da
dose de luz UV em funcdo da distancia, area e
tempo de iluminacdo das bolsas de sangue.

Medidas Geral
Comprimento (cm) 17

Largura (cm) 12

Area (cm?) 204

Dose (J/cm?) 1,40 x 10
Potencias W 1,40 x 102
Intensidade (P/A) W/cm? 6,86275 x 10~
Tempo (s) D/I 2040,00
Tempo (min) 34,00

® Loccus Biotecnology — Loccus, S&o Paulo — SP.
’ Optical Associated Incorporated - OAI, Milpitus, CA.
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Para avaliar a transmitancia das bolsas a serem utilizadas durante a
fotoinativacéo foram usadas duas marcas distintas (JP®® e Fresenius Kabi®® —
FK) de bolsa tripla para transfusao, sendo medidas as transmitancias da bolsa
principal (heméacias) e das satélites (bolsas para plasma e plaquetas) (Figura
8).

Transmitancia das Bolsas
14 -

12
10 -
Transmiténcia, | e liITLLIES :
(%T) a L
)
[ &8 e Bolsa 1 (JP He)
6 I _..'9-""'.
< Bolsa 2 (JP Plasma)
4 1 T — - - Bolsa 3 (JP Plag)
i Bolsa 4 (FK Plasma)
2 |
‘ — —Bolsa 5 (FK Plaqg.)
0 d T T T T T 1
300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de onda (nm)
FIGURA 8 - Espectro de transmitancia das diferentes bolsas testadas
das marcas avaliadas JP e FK, sendo He: hemacias, Plag.: plaquetas e
Plasma: a bolsa satélite de plasma.

Conforme analise do gréafico, o material que permitiu maior passagem da
luz foi a bolsa quatro (bolsa de plasma da marca Fresenius Kabi®), sendo esta

a selecionada para o procedimento de fotoinativacdo no presente trabalho.
4.2.3 Selecao e analise da amostra por PCR convencional
Para detectar as bolsas de sangue positivas a serem utilizadas no

experimento, foi realizado PCR convencional das bolsas colhidas dos animais

do grupo leishmaniose.

® JP IndUstria Farmacéutica S.A. Av. Presidente Castelo Branco, 999. Ribeirdo Preto - SP Brasil.
° Fresenius Kabi Brasil Ltda. Av. Marginal Projetada, 1652. Fazenda Tamboré Barueri — SP.
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O DNA foi extraido de 200 uL do sangue coletado das bolsas, utilizando-
se o lllustraTM Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare®), conforme
instrugbes do fabricante, sendo posteriormente armazenado em microtubos
estéreis livres de DNAses e RNAses e mantido a -20°C até a realizacdo da
técnica de PCR.

As reacdes de PCR foram realizadas em microtubo de 0,5mL com
volumes totais de 25 pL contendo tampao de reacdo 10mM Tris HCI pH 8.0,
50mM KCI, 1,5mM MgCI2, 0,2mM dNTP, 10pM de cada primer, 0,2 unidades
de Taqg Platinum (Invitrogen) e 10ng de DNA gendmico. A incubagdo foi
realizada em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf®) com o seguinte
perfil de ciclagem: desnaturagéo de 94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos a
94°C durante 30 segundos, 59°C durante 30 segundos e 72°C durante 30
segundos e uma extensao final de 70°C durante 10 minutos. Para amplificacédo
foram utilizados os primers:

LC14 250-273 (5’- CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG-3’)

LC15 416-439 (5’-TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA-3’)

Estes primers foram desenhados e testados no laboratério de Biologia
Molecular Aplicada as Zoonoses do Nuicleo de Pesquisas em Zoonoses
(NUPEZO), por meio de analise nos programas Primer3 e PrimerBLAST,
direcionados para o gene “Leishmania infantum chagasi kinetoplast minicircle
DNA”, AF169138.1 disponivel [GenBank]. Nessa reagédo, o produto resultante
apresentarou 190 pares de base (pb), que correspondem a amplificacdo de
segmento contendo regido especifica de minicirculo do kDNA de L. infantum
chagasi.

Os produtos amplificados foram identificados em eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, sendo utilizados como controles positivos DNAs da cepa
ATTC amplificada de L. infantum chagasi, e como negativos uma solucao
contendo agua MilliQ e MIX-PCR. A visualizagdo das bandas no gel e a
fotodocumentacao foram realizadas em transiluminacdo com luz ultravioleta
(296 nm).

ApoOs a analise dos resultados foi selecionada a bolsa de sangue nimero
trés, onde foi amplificado o DNA do parasita por PCR convencional durante
todo o periodo de conservacdo, com o objetivo de utilizar a bolsa do animal

com a maior carga parasitaria (43,04 parasitas/plL) para a inoculacdo em
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hamsters, sendo as bolsas de nimero 1, 2, 4, 6, 7, 8, 9 e 10 negativas na PCR
convencional. O animal doador da bolsa apresentava-se sintomatico no
momento da colheita, com areas de alopecia ao redor dos olhos, onicogrifose e
caquexia.

Apos 21 dias de refrigeracdo (M8), foram retirados 20 mL de sangue de
maneira estéril, da bolsa de plasma contendo 100 mL, e adicionado 20 mL da
solucéo de riboflavina supracitada, para que a concentracéo final de riboflavina
na bolsa fosse de 50uM.

Posteriormente, a bolsa foi colocada no iluminador DNA Workstation
Loccus Biotecnology — Loccus, S&do Paulo — SP, sendo fornecidos 6,2 J/mL de
acordo com Rentas (2007) a um comprimento de onda de 365 nm de luz UV
por 30 (tratamento 1 — TT1) e 45 minutos (tratamento 2 — TT2).

Durante o procedimento a bolsa esteve sobre um homogeinizador de

bolsa de sangue tipo gangorra modelo HOMBOL-061, Benfer'® (Figura 9).

FIGURA 9 - lluminador de luz UV em 365 nm, tendo abaixo o
homogeinizador com a bolsa em seu interior, durante o procedimento de

1% Benfer Produtos para laboratérios. R. Padre Agostinho Poncet, 74. Sdo Paulo — SP.
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fotoinativag@o nos periodos estipulados (30 e 45 minutos). (Fonte: SACCO,
2012).

Apés a adicao da riboflavina (RB) e apés os tratamentos pela luz UV por
30 minutos (TT1) e 45 minutos (TT2) as amostras mantiveram-se positivas na

PCR (Figura 10), sendo portanto necessaria a inoculacdo em hamster.

T T e el sl e s Oses A0 e Bew e (eem e (el (RENiE=S

||
FIGURA 10 - Resultados da PCR em gel de agarose 1,5% da bolsa do
animal 3 do grupo leishmaniose, positivo em todos os momentos (MOpz,
M1z, M2p3, M3p3, M4pz, M5p3, M6p3, M7p3, |V|8b3), inclusive apés a
adicdo de riboflavina (RB) e do tratamento com luz durante ambos os
tempos de exposicao (TT1 e TT2). Controles positivo (C+) e negativo
(C-) e padréo (P). (Fonte: SACCO, 2012).

4.2.4 Inoculacdo em hamster

Foram utilizados 28 hamsters (Mesocricetus auratus), machos, adultos,
gue receberam por via intraperitoneal 3,5 mL do sangue (FREITAS et al., 2005)
obtido de cdo com leishmaniose (Figura 11); sendo sete animais inoculados
com 0 sangue sem tratamento (grupo leishmaniose: G.); sete com sangue

apos a adicdo de riboflavina (grupo riboflavina: Ggg); sete com sangue apoés
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tratamento com riboflavina associada a luz ultravioleta por 30 minutos (grupo
tratado I: Gt3p) € sete com sangue apos tratamento com riboflavina associada a
luz ultravioleta por 45 minutos (grupo tratado Il: Gygs).

Os animais foram mantidos durante 120 dias em caixas para hamsters™
no Infectdrio da area de Zoonoses da FMVZ, UNESP, Botucatu-SP, recebendo

agua e racdo Presence® linha roedores™ ad libitum.

FIGURA 11 - Inoculagdao em hamster. (Fe:
SACCO, 2012).

Os hamsters inoculados foram acompanhados clinicamente e

sacrificados decorridos 120 dias, utilizando protocolo de Hochman et al. (2003).

4.2.4.1 Analises laboratoriais

O sangue dos hamsters foi colhido por puncgéo intracardiaca para
realizagdo dos exames soroldgicos e moleculares (Figura 12). Baco, figado e
medula éssea foram extraidos apds a necropsia, para confeccdo de laminas
pelo método de aposi¢cao de tecido “imprintinging”, e subsequente coloragao
pela técnica de Giemsa para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania

sp, sendo consideradas positivas caso apresentassem pelo menos uma forma

™ Caixa de polipropileno. Elo’s Com. e Repres. de Aparelhos para Laboratérios de Biotérios
Ltda.

2 presence Nutricdo Animal. Av. Professor Benedito Montenegro S/N°. Paulinia - Sdo Paulo
Bairro Betel. 13140-000.
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amastigota fagocitada ou livre, ou negativa caso a forma amastigota ndo fosse
observada.

Em seguida os érgaos (baco, figado e osso) foram macerados, sendo a
medula Ossea obtida ap6s a maceracdo do 0sso esterno, e foi realizada
extracdo do DNA para realizacdo da PCR no laboratério de Biologia Molecular

Aplicada as Zoonoses do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO).

FIGURA 12 - Puncdao intracardiaca para colheita de sangue
em hamster. (Fonte: SACCO, 2012).

4.2.4.1.1 PCR convencional e PCR em tempo real

O DNA foi extraido de 200 pL do sangue coletado, utilizando-se o
lllustra™ Blood Genomic Prep Mini Spin Kit**, e de amostras de tecido dos
hamsters (baco e figado) utilizando-se lllustra™ Tissue & Cells Genomic Prep
Mini Spin Kit'*. As amostras de osso foram extraidas utilizando-se o kit Multi-
Source Axygen'* com prévia etapa de maceracdo em nitrogénio liquido. O
material genético extraido foi armazenado sob congelamento a —20°C, até o
momento da realizacdo das provas biomoleculares. Controles positivo (DNAs

13 GE Healthcare Life Sciences. EUA.
“ Axygen, EUA
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da cepa ATTC amplificada de L. infantum chagasi) e negativos (dgua MilliQ)
foram adicionados a cada bateria de extracéao.

Os primers LC14 e LC15 utilizados foram desenhados e testados no
laboratorio de Biologia Molecular Aplicada as Zoonoses do Nucleo de
Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO), por meio de analise nos programas
Primer3 e PrimerBLAST, direcionados para amplificar um fragmento de 190
pares de base (pb) do segmento contendo regido especifica de minicirculo do
KDNA de Leishmania infantum chagasi, AF169138.1 - disponivel [GenBank].

O DNA extraido das amostras de hamsters foi amplificado por meio de
PCR em Tempo Real para a determinacdo da carga parasitaria, por meio do
sistema SYBR®Green, em termociclador StepOne™ Plus Real Time PCR
System (Applied Biosystems). Para a realizacdo da curva-padrdo foram
utilizadas amostras de DNA de ATTC nas concentracfes decrescentes de 106,
105, 104, 103, 102, 101, 100 parasitas/pL, todas analisadas em triplicata. Os
dados foram coletados e analisados com o Step One™ Software v2.1*. Para
todas as anélises considerou-se slope (-3,380 a -3,300), R2 (0,982 a 0,999) e
eficiéncia (98 a 104%) em intervalos aceitaveis para acurada andlise dos

resultados.

4.2.4.1.2 Métodos sorologicos

A técnica de RIFI foi realizada de acordo com Camargo (1966). Foram
utilizadas microplacas para a diluicdo dos soros, pipetando-se 190 uL de PBS
0,01M, pH 7,2 e 10 pL do soro a ser testado no primeiro orificio,
homogeneizando-se, perfazendo a diluicdo 1:20. Foram distribuidos 100 uL de
PBS 0,01M, pH 7,2 em outras cinco cavidades e a partir da primeira diluicéo,
transferindo-se 100 pL para o orificio seguinte, homogeneizando-se, repetindo
até a quinta cavidade, desprezando-se os ultimos. Com isso, as amostras
foram diluidas a 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640. Da mesma maneira, foram
diluidas amostras de soros controles positivo e negativo.

Em laminas fixadas com o antigeno de L. major, foram distribuidos 10 pL

de cada diluicdo nos orificios, incubando-se a 37° C por 30 minutos em camara

' Life Technologies, EUA.
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umida. A seguir, foram lavadas com PBS 7,2 por 10 minutos, por duas vezes
consecutivas e, a seguir, secas em estufa.

O conjugado espécie-especifico foi diluido, segundo seu titulo pré-
estabelecido, em solucdo de Azul de Evans a qual foi previamente diluida em
PBS 0,01M, pH 7,2 na proporcdo de 1:5. Foram distribuidos 10 uL de
conjugado para cada diluicdo, incubando-se novamente a 37° C por 30 minutos
em camara umida.

Realizou-se uma nova lavagem com PBS 0,01M, pH 7,2 por 10 minutos,
duas vezes consecutivas, secando-se em estufa. As laminas foram montadas
com glicerina tamponada pH 8,5, cobrindo-se com laminula 24x60mm,
examinando-se em microscépio de imunofluorescéncia, no aumento 40 vezes.
Apoés a leitura dos controles, foi procedido o exame das amostras em teste,
considerando-se como titulo final a maior diluicAo do soro em que ainda
ocorresse fluorescéncia completa na borda de pelo menos 50% das

promastigotas.

4.3 Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a andlise descritiva e a comparacao
entre os grupos leishmaniose (G)), riboflavina (Ggg), tratado | (Gr30) e tratado Il
(Grss) foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste de Tukey para comparacdo de médias. Os valores da carga parasitaria
foram transformados em logaritmos, com o objetivo de atingir tanto a
homogeneidade de variancias, como a normalidade de distribuicdo. Para as
caracteristicas qualitativas foi utilizado o teste de qui-quadrado. Os resultados

foram discutidos ao nivel de 5% de significancia, segundo Sampaio (1998).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Conservacao do sangue em bolsas paratransfusdo: primeira etapa

5.1.1 Anélises hematologicas das bolsas de sangue

Os valores do eritrograma dos caninos doadores das bolsas de sangue
(MO0) do grupo controle (G¢) encontram-se de acordo com 0s preconizados por
Jain (1986), que considerou normal para cdes a contagem de heméacias de 5,5
a 8,5 x 10°/uL, a concentracdo de hemoglobina de 12 a 18 g/dL, hematécrito de
37 a 55%, volume corpuscular médio (VCM) de 60 a 77fL e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) de 32 a 36%.

No grupo controle observou-se uma reducéo significativa (p<0,05) nos
valores médios do numero total de hemécias durante o periodo de
acondicionamento das bolsas. No primeiro dia (M0) de analise foi encontrado
um valor médio de eritrécitos de 6,79+0,52 x 10°%uL, que foi reduzido para
5,36+0,33 x 10%/uL ap6és 21 dias de conservacdo (Tabela 5). Esta diminuicéo
do numero de hemacias no decorrer do periodo de conservagdo ocorreu
provavelmente devido a hemdlise e as alterac6es morfolégicas das células que
provavelmente provocadas pelas “lesbes de estocagem”. Estes resultados
encontram-se de acordo com as alteragcbes encontradas por Danon et al.
(1964), Lopes et al. (1995), Kameneva et al. (1998) e Cicco e Cicco (2007).

Para Zimrin e Hess (2009) a coleta de sangue, 0 processamento e as
condicbes de armazenamento podem influenciar de forma significativa a
qualidade dos componentes sanguineos. Sendo que a perda da membrana
provocada pela formacdo de microvesiculas é um dos fatores que mais
contribuem para as lesdes que ocorrem nas hemacias (GREENWALT, 2006).

No grupo parasitado pela L. infantum chagasi houve uma redugdo do
namero de hemacias, as bolsas destes animais se encontravam anémicas ao
inicio do experimento com valor médio de eritrécitos de 2,90 x10%puL, porém
sem diminuicdo significativa dos eritrocitos ao longo do periodo de
armazenamento (p>0,05) (Tabela 5). Quando comparamos ambos 0S grupos,

houve menor contagem de hemacias no G, (2,55+1,70 x10%puL) do que no Gg¢
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(5,24+0,63 x 10°) em todos os momentos (p<0,05) (Figura 13), sendo que 0s
valores de MO foram significativamente maiores que as demais em ambos 0s
grupos.

As médias de hemoglobina (6,05+3,73g/dL) e hematdcrito (15+10%)
também foram menores em G_ do que em Gc¢ (12,4+1,25g/dL e 37+3,64%)
(p<0,05) (Tabela 5 e Figura 13).

Os caes com leishmaniose visceral apresentaram desde o momento MO
anemia, sendo na maioria das vezes macrocitica hormocrémica. A patogénese
da anemia na LV ndo esta totalmente elucidada, acredita-se que mais de um
fator esteja envolvido como: sequestro esplénico de hemacias, diminuicdo da
producdo medular, faléncia renal cronica, perda sanguinea, hemolise e
mecanismos imunomediados (KONTOS e KOUTINAS, 1993; SLAPPENDEL e
FERRER, 1998; KOUTINAS et al., 1999; CIARAMELLA e CORONA, 2003;
IKEDA et al.,, 2003). De acordo com Michalick e Genaro (2005), na
leishmaniose visceral a medula 6ssea € em geral encontrada com hiperplasia e
densamente parasitada. A eritropoese e granulopoese sdo normais no inicio do
processo infeccioso e durante as fases mais adiantadas da infeccéo, ocorre
desregulacdo da hematopoese, caracterizada pela diminuicdo da producédo
celular. Segundo Vilela (1999) a presenca de uma diminuicdo da sobrevida
eritrocitaria na fase aguda da LV tem sido consistentemente confirmada, bem

como a presenca de positividade para o teste de Coombs direto.
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TABELA 5 — Estatistica descritiva para numero de hemécias, determinacéo da
hemoglobina e do hematocrito em bolsas de sangue conservadas por 21 dias,
provenientes de cdes higidos (grupo controle - G¢) e de cdes com leishmaniose
visceral (GL) nos momentos MO (antes da colheita), M1(imediatamente apds a
colheita), M2 (3 dias de refrigeragédo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias),
M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeracao).

Grupo e Hemacias (x10°/uL) Hemoglobina (g/dL) Hematécrito (%)
Momento  Média Media DP Média  Media DP Média  Media DP
na na na

Gc MO 679" 6,73 052 16,75 1690 1,19 50,14* 50,00 4,81
M1 524" 524 063 12,40 1250 1,25 36,57 37,00 3,64
M2 517" 541 0,74 12,35 12,60 1,75 3514™ 37,00 4,77
M3 503" 502 059 12,55 1260 1,67 34,85 3500 4,05
M4 519" 543 0,88 12,44 12,80 1,62 3542 37,00 4,19
M5 523" 530 043 12,24 12,40 1,69 3528 37,00 3,81
M6 5,10 534 069 12,18 12,30 1,89 33,14™ 34,00 5,17
M7 527" 525 041 12,52 12,80 1,81 34,00 3500 3,78
M8 536™ 541 033 12,70 1300 1,75 3457 3500 3,10

G, MO 290° 33 1,28 647° 6,20 2,79 2157° 2000 9,71
M1 255° 229 1,70 6,05° 510 3,73 16,85° 1500 10,0
M2  2,18° 2,12 1,49 5,38° 460 337 17,006 1500 9,86
M3 243" 2,39 1,19 5,84° 510 251 1571° 18,00 6,94
M4 1,92° 1,84 1,02 4,71° 450 2,16 14,28% 13,00 8,47
M5  2,34° 1,95 1,94 6,01° 470 453 17,85° 11,00 13,6
M6 2,02° 237 1,09  5,05° 540 2,30 14,85° 14,00 6,56
M7  2,40° 2,06 1,50 5,718 440 2,99 17,14® 14,00 8,29
M8 253° 228 154 575° 460 2,95 17,000 14,00 8,50

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo
Teste de Tukey. (letras mindsculas dentro do mesmo grupo e mailsculas entre 0os grupos).
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Com relacédo aos indices hematimétricos, VCM e CHCM néao diferiram
entre os grupos (p>0,05), sendo que no G¢ permaneceram dentro dos valores
de referéncia preconizados por Jain (1986) durante todos os momentos
avaliados e o G, demonstrou VCM maior na maioria dos momentos, indicando
anemia macrocitica normocromica. O RDW foi maior (p<0,05) no G_
(19,11+3,69%) do que no G¢ (14,26+0,76%), dentro do grupo leishmaniose
esta diferenca foi significativa entre MO e os momentos M6, M7 e M8 (p<0,05)
(Tabela 6 e Figura 14).

Estes aumentos do VCM e do RDW indicam que as hemacias eram
maiores (hemécias jovens), o que esta associado a anemia regenerativa.
Temizel et al. (2011) relataram aumento do VCM e do RDW em caes com
leishmaniose visceral devido a anisocitose, associada a anemia regenerativa.
O G_ por ser composto por animais com anemia, apresentou resposta de
medula 6ssea com macrocitose. Segundo Kontos e Koutinas (1993), Koutinas
et al. (1999), Ciaramella e Corona (2003) e Ikeda et al. (2003) a ocorréncia de
alteracdes hematolégicas em cdes com leishmaniose visceral € muito
frequente, sendo observada na série vermelha, anemia geralmente normocitica

e normocroémica arregenerativa em 57 a 94,2% dos animais.
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TABELA 6 - indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), amplitude de
distribuicdo dos eritrécitos (RDW) dos cées do grupo controle (G¢) e do grupo
leishmaniose (G.) nos momentos MO (antes da colheita), M1(imediatamente
apos a colheita), M2 (3 dias de refrigeracéo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12

dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeracao).

Grupos e VCM (fL) CHCM (%) RDW (%)
Momentos Média Mediana DP  Média Mediana DP Média Mediana DP
Ge MO 73,29 74,00 3,68 33,29 33,00 1,11 14,31A 14,20 0,35
M1 69,57 69,00 2,37 33,57 34,00 1,27 14,26A 14,50 0,76
M2 68,08 68,39 3,00 35,17 35,68 1,24 14,26A 14,50 0,72
M3 69,34 69,53 3,55 35,97 36,00 1,22 14,21A 14,40 0,74
M4 68,96 68,26 581 35,11 34,59 1,42 14,84A 15,10 0,51
M5 67,30 68,14 2,65 34,60 34,12 1,41 14,97A 15,20 0,63
M6 64,74 65,93 3,44 36,88 37,65 2,35 14,93A 14,90 0,72
M7 64,32 66,09 4,15 36,75 37,65 2,08 14,83A 15,10 0,88
M8 64,45 64,29 3,75 36,65 37,95 3,07 15,14A 15,70 1,25
G. MO 75,97 75,29 12,12 30,53 30,94 4,76 18,47aB 16,50 4,18
M1 70,76 63,87 13,91 35,99 35,43 4,55 19,11abB 17,30 3,69
M2 85,32 75,63 17,15 31,12 30,67 1,56 19,36abB 17,00 4,02
M3 65,92 64,52 6,72 36,32 36,83 5,37 18,91abB 17,10 2,99
M4 73,50 73,26 16,25 36,46 40,77 8,00 19,37abB 17,40 3,54
M5 88,64 77,87 37,93 34,67 33,86 6,76 19,87abB 18,00 3,73
M6 83,04 75,53 25,35 34,10 34,29 511 20,03bB 18,10 3,53
M7 80,70 73,03 23,36 32,50 33,08 4,56 19,53bB 18,30 3,61
M8 75,14 67,89 21,02 33,59 33,08 3,82 19,53bB 18,30 3,61

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo

Teste de Tukey. (letras mindsculas dentro do mesmo grupo e mailsculas entre 0s grupos).
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FIGURA 14 - Média e erro padrdo do volume corpuscular
meédio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), amplitude de distribuicdo dos eritrécitos
(RDW) dos cédes do grupo controle (Gc) e do grupo
leishmaniose (G.) nos momentos MO (antes da colheita),
M1(imediatamente apés a colheita), M2 (3 dias de
refrigeracao), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15
dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeracao).
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A contagem de leucdcitos ndo diferiu entre os grupos, porém houve
diminuicdo significativa de leucocitos (p<0,05) a partir de M6 (15 dias de
refrigeracdo), em ambos os grupos, de 6.629 = 2.622/uL para 5.414 + 3.876
apos a colheita no G_ e de 9.971 + 2.938/uL para 5.943 + 1.624/uL no G¢
(Tabela 7 e Figura 15).

Esses dados corroboram com as pesquisas realizadas por Ribeiro Filho
et al. (1994) e Lopes et al. (1995), em que o sangue conservado em bolsas
para transfusdo apresenta uma reducdo do numero de leucécitos no decorrer
do tempo.

Com relacdo as alteracbes presentes na série leucocitaria dos caes do
GL no MO houve contagem total de leucécitos normais. Kontos e Koutinas
(1993) também referem contagem de leucdcitos totais normais em caes com
LV, porém Anosa e ldowu (1983) descrevem a presenca de leucocitose
associada com neutrofilia, enquanto Abranches et al. (1991) relatam a
ocorréncia de leucopenia.

Houve uma reducao significativa (p<0,05) nos valores médios do numero
de plaquetas nos dois grupos ao longo do tempo (Tabela 7). Quando
comparamos ambos 0s grupos, houve menor contagem de plaquetas no G, do
gue no G¢ em todos os momentos (p<0,05) (Figura 16).

Os caes com leishmaniose apresentaram trombocitopenia desde o
momento MO. Alguns autores relatam que nos cdes com leishmaniose a
contagem plaquetéria pode ser normal (MORENO et al., 1998) enquanto outros
reportam a ocorréncia de trombocitopenia (CIARAMELLA et al., 1997;
SLAPPENDEL e FERRER, 1998; CIARAMELLA e CORONA, 2003). As
possiveis causas da diminuicdo do numero de plaquetas sdo a presenca de
autoanticorpos, imunocomplexos, sequestro esplénico e supressao da medula
0ssea (KONTOS e KOUTINAS, 1993; SLAPPENDEL e FERRER, 1998).

A proteina plasmatica total (PPT) foi significativamente maior no G_
(8,29£1,249/dL) do que no G¢ (6,17+0,64 g/dL) (p<0,05) (Tabela 7 e Figura 16).
Segundo Ferrer (1992), Ciaramella et al. (1997) e Koutinas et al. (1999) uma
das anormalidades mais frequentes da leishmaniose visceral é a
hiperglobulinemia, devido a uma ativagdo policlonal de linfocitos B e a
producdo de anticorpos que ocorre principalmente em cdes sintomaticos,

porque sdo os que desenvolvem imunidade humoral maior e pequena ou



nenhuma resposta celular. De acordo com Feldman et al. (2000) e lkeda-
Garcia et al. (2003) esta elevacdo da PPT se faz principalmente devido a

hiperglobulinemia, geralmente associada a hipoalbuminemia.

TABELA 7 - Contagem de plaquetas, leucdcitos totais e determinagdo da
proteina total plasmatica dos cdes do grupo controle (Gc) e do grupo
leishmaniose (G_.) hos momentos MO (antes da colheita), M1(imediatamente
apos a colheita), M2 (3 dias de refrigeracéo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12

dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeracéo).
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Grupos e Plaquetas (/uL) Leucécitos (/uL) Proteinas plasmaticas
Momentos totais (g/dL)

Média Mediana DP Média Mediana DP Média  Mediana DP

Gec MO 3394292" 332000 77884 9971* 10500 2938 7,66™ 7,80 0,57

M1 132714"® 113000 37990 75712 7300 2466 6,17 5,80 0,64

M2 121143°® 118000 45594 73142 6900 2378 5,74" 5,80 0,71

M3 110714°® 114000 36696 74572 8000 2170 571" 5,60 0,77

M4 108786™ 112000 36665 73292 8000 2150 5,69"* 5,60 0,82

M5 106571°® 93000 41400 67862 6600 2269 5,61°* 5,40 0,84

M6 106000°® 95000 43274 6257 6800 1780 5,74" 5,80 0,73

M7 131000"® 94000 65038 5800° 5400 1721 5,74™ 5,80 0,73

M8 134429"® 102000 75791 5943 6100 1624 5,94 6,00 0,71

G. MO 70857*® 65000 27811 6629 6900 2622 9,83* 9,70 1,42

M1  75429%® 42000 58682 4243 4100 1190 8,29 7,80 1,24

M2 74429*® 33000 73057 7000 5600 4696 8,26 7,80 1,34

M3  74571*® 33000 80775 6914 5000 3806 8,29 7,80 1,33

M4  88286°°® 42000 96557 6314 5200 4470 8,39 8,00 1,38

M5 96143*® 53000 91226 7771 6800 5997 8,40 8,20 1,38

M6 87857°® 49000 101518 6543 5000 4711 8,51 7,80 1,29

M7 95571%® 60000 104739 5414 3900 3876 8,33 7,90 1,39

M8 97571*® 67000 106767 5414 3900 3876 8,24 7,90 1,52

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo

Teste de Tukey. (letras mindsculas dentro do mesmo grupo e mailsculas entre 0s grupos).
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FIGURA 15 - Média e erro padrdao da contagem de
plaquetas, leucdcitos totais e determinagdo da proteina total
plasmatica dos cdes do grupo controle (Gc) e do grupo
leishmaniose (G.) nos momentos MO (antes da colheita),
Ml(imediatamente apdés a colheita), M2 (3 dias de
refrigeracdo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15
dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeragao).
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Durante a contagem diferencial de leucdcitos dos grupos controle e
leishmaniose, os aglomerados de células, que surgiram a partir do M3,
dificultaram a leitura do esfregaco sanguineo, impossibilitando a contagem
(Figura 16A e B).

FIGURA 16 — A) Aglomerados de eosmofllos em esfregaco sanguineo
proveniente de sangue estocado em bolsa para transfusédo de cées higidos
(grupo controle). B) Aglomerados de linfocitos em esfregaco sanguineo do
grupo leishmaniose. (Fonte: SACCO, 2012).

5.1.2 Teste de fragilidade osmética

As medianas da determinacéo da fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE)
expressa como Hso ([NaCl] correspondente a 50% de hemdlise), nas bolsas de
sangue dos cées do grupo controle e leishmaniose nos momentos estudados
encontram-se apresentadas na Figura 17.

Apesar do descrito por Kameneva et al. (1998) e Cicco e Cicco (2007)
que relatam aumento da fragilidade osmotica eritrécitaria, durante o
armazenamento, este ndo foi significativo (p>0,05) no periodo avaliado. Além
disto, ndo houve diferencga estatistica entre os grupos (p>0,05).

Segundo Perk et al. (1964) a osmolaridade com que a célula sofre lise
relaciona-se a fatores intrinsecos e extrinsecos. Para Makinde e Bobade
(1994), os fatores extrinsecos responsaveis pela redugcdo da FOE
compreendem variagfes fisiologicas, como as pos-prandiais, e também
variagcbes patologicas, que incluem a presenca de hematozoarios, uremia,
cirrose e processos autoimunes, por isto esperava-se ainda um aumento ainda
maior no G.

De acordo com Perk et al. (1964), dentre os fatores intrinsecos destaca-
se a forma e tamanho celular, razdo area/volume, espécie e propriedades
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inerentes as membranas. Segundo Maede (1980), os eritrocitos maiores sao
proporcionalmente mais resistentes que eritrocitos menores e o tempo de vida
da célula também é muito importante, j& que os eritrécitos senescentes, que
correspondem a 30% da populacéo eritrocitaria, sdo mais frageis do que os
eritrocitos jovens. Provavelmente ndo ocorreu aumento da FOE no grupo
leishmaniose devido a presenca de células jovens, demonstrada pela
macrocitose e anisocitose e policromasia observadas em esfregaco sanguineo

corado.
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FIGURA 17 - Medianas da fragilidade osmética eritrocitaria (FOE)
expressa como H50 ([NaCl] correspondente a 50% de hemolise dos
grupos controle e leishmaniose, durante 21 dias de conservac¢ao do
sangue sob refrigeracao.

5.1.3 Determinacéao do pH

Ocorreu uma reducéo significativa (p<0,05) do pH sanguineo em ambos
0s grupos durante o tempo em que as bolsas permaneceram refrigeradas, indo
de 7,04 para 6,98 no G¢ e de 7,14 para 6,94 no G, (Tabelas 8, 9 e Figura 18).

Este dado corrobora com os de Wardrop et al. (1994), Ribeiro Filho
(1994) e Lopes et al. (1995) que também encontraram diminuigdo no pH. Esta
reducdo do pH também foi encontrada por Costa Junior (2006), que relatam
que com a retirada do sangue da circulagdo, o metabolismo celular devido a

metabolizacdo da glicose pela via glicolitica anaerdbica, resulta na formagéo de
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lactato, levando a um acumulo de ions hidrogénio (H*), o que provoca uma

diminuicdo do pH sanguineo.

TABELA 8 - pH sanguineo das bolsas dos caes do grupo controle
(Gc) nos momentos MO (antes da colheita), M1 (imediatamente
apos a colheita), M2 (3 dias de refrigeracédo), M3 (6 dias), M4 (9
dias), M5 (12 dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de

refrigeracao).
Gc pH
Momentos Média Mediana Desvio  Erro Padréo
Padrao

M1 7,042 7,08 0,21 0,06
M2 7,05ab 7,05 0,13 0,03
M3 6,99 % 7,00 0,16 0,04
M4 7,03 ab 7,05 0,15 0,04
M5 7,03 7,05 0,12 0,03
M6 7,01b 7,03 0,11 0,03
M7 7,02° 7,05 0,11 0,03
M8 6,98b 6,98 0,13 0,04

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente
(p<0,05) pelo Teste de Tukey.

TABELA 9 - pH sanguineo das bolsas dos cédes do grupo
leishmaniose (G_.) nos momentos MO (antes da colheita), M1
(imediatamente apos a colheita), M2 (3 dias de refrigeracao), M3
(6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e
M8 (21 dias de refrigeracao).

Gc pH
Momentos Média Mediana Desvio Erro Padréao
Padrao

M1 7,142 7,15 0,13 0,05
M2 7,122 7,15 0,13 0,05
M3 7,082 7,05 0,11 0,04
M4 7,072 7,10 0,13 0,05
M5 7,042 7,05 0,15 0,06
M6 6,972 6,95 0,13 0,05
M7 6,992 7,00 0,12 0,05
M8 6,94° 6,90 0,15 0,06

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente
(p<0,05) pelo Teste de Tukey.



52

7,25
7,20
7,15
7,10
7,05 -
pH

7,00 - B Grupo controle

6,95 - O Grupo leishmaniose
6,90 -
6,85

6,80 -
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

Momentos

FIGURA 18 - Média e erro padrédo do pH sanguineo das bolsas dos
cdes do grupo controle (G¢c) e do grupo leishmaniose (G.) nos
momentos MO (antes da colheita), M1 (imediatamente apds a
colheita), M2 (3 dias de refrigeracdo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5
(12 dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeracao).

5.1.4 Determinacdo plasmética do sddio/potassio

Os resultados das dosagens plasméticas de sédio e potassio das bolsas
do grupo controle e do grupo leishmaniose, desde a colheita (M1) até 21 dias
apos a conservacédo (M8) encontram-se na Tabela 10 e Figura 19.

N&o houve diferenca estatistica entre momentos e grupos em relacéo ao
sédio (p>0,05), porém todas as médias do eletrolito, tanto em G¢ quanto em
G., estavam acima dos valores de referéncia proposto por Kaneko et al. (2008),
gue relatam uma faixa variando de 141,1 a 152,3 mEq/L. Isto ocorreu devido a
presenca do anticoagulante CPDA-1, composto por acido citrico, citrato de
saodio, fosfato de sédio, dextrose e adenina (LANEVSCHI e WARDROP, 2001).

Em relacdo a concentracdo plasmatica do potassio houve aumento
significativo (p<0,05) ao longo do tempo de refrigeracdo nas amostras de
sangue, porém dentro dos valores de referéncia propostos por Kaneko et al.
(2008), de 4,37 a 5,65 mEQg/L. Ocorreu hipercalemia somente no G a partir do
M7 (média de 5,78+0,90 mEg/L).
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TABELA 10 - Determinagéo da concentracao plasmética de sédio e potassio do
sangue das bolsas dos cdes do grupo controle (Gc) e do grupo leishmaniose
(GL) nos momentos MO (antes da colheita), M1(imediatamente apds a colheita),
M2 (3 dias de refrigeracdo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15
dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeragao).

Sédio Potéassio

Grupos e (mEqg/L) (mEqg/L)
Momentos Média Mediana Desvio Erro Média Mediana Desvio Erro
Padrdo Padrao Padrao Padrao

Ge M1 190,14 191,00 13,17 4,98 3,362 3,40 0,41 0,16
M2 202,86 196,00 36,55 13,82 4,043 4,10 0,72 0,27
M3 222,71 203,00 55,39 20,94 4,963 4,70 1,17 0,44
M4 192,14 189,00 16,30 6,16 4,612 4,60 0,37 0,14
M5 211,43 191,00 40,64 15,36 517" 5,00 0,56 0,21
M6 202,29 196,00 19,55 7,39 5,07 5,00 0,58 0,22
M7 217,29 220,00 31,57 11,93 5,59 5,20 1,20 0,45
M8 205,57 201,00 10,45 3,95 5,26° 5,20 0,70 0,27

G M1 200,74 199,00 17,96 5,68 4,00* 3,90 0,41 0,43
M2 205,65 201,00 56,05 23,20 4,142 4,00 0,69 0,25
M3 207,20 205,00 45,20 15,73 4,632 4,80 0,98 0,50
M4 200,14 192,00 28,50 10,10 4,652 4,50 0,45 0,24
M5 208,70 197,00 34,91 16,95 4,99 5,00 0,53 0,32
M6 205,98 202,00 27,55 10,22 5,10 5,05 0,62 0,12
M7 217,50 217,00 55,00 10,41 5,78 5,50 0,90 0,65
M8 215,63 214,00 15,78 4,50 5,92° 5,30 0,87 0,34

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo
Teste de Tukey.

Portanto para ambos 0s grupos somente o aumento na concentracao
plasmatica de potéassio foi estatisticamente significativo (p<0,05). Michael et al.
(1975) utilizando sangue humano conservado em bolsas com CPD também
relataram aumento de potassio plasmético, descrevendo que este aumento €
decorrente da solucéo preservadora, do tempo de conservacao, da reducéo da
atividade da enzima de Na/K ATPase, da temperatura de estocagem e da

hemdlise que ocorre no sangue durante o periodo de conservacao.



300

250

200

Na (mmol/L) 150
100

50

0

P

—e—Grupo controle

—i— Grupo leishmaniose

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

Momentos

K (mmol/L)

—e—Grupo controle

—i— Grupo leishmaniose

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

Momentos

FIGURA 19 - Média e erro padrdo do valores plasmaticos de sddio
(Na) e potassio (K) das bolsas dos cées do grupo controle (G¢) e do
grupo leishmaniose (G.) nos momentos MO (antes da colheita),
M1(imediatamente apés a colheita), M2 (3 dias de refrigeracao), M3
(6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8

(21 dias de refrigeracao).

5.1.5 Reacéo em cadeia da polimerase (PCR)

54

Nas amostras de sangue dos cades do grupo controle ndo se observou

amplificacdo do DNA de Leishmania, como era esperado, jaA que 0s animais

sdo oriundos de uma area livre da enfermidade.

Das dez amostras colhidas do grupo leishmaniose, em somente duas foi

amplificado o DNA do parasita; nos cdes de numero trés (sintomatico) e cinco
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(assintomatico). No sangue do primeiro animal o DNA do parasita foi
amplificado por PCR convencional durante todo o periodo de conservacao (21
dias), porém no cdo de numero cinco o DNA foi amplificado apenas logo apos a
colheita de sangue, ndo sendo mais identificado a partir do momento do
armazenamento em bolsa para transfusao.

Resultados negativos na PCR convencional ndo significam que as
bolsas de sangue conservadas nao apresentavam o parasita, mas que isto
pode ter ocorrido devido a pequena quantidade de parasitas nas bolsas e a
menor sensibilidade da técnica de PCR convencional quando comparada a
PCR em tempo real. Segundo Pelt-Verkuil (2008) a técnica de PCR em tempo
real requer apenas 3 picogramas, 0 que € material genético cerca de 1000
vezes menor do que a dos ensaios convencionais.

Além disto, o parasita pode ndo estar naquele momento na circulacao
sanguinea, estando em outros 6rgdos como baco, figado, linfonodos ou medula
0ssea. Nunes et al. (2007) citam que a escolha do tecido onde seré realizada a
pesquisa do DNA do parasita influencia a sensibilidade da reacéo, sendo que a
sensibilidade € menor nas amostras de sangue. Principalmente quando
comparada com a reagao proveniente de outros tecidos, como linfonodo, pele e
medula 6ssea (MIRO et al., 2008, PALTRINIERI et al., 2010).

Dependendo da fase da doenca, encontra-se o parasita em diferentes
locais, como a maioria dos animais eram sintomaticos, e portanto, a maior
probabilidade era de encontra-lo em 6rgéos linfoides, com baixa parasitemia.
Isto justifica uma PCR negativa no sangue de cdes com sinais e sintomas

clinicos da leishmaniose. .

5.1.6 Real-time PCR (qPCR)

A média e desvio padrdo das cargas parasitarias determinadas em
triplicata pela gPCR encontram-se dispostos na Tabela 11, em todos os
momentos avaliados enquanto as bolsas estavam sob refrigeracdo (M1 a M8),
apos a adicao da riboflavina (RB) e os tratamentos com luz ultravioleta (TT1 e
TT2)
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TABELA 11 — Carga parasitaria (/uL) (média e desvio padrdo) das bolsas
de sangue positivas na PCR convencional, determinada pela qPCR de
amostras de bolsa trés e cinco obtidas respectivamente de animal
sintomético e assintomatico em todos os momentos deste a colheita (MO)
até 21 dias de refrigeracdo (M8) e também apos a adicdo de riboflavina
(RB) e dos protocolos de luz UV utilizados TT1 (30 minutos) e TT2 (45

minutos).
Momentos Bolsa 3 Bolsa 5
(sintomaético) (assintomatico)
Média Desvio padrédo Média Desvio padréo
MO 43,04 -* 10,93 0,66
M1 22,95 - 5,79 2,92
M2 26,10 6,87 3,19 -
M3 17,34 6,89 1,67 -
M4 26,00 2,49 0 0
M5 19,69 9,62 0 0
M6 8,47 3,23 0 0
M7 2,29 0,59 0 0
M8 3,42 1,64 0 0
RB 5,59 3,07 - -
TT1 7,75 7,74 - -
TT2 22,65 1,76 - -

*Valores nao determinados.

A gPCR detectou o DNA do parasita em todas as amostras do animal
sintomatico (bolsa trés) e até M3 (9 dias de refrigeracdo da bolsa de sangue),
do céo assintomatico (bolsa cinco).

A gPCR foi mais sensivel que a PCR convencional, que sé tinha
detectado DNA da L. infantum chagasi no momento zero do cdo sem sintomas
da enfermidade. Segundo Mortarino et al. (2004) a técnica de PCR em tempo
real (QPCR) é um método avancado que pode detectar niveis extremamente
baixos de parasitas. Ramos et al. (2012) compararam as técnicas de PCR
convencional e tempo real utilizando amostras de medula o6ssea (MO),
linfonodos e baco de cdes naturalmente infectados por L. infantum chagasi,

sintomaticos e assintomaticos, observando que a qPCR amplificou o DNA das
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leishmanias de 100% das amostras dos animais sem sintomas, enquanto a
PCR convencional detectou o parasita em apenas 20% destes animais.

Portanto, o grau de parasitemia do animal doador utilizado na segunda
etapa do experimento (bolsa trés) foi conhecido durante todo o periodo em que
ficou refrigerado (MO a M8).

Quando observamos a Tabela 10 pode-se dizer que houve uma
diminuicdo da carga parasitaria durante o periodo em que as bolsas foram
mantidas sob refrigeracdo em ambas as bolsas, trés e cinco, chegando a zerar
a partir de M4 na bolsa cinco. Existe a possibilidade de que apos a adicéo da
riboflavina, e dos protocolos de luz de 30 e 45 minutos na bolsa trés, tenha
ocorrido um relativo aumento da carga parasitaria, que pode ser explicado pela
fragmentacdo do DNA da Leishmania, gerando mais por¢cdes de DNA apés os
tratamentos na bolsa de sangue, que foram amplificadas e detectadas pela
gPCR.

Ao observamos os resultados da carga parasitaria da bolsa trés e
avaliarmos o protocolo de inoculagdo em hamsters podemos afirmar que a L.
infantum chagasi foi capaz de sobreviver por pelo menos 21 dias de
armazenamento sob refrigeracdo. Ja Grogl et al. (1993) demonstraram que a L.
donovani foi capaz de sobreviver por pelo menos 25 dias de conservacao.

O risco de transmissdo da leishmaniose pela transfusdo sanguinea é
eminente quando cédes parasitados assintomaticos sdo usados como doadores,
principalmente nas transfusdes que envolvem sangue total e concentrado de
hemécias, nas quais as células mononucleares podem estar presentes. O
hemograma e os testes de diagnéstico laboratorial da leishmaniose sao

exames indispensaveis de triagem para cédes doadores de sangue.
5.1.7 Sorologia
Foi realizado na selecdo dos caes do Centro de Controle de Zoonoses

(CCZ), o teste rapido imunocromatografico Kalazar Detect®'®, baseado na

detecgdo de anticorpos contra o antigeno rK39 da Leishmania sp, sendo todos

16 Kalazar Detect®, InBios International, Inc. 562 1st Ave. South, Suite 600. Seattle, WA 98104
USA.
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0s cées selecionados positivos para este exame durante a triagem dos animais
no CCZ de Aracatuba-SP.

Teste semelhante estd sendo recomendado pelo Ministério da Saude
para o inquérito canino como técnica de triagem (BRASIL, 2011). Os exames
comerciais de imunocromatografia utilizam como antigeno o rK39 e tém sido
Uteis no diagnostico de LV tanto em seres humanos quanto em cédes. Suas
vantagens sao a simplicidade de uso, rapidez e praticidade, além da auséncia
de reacéo cruzada entre Trypanossoma cruzi e L. infantum chagasi (ZANETTE,
2006; SILVA et al., 2012).

Além disto, foi realizada a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania infantum chagasi nas bolsas de
sangue a cada trés dias para acompanhamento do titulo de anticorpos do
sangue das respectivas bolsas (M1 a M8).

Todas as amostras apresentavam titulos de 1:640, mantendo-se durante
0s 21 dias do experimento em todos os momentos avaliados. Isto indica que 0s
cdes do grupo leishmaniose, em sua maioria sintomaticos, tinham titulos
elevados, que se mantiveram durante o periodo de conservacdo do sangue.
Segundo Ferrer (1999) e Ferrer (2002), animais doentes desenvolvem
principalmente uma resposta imune humoral e produzem altos titulos de IgG
anti-Leishmania. Para Paltrinieri et al. (2010) em cées a soroconversao ocorre,
em meédia, cinco meses apds a infec¢cdo, podendo ocorrer entre um e 22
meses. E para Ferrer (2002) os titulos permanecem elevados por, pelo menos,
dois anos, indicando que os animais do G, tinham a infec¢do ha mais tempo.
De acordo com Paltrinieri et al. (2010) os titulos de anticorpos anti-Leishmania,
obtidos por meio de exames sorolégicos, nem sempre estdo associados com a
severidade dos sintomas e devem ser interpretados com cautela, sendo que
titulos baixos geralmente séo observados em cées assintomaticos infectados.

Em situacBes de banco de sangue humanos, anticorpos anti-Leishmania
foram encontrados em 11 dos 1449 doadores de sangue do distrito de
Agrigento, na Sicilia, Italia (0,75% dos casos) (SCARLATA et al., 2008) e em
44 dos doadores de sangue de 1437 (3,1%) e Baleares, na Espanha (RIERA et
al., 2008). No entanto, a sorologia para leishmaniose nao ¢ feita de rotina entre

os doadores de sangue.
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Segundo Cardo et al. (2006) existem poucos casos publicados de
transmissao transfusional acidental de Leishmania por varios motivos, dentre
eles, a ocorréncia de transmissdo predominantemente em areas endémicas,
tornando dificil provar que a transmisséo ocorreu pela transfusdo. Outro fator é
que a infeccdo pode ser assintomatica em animais com sistemas imunologicos
sadios. Além disto, Harms et al. (2003) discutem que a dificuldade € imposta
pelo fato de que o tempo desde o surgimento dos sintomas até o diagnostico
pode variar de um a 16 meses.

Segundo Giger et al. (2002), apenas hospitais veterinarios em grandes
centros urbanos, faculdades de medicina veterinaria e algumas clinicas
privadas tém acesso aos doadores de sangue permanentes. Estes animais
geralmente sdo vacinados contra as principais enfermidades virais que afetam
0s cades e sdo submetidos a exames soroldgicos periddicos para deteccdo de
dirofilariose e hemoparasitoses transmitidas por carrapatos, como a babesiose
e erliquiose.

De acordo com Harrell e Kristensen (1995), Owens et al. (2001) e Reine
(2004) existe um risco elevado de transmisséo de agentes infecciosos durante
os procedimentos de transfusdo sanguinea, particularmente por protozodarios,
devido aos seus longos periodos de incubacdo, a persisténcia subclinica em
animais infectados e a probabilidade de permanecerem viaveis nas bolsas de
sangue estocadas.

Na primeira etapa do experimento, o sangue colhido e armazenado em
bolsas de transfusdo de animais com leishmaniose demonstrou: anemia,
hiperproteinemia, trombocitopenia, hipercalemia (ap6s 18 dias de refrigeracao),
diminuicdo do pH, 100% das RIFIs positivas (titulo 1:640) e PCR convencional
positiva em 20% dos animais.

Desta forma, os cées do grupo leishmaniose n&o serviriam como
doadores, somente pela observagcdo das alteragGes feitas no hemograma. O
hemograma € um exame de triagem, de facil realizacdo, que deveria ser feito
em todos os animais candidatos a doadores de sangue, ja que a sorologia e a
PCR séo analises mais elaboradas, que demandam tempo, e que seriam
inviaveis em um caso de emergéncia, que é um procedimento de transfusao de

sangue.
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5.2 Avaliacdo da eficacia da riboflavina sob acdo da luz ultravioleta na
inativagdo de Leishmania infantum chagasi em sangue canino

conservado para transfusédo — segunda etapa

5.2.1 Sinais e sintomas clinicos observados nos hamsters e necropsia

Proximo ao final do experimento (120 dias), os animais dos grupos
leishmaniose e riboflavina apresentaram emagrecimento aparente, quando
comparados aos demais grupos.

Durante a necropsia dos hamsters, feita para realizacdo do imprinting e
colheita dos orgdos (baco, figado e medula 6ssea) obtivemos 0s seguintes
resultados: 100% dos animais dos grupos leishmaniose e riboflavina
apresentaram esplenomegalia, 50% dos hamsters destes dois grupos
apresentaram hepatomegalia e 42% dos animais do grupo leishmaniose
apresentaram ascite. Os hamsters do Gy3p € Grss N0 apresentaram sinais e

sintomas durante o periodo de observacédo (Tabela 12).

TABELA 12 — Evolucéo clinica dos hamsters (nimero de
animais que desenvolveram ou ndo sintomas/numero total
de animais) apdés inoculacdo de sangue de cdo com
leishmaniose nos diferentes tratamentos (grupo
leishmaniose - G, grupo riboflavina — Ggg, grupo tratado |
com riboflavina associada a 30 minutos de luz UV — Gyzp €
grupo tratado 1l com riboflavina associada a 45 minutos de

luz UV — GT45).
Grupos Sintomaticos Assintomaticos
GL 717 0/7
Grs 717 o/7
Gr3o or7 717
Gr4s 0/7 717

No presente trabalho apds 120 dias os hamsters do grupo leishmaniose
apresentaram hepatoesplenomegalia e ascite. Lei et al. (2010) inocularam
hamsters com L. infantum chagasi pela da veia safena e em aproximadamente
15 semanas (105 + 22,2 dias), os animais apresentaram pele enrugada,
aumento de volume abdominal devido a hepatoesplenomegalia, e/ou ascite.

Freitas et al. (2005) realizaram inoculacdo de sangue total de cdo com
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leishmaniose e de concentrado de células mononucleares isoladas infectadas
por Leishmania em hamsters e observaram que apos inoculacdo de sangue
total de cdo com leishmaniose os sinais e sintomas clinicos nos hamsters
foram mais evidentes, apresentando aumentos variaveis no baco, no figado e
de ganglios linfaticos mesentéricos, bem como presenca de liquido ascitico em
alguns casos.

Desta forma, pode-se dizer que o sangue canino da bolsa trés inoculado
nos Hamsters nos grupos G, e Ggg continha leishmanias e que estas foram
transmitidas. O volume de sangue canino utilizado para inoculacdo dos
hamsters no experimento (3,5 mL) demostrou que o parasita Leishmania
infantum chagasi pode ser experimentalmente transmitido pelo sangue total de
cées naturalmente infectados para seus 0s receptores (hamsters sensiveis).

Este é um achado importante, dado ao amplo uso de transfusdes de
sangue na Medicina Veterinaria. Além disto, no Brasil, geralmente a terapia
pelo sangue envolve o uso de sangue total e de cédes doadores escolhidos
aleatoriamente, sem o diagndstico laboratorial para leishmaniose.

Segundo Fast et al. (2006), a acdo da RB associada a luz UV resulta na
inibicdo das citocinas/quimiocinas, por isso hipotetizamos que este € o motivo
dos hamsters que receberam sangue tratado n&do apresentarem sinais e
sintomas clinicos, associado a baixa carga parasitaria.

Segundo Goto e Lindoso (2004) o hamster mimetiza a patogenia e a
clinica da doenca humana e canina, manifestando a hepatoesplenomegalia e
supressao da resposta das células T. Portanto, os animais dos grupos tratados
Gr30 € Grgs podem ndo ter desenvolvido a doenca clinica pela supressédo da
resposta imune mediada por linfécitos T, que segundo Rosypal et al. (2005)
interagem com os macréfagos parasitados. Estudos realizados por Guarga et
al. (2000) em caes sintoméaticos provenientes do Mediterraneo com LV
revelaram que a auséncia de resposta celular estd relacionada com a
diminuicdo dos niveis de CD4+ e altos titulos de anticorpos. Para Baneth e
Solano-Gallego (2012), os anticorpos especificos opsonizam as formas
amastigotas iniciando sua fagocitose pelos macrofagos. Ainda de acordo com
Rosypal et al. (2005) , os macrofagos infectados tém capacidade reduzida de
interagir com linfocitos T, o que interfere na liberacdo de interferon-gama e

promovem a destrui¢do do parasito.
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5.2.2 Imprinting medula 6ssea, baco e figado

Dos sete hamsters inoculados do grupo leishmaniose somente um foi
negativo, ndo sendo encontradas formas amastigotas de LV no esfregaco
sanguineo corado obtido pela leitura das laminas de imprinting dos 6rgaos
avaliados (medula Gssea, baco e figado), sendo, portanto 83% dos animais
positivos para Leishmania (Figura 21). O mesmo ocorreu no grupo riboflavina.
Porém dos sete animais do grupo tratado | e dos sete do grupo tratado lI,
quatro em cada grupo foram positivos na pesquisa de formas amastigotas de
leishmanias (57%) em pelo menos um dos o6rgdos linfoides, sendo esta
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparamos G, e Ggrg
com os grupos tratados com riboflavina associada a luz ultravioleta (Grzo €
Gras).

Mesmo apOs o tratamento com riboflavina associada a luz UV nos
grupos Gtz € Gra5, em 57% dos animais em cada grupo foram detectadas as
formas amastigotas no esfregaco sanguineo (Figura 20), indicando que nao

ocorreu a eliminacdo completa dos parasitas.

120 1 Medula 6ssea + Baco + Figado

100
80

% 60 ONegativo
B Positivo
40 -

20 A

Grupo Grupo riboflavina Grupo tratado | (30 Grupo tratado Il
leishmaniose min.) (45 min.)

FIGURA 20 — Porcentagem de laminas positivas e negativas para L.
infantum chagasi em “imprinting” dos o6rgédos linfoides (medula Ossea,
baco e figado) dos hamsters dos grupos: leishmaniose, riboflavina, tratado
I com riboflavina associada a 30 minutos de luz UV e tratado Il com
riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.
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Quando avaliados o0s o¢rgdos linfoides separadamente, formas
amastigotas de LV foram encontradas no esfregaco sanguineo corado obtido
através do imprinting medula éssea dos hamsters no grupo leishmaniose,
sendo que 86% das amostras eram positivas e 14% negativas; no grupo
riboflavina 71% eram positivas e 29% negativas; no tratamento com associacao
de riboflavina e luz UV por 30 minutos (grupo tratado I) 29% eram positivas e
71% das laminas eram negativas e no tratamento com associacdo de
riboflavina e luz UV por 45 minutos (grupo tratado II) 14% eram positivas
enquanto que em 86% das laminas ndo foi encontrado o parasita. A menor
porcentagem de laminas positivas para L. infantum chagasi foi estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparados os grupos tratados com luz UV por

30 e 45 minutos com os grupos leishmaniose e riboflavina (Figura 21).
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Grupo Grupo riboflavina Grupo tratado 1 (30 Grupo tratado |l
leishmaniose min.) (45 min.)

FIGURA 21 — Porcentagem de laminas positivas e negativas para L.
infantum chagasi em “imprinting” de medula 6ssea dos Hamsters dos
grupos: leishmaniose, riboflavina tratado | com riboflavina associada a 30
minutos de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de
luz UV.

Formas amastigotas de Leishmania sp foram encontradas no esfregaco
sanguineo corado obtido através do imprinting de baco, ndo havendo diferenca
estatistica entre os grupos (p>0,05). Sendo a porcentagem de amostras
positivas 71% e a porcentagem de amostras negativas 29% no grupo
leishmaniose e 57% positivas e 43% negativas, nos grupos riboflavina, tratado |
e tratado Il (Figura 22).
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FIGURA 22 — Porcentagem de laminas positivas e negativas para L.
infantum chagasi em “imprinting” de baco dos Hamsters dos grupos:
leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos
de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Formas amastigotas de Leishmania sp foram encontradas no esfregaco
sanguineo corado obtido através imprinting de figado, ndo havendo diferenca
entre os grupos (p>0,05), sendo que 14% das amostras eram positivas e 86%
negativas no G, 29% das amostras eram positivas e 71% negativas no Ggg,
29% das amostras eram positivas e 71% negativas no Gtz € 14% das
amostras positivas e 86% negativas no Gry4s (Figura 23).

A pesquisa de amastigotas foi positiva no bago na maioria dos
animais infectados, independente do grupo inoculado com sangue de canino
com leishmaniose, confirmando as observacfes de outros autores em
infecgbes experimentais, e em casos caninos e humanos de leishmaniose
visceral submetidos a necropsia (ZIJLSTRA et al., 2001; RICA-CAPELA et
al., 2003; SINGH e SIVAKUMAR, 2003; WYLLIE e FAIRLAMB, 2006). De
acordo com Singh e Sivakumar (2003), em cdaes, a sensibilidade é maior
qgquando se utiliza aspirado esplénico. Segundo Zijlstra et al. (2001) o
diagnéstico da doenca nos cdes pode ser feito pela demonstracdo das
formas amastigotas em aspirados de linfonodos, medula 6ssea e bago, com

sensibilidade de 58, 70 e 96% respectivamente.
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FIGURA 23 — Porcentagem de laminas positivas e negativas para L.
infantum chagasi em “imprinting” de figado dos Hamsters dos grupos:
leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos
de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.
A pesquisa de formas amastigotas nos imprintings dos o6rgéos linfoides
dos hamsters dos grupos G, Ggrs, Gr30 € Grs45 Serviu para diagnosticar a LV.
Para Kontos e Koutinas (1993), Ferrer (1999) e Ikeda-Garcia e Feitosa (2007)
uma das formas mais seguras de diagndstico de leishmaniose visceral é a
observacdo direta de formas amastigotas do parasita em esfregacos de
linfonodos, medula 6ssea, aspirado esplénico, biopsia hepética e esfregacos
sanguineos. Para Slappendel e Ferrer (1998) a especificidade deste método é
virtualmente 100%, mas dependendo do tempo despendido procurando o
parasita, a sensibilidade passa a ser de no maximo 80% em animais

sintomaticos e menor em caes assintomaticos.

5.2.3 PCR convencional

Os sete Hamsters inoculados do grupo leishmaniose tiveram todas as
amostras de sangue negativas no PCR convencional, enquanto 100% das
amostras de medula 0ssea e bacgo foram positivas. No figado a PCR foi positiva
em 42% das amostras colhidas (Tabela 13). Isto ocorreu porque 0s animais
nao estavam mais em parasitemia, devido ao tempo transcorrido entre a
inoculagcdo e a obtencdo do sangue (120 dias), estando os parasitas nos

orgaos linfoides.
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TABELA 13 - Resultado do PCR convencional dos
Hamsters do grupo leishmaniose: amostras de sangue e
macerado de baco, figado e medula 6ssea.

Hamsters Sangue Baco Figado Medula 6ssea

1 Negativo Positivo Positivo Positivo
2 Negativo Positivo Positivo Positivo
3 Negativo Positivo Negativo Positivo
4 Negativo Positivo Positivo Positivo
5 Negativo Positivo Negativo Positivo
6 Negativo Positivo Negativo Positivo
7 Negativo Positivo Negativo Positivo

No grupo riboflavina 28% das amostras foram positivas pela PCR
convencional no sangue, 71% no baco e no figado e 86% foram positivas na
medula éssea (Tabela 14). Este grupo se comporta de forma semelhante ao
G, ja que a riboflavina utilizada sem a associacdo com a luz UV, nao
apresenta sua acao inativadora de agir como um fotossensibilizador, e desta
forma segundo Goodrich (1997) e Marschner e Goodrich (2011) ndo provoca
os danos seletivos aos acidos nucleicos esperados.

TABELA 14 — Resultado do PCR convencional dos hamsters
do grupo riboflavina: amostras de sangue e macerado de
baco, figado e medula éssea.

Hamsters Sangue Baco Figado Medula 6ssea

1 Negativo Positivo Negativo Negativo
2 Positivo  Positivo  Positivo Positivo
3 Negativo Positivo Negativo Positivo
4 Negativo Negativo Positivo Positivo
5 Negativo Negativo Positivo Positivo
6 Negativo Positivo Positivo Positivo
7 Positivo  Positivo  Positivo Positivo

Dos hamsters que receberam sangue tratado com riboflavina e luz
ultravioleta por 30 minutos (tratado 1), 28% das amostras foram positivas para
PCR no sangue, 100% positivas no baco e medula 6ssea e 71% no figado
(Tabela 15). Mesmo ap0s o tratamento com riboflavina associada a luz UV por
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30 minutos os animais apresentaram diagnostico laboratorial positivo, e quando
realizada a técnica da PCR convencional, pode-se observar DNA do parasita
no sangue, baco, medula éssea e figado, indicando que o tratamento ndo

eliminou completamente o parasita.

TABELA 15 — Resultado do PCR convencional dos hamsters
do grupo tratado | (RB associada a 30 minutos de luz UV):
amostras de sangue e macerado de baco, figado e medula
0ssea.

Hamsters Sangue Bacgo Figado Medula 6ssea

1 Positivo Positivo Negativo Positivo
2 Negativo Positivo Positivo Positivo
3 Negativo Positivo Positivo Positivo
4 Positivo Positivo Negativo Positivo
5 Negativo Positivo Positivo Positivo
6 Negativo Positivo Positivo Positivo
7 Negativo Positivo Positivo Positivo

Os animais que receberam sangue tratado com riboflavina associada a
luz UV por 45 minutos (tratado Il) apresentaram porcentagem de positivos na
PCR convencional de 28% no sangue e 100% no baco, figado e medula éssea
(Tabela 16). Mesmo apés o tratamento com RB e 45 minutos de luz UV os
animais apresentaram diagnostico laboratorial positivo, podendo-se observar
DNA do parasita no sangue, baco, medula 6ssea e figado, através da PCR
convencional, indicando que o tratamento assim como no grupo Grz, n&o

eliminou completamente a L. infantum chagasi.
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TABELA 16 - Resultado do PCR convencional dos
Hamsters do grupo tratado Il (RB associada a 45 minutos de
luz UV) amostras de sangue e macerado de baco, figado e
medula 6ssea.

Hamsters Sangue Bacgo Figado Medula 6ssea

1 Positivo Positivo Positivo Positivo
2 Negativo Positivo Positivo Positivo
3 Negativo Positivo Positivo Positivo
4 Positivo Positivo Positivo Positivo
5 Negativo Positivo Positivo Positivo
6 Negativo Positivo Positivo Positivo
7 Negativo Positivo Positivo Positivo

Para o diagnéstico realizado por PCR convencional a utilizagdo dos
protocolos de luz UV (30 e 45 minutos) ndo permitiu um diagndstico negativo,
sendo necessaria a utilizacdo da PCR quantitativa para determinar a carga
parasitaria. Para Nunes et al. (2007), a escolha do tecido onde sera realizada a
pesquisa do DNA do parasita influencia a sensibilidade da reacdo. De acordo
com Miré et al. (2008) e Paltrinieri et al. (2010), nas amostras de sangue a
sensibilidade € menor, principalmente quando comparada com a reacao

proveniente de outros tecidos, como linfonodo, pele e medula 6ssea.

5.2.4 qPCR

A somatéria da média da carga parasitaria do sangue com os 6rgaos
linfoides (MO, baco e figado) foi de 134 x 10°#113 x 10°%uL no grupo
leishmaniose, 73 x 10°+43 x 10%puL no grupo riboflavina, 9 x 10% 19 x 10°/pL
no grupo tratado |, com a associacao de riboflavina mais 30 minutos de luz UV
e de 0,5 x 10°+ 1 x 10%pL no grupo tratado I, com a associacao de riboflavina
mais 45 minutos de luz UV.

Isto demonstra que apesar dos hamsters serem positivos na técnica de
PCR convencional para L. infantum chagasi, houve menor carga parasitaria
nos grupos tratados | e Il, quando comparados aos grupos leishmaniose e
riboflavina (p<0,05). Esta reducdo se deve, segundo Speek e Rosenkranz

(1979) e Goodrich (1997) ao fato da RB se associar aos acidos nucleicos do
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parasita e interceder no processo de transferéncia de eletrons oxigénio-
independente que leva a modificacdo destes &cidos nucleicos, principalmente
sobre os residuos de guanina. Para Kumar et al. (2004), a utilizacdo de luz UV,
sem a adicao de riboflavina, causa dano reversivel ao acido nucleico, porém,
os danos induzidos pela RB sao irreversiveis, pois os processos de replicacao
e reparacao sao prejudicados devido a modificagdo da base guanina.

O 6rgdo com maior carga parasitaria foi a medula éssea, pois todos os
grupos apresentaram grande quantidade do parasita, porém houve carga
parasitaria significativamente menor na MO nos hamsters do grupo Gtz € Gras
quando comparados aos grupos leishmaniose e riboflavina (RB) (p<0,05)
(Tabela 17 e Figura 24).

Quando comparamos a reducao da carga parasitaria dos grupos com o
grupo leishmaniose, o grupo riboflavina teve uma reducéo de 46% da carga do
G., enquanto o grupo tratado | (30 minutos de luz UV) teve uma reducéo de
93% da carga parasitaria e o grupo tratado Il (45 minutos de luz UV) uma
reducdo de 99% da carga parasitaria. Sendo o tratamento do Grss 0 mais

efetivo na reducéo da carga parasitaria.

TABELA 17 — Estatistica descritiva da carga parasitaria (/uL) obtida pela gPCR da medula éssea
nos diferentes grupos: leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos
de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio Mediana  Minimo Méaximo Erro
padréo padréo
Leishmaniose 133 x 10°A 112 x 10° 116 x 10° 6,62 304 x 10° 42 x 10°
Riboflavina 73 x 10°A 43 x 10° 86 x 10° 0,00 106 x 10° 19 x 10°
Tratado | 9 x 10°B 19 x 10° 3,87 0,00 52 x 10° 7 x 10°
Tratado Il 0,45 x 10°B 1 x 10° 2,69 0,00 3 x 10° 0,45 x 10°

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
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FIGURA 24 — Média e erro padrao da carga parasitaria (/uL) de
Leishmania na medula 6ssea dos Hamsters nos diferentes grupos:
leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30
minutos de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45
minutos de luz UV.

O baco foi o segundo érgdo com maior carga parasitaria, havendo
diferenca significativa entre o grupo leishmaniose e o grupo riboflavina e
tratado 1l (p<0,05) (Tabela 18 e Figura 25). Houve uma redugédo de 90% da
carga parasitaria no grupo riboflavina, de 40% no grupo tratado | (30 minutos
de luz UV) e de 87% no grupo tratado Il (45 minutos de luz UV), quando

comparados ao grupo leishmaniose.

TABELA 18 — Estatistica descritiva da carga parasitaria (/uL) obtida pela gPCR do baco nos
diferentes grupos: leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos de
luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio Mediana  Minimo Méaximo Erro
padréo padréo
Leishmaniose 476 x 10°A 1x10° 90,87 9,39 2 x 10° 475 x 10°
Riboflavina 45 x 10°B 87 x 10° 5x 10° 64,70 239 x 10° 33x10°
Tratado | 283 x 10°A 404 x 10° 2 x10° 300,55 911 x10° 152 x 10°
Tratado Il 59 x 10°B 99 x 10° 9x 10° 0,00 276 x 10° 37 x 10°

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
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FIGURA 25 — Média e erro padrdo da carga parasitaria (/uL) de

Leishmania no baco dos Hamsters nos diferentes grupos:

leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30

minutos de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45

minutos de luz UV.

O figado ndo apresentou carga parasitaria tdo alta quanto os demais
orgdos avaliados, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos estudados
(p>0,05) (Tabela 19 e Figura 26). Segundo Wilson et al. (1996) o figado serve
como local de replicacdo inicial do parasito e o baco como local de
persisténcia. Em seu estudo com camundongos, aos 60 dias pos-infeccdo o
baco passou a apresentar maior carga parasitaria em comparacéo ao figado,
sugerindo que o0 mesmo esteja montando uma resposta imune eficiente frente
ao parasito. Sabe-se que a infeccdo do figado é auto limitante, com formacéao
de granulomas, e que no baco o crescimento do parasito é lento e persistente,
além desse 6rgdo ser conhecido por ser mais suscetivel a infeccdo por

Leishmania spp.

TABELA 19 — Estatistica descritiva da carga parasitaria (/L) obtida pela qPCR do figado nos
diferentes grupos: leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos de
luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio Mediana  Minimo Maximo Erro
padréo padréo

Leishmaniose 58,22 131,86 7,59 0,00 356,78 49,84
Riboflavina 111,16 218,35 11,22 0,00 500,61 97,65
Tratado | 83,50 220,00 18,21 2,16 583,20 83,30

Tratado Il 119,50 207,17 18,93 0,00 551,70 78,30
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FIGURA 26 — Média e erro padrdo da carga parasitaria (/uL) de
Leishmania no figado dos Hamsters nos diferentes grupos:
leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30
minutos de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45
minutos de luz UV.

O sangue em todos 0s grupos teve baixa carga parasitaria atravées da
técnica de gPCR, sem diferenca significativa entre eles (p>0,05) (Tabela 20 e
Figura 27). Uma explicacdo para este fato € que parasitemia nesta fase da
infeccdo € menor, ja que os parasitas encontram-se nos 6rgdos linfoides. Na
PCR para amostras de sangue, a sensibilidade é menor (NUNES et al., 2007),
principalmente quando comparada com a reagao proveniente de outros tecidos,
como linfonodo, pele, medula 6ssea (MIRO et al., 2008, PALTRINIERI et al.,
2010) e baco (SOLCA et al., 2012).

TABELA 20 — Estatistica descritiva da carga parasitaria (/L) obtida pela gPCR do sangue nos
diferentes grupos : leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30 minutos de
luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio Mediana  Minimo Maximo Erro
padrao padréo

Leishmaniose 0,85 1,35 0,25 0,00 3,24 0,61

Riboflavina 0,03 0,08 0,00 0,00 0,20 0,03

Tratado | 0,30 0,81 0,00 0,00 2,13 0,30

Tratado Il 0,46 0,88 0,00 0,00 2,42 0,33
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FIGURA 27 — Média e erro padrdo da carga parasitaria (/uL) de
Leishmania no sangue dos Hamsters nos diferentes grupos:
leishmaniose, riboflavina, tratado | com riboflavina associada a 30
minutos de luz UV e tratado Il com riboflavina associada a 45
minutos de luz UV.

A diferenca nos resultados no sangue e nos 6rgaos linfoides pode estar
relacionada com a distribuicdo heterogénea dos parasitas, em cada tecido,
bem como a carga parasitéria e resposta imune local (MAIA et al., 2009).

Obtivemos resultados semelhantes aos de Cardo et al. (2006), que
utilizando riboflavina e luz UV em bolsas de plasma, obteve uma reducdo
significativa de Leishmania donovani infantum, principalmente quando
avaliamos os resultados das cargas parasitarias na medula 6ssea e no baco.

Na segunda etapa, identificamos que a associacéo da riboflavina com a
luz UV reduziu a carga parasitaria de Leishmania infantum chagasi quando
consideramos a somatdria da média da carga parasitaria do sangue com 0s
orgdos linfoides (MO, baco e figado), porém ndo evitou que este agente
patogénico fosse transmitido em procedimentos de terapia pelo sangue, ja que
o parasita e o seu DNA foram encontrados nos 6rgaos linfoides. Porém, o
sangue parasitado tratado com riboflavina e luz ultravioleta ndo foi capaz de
produzir sinais e sintomas em hamsters durante o periodo estudado de 120

dias.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho, nas condicbes em que foi realizado,

nos permitem concluir que:

O hemograma e os testes de diagndstico laboratorial da leishmaniose
como citologia aspirativa por agulha fina e sorologia sdo exames
indispensaveis de triagem para cées doadores de sangue.

O sangue parasitado com Leishmania infantum chagasi ndo perdeu a
capacidade de produzir a infec¢cao ap6s o periodo de armazenamento.

O tratamento com luz ultravioleta e riboflavina do sangue parasitado com
Leishmania infantum chagasi impede o aparecimento de sintomas nos

hamsters e diminui a sua carga parasitaria.
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8. TRABALHOS CIENTIFICOS

Trabalhos a serem submetidos & Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.

Alteracoes hematoldgicas em bolsas de sangue de cies parasitados por Leishmania infantum chagasi!

Soraya Regina Sacco?*, Cesar Rodrigo de Souza Surian?, Rodrigo Costa da Silva2, Hélio Langoni2, Mary
Marcondes3 e Raimundo Souza Lopes?

ABSTRACT.- Sacco S.R., Surian, C.R.S., Silva, R.C.,, Langoni, H.,, Marcondes, M. & Lopes R.S. 2013.
[Hematological abnormalities in blood bags of dogs infected by Leishmania infantum chagasi.]
Alteracdes hematoldgicas em bolsas de sangue de cies parasitados por Leishmania infantum chagasi.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Distrito de Rubido Junior, Cx. Postal 560, Botucatu, SP
18618-000, Brazil. E-mail: soraya_sacco@rocketmail.com

Providing safety during the transfusion of blood products is of major importance in transfusion
medicine; this requires a proper blood to minimize the occurrence of pathogen transmission. The present work
aims to characterize the possible hematological and biochemical changes that occurrduring the 21 days of
storage of canine blood samples collected in plastic bags for transfusion. Total blood count, determination of
serum sodium and potassium, serological and molecular tests, comparing a group of bags of blood taken from
dogs infected with Leishmania infantum chagasi, with a group of bags of blood obtained from healthy dogs. The
blood of dogs with leishmaniasis stored in bags for transfusion showed anemia, hyperproteinemia,
thrombocytopenia, hyperkalemia, decreased pH, 100 % of RIFIs positive (1:640 title) and conventional PCR
positive in 20% of animals, demonstrating the importance of blood count, biochemical tests and laboratory tests
for the diagnosis of leishmaniasis in blood donor selection.

INDEX TERMS: dog, leishmaniasis, whole blood.

RESUMO.- E de extrema importincia para a medicina transfusional que haja seguranga no procedimento de
transferéncia de hemocomponentes, minimizando a ocorréncia da transmissdo de patdgenos. O presente
trabalho visa caracterizar as possiveis alteragdes hematoldgicas e bioquimicas, ocorridas durante o periodo de
21 dias de armazenamento das amostras de sangue canino, colhidas em bolsas plasticas para transfusdo. Para
isto, realizou-se hemograma, determina¢do da concentracdo sérica de sédio e potassio, testes soroldgicos e
moleculares, comparando-se um grupo de bolsas de sangue colhidas de cdes parasitados com L. infantum
chagasi, com um grupo de bolsas de sangue obtidas de cdes higidos. O sangue de cdes com leishmaniose
armazenado em bolsas para transfusdo demonstrou: anemia, hiperproteinemia, trombocitopenia, hipercalemia,
diminuicdo do pH, 100% das RIFIs positivas (titulo 1:640) e PCR convencional positiva em 20% dos animais,
demonstrando a importancia do hemograma, exames bioquimicos e dos testes laboratoriais de diagnéstico da
leishmaniose na selecdo dos doadores.

TERMOS DE INDEXACAO: cdo, leishmaniose, sangue total.

INTRODUCAO

Antes da realizacdo de uma doacdo de sangue o histérico do doador deve ser averiguado, o animal deve ser
submetido a um exame fisico e a testes de controle laboratoriais. O animal ndo deve estar sob qualquer
tratamento, ndo deve ter histdrico de doenga grave ou contato com carrapatos ou outros hospedeiros ou vetores
de doengas, além disto, ndo deve ter sido submetido a transfusdo sanguinea anterior e, no caso de fémeas, ndo
devem estar prenhes (Kristensen e Feldman 2005).
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Mathur e Samantaray (2004) demostraram a sobrevivéncia da Leishmania no sangue e seus derivados
quando em condi¢des de armazenamento em bancos de sangue humanos. Além disto, anticorpos anti-Leishmania
foram encontrados em 11 dos 1449 doadores de sangue do distrito de Agrigento, na Sicilia, Italia (0,75% dos
casos) (Scarlata et al. 2008) e em 44 de 1437 doadores (3,1%) de Baleares, na Espanha (Riera et al. 2008). No
entanto, a sorologia para leishmaniose visceral ndo é realizada rotineiramente entre os doadores de sangue.

Os eritrocitos quando preservados sob condi¢des de banco de sangue sofrem alteragdes quimicas e
estruturais conhecidas como “lesdes de conservag¢io”, resultando em ruptura celular (Danon et al. 1964).

Segundo Lopes et al. (1995), os leucécitos sofreram decréscimo gradual de sua contagem global, o que
ocorre principalmente devido a degranulacdo de polimorfonucleares ao longo do tempo.

O sangue canino estocado em CPDA-1 apresenta aumento na concentragio extracelular de potassio e
sédio e diminui¢do no pH, na concentragdo plasmatica de glicose, na concentracdo de 2,3-difosfoglicerato (2,3-
DPG) e na quantidade de ATP, sugerindo uma redug¢io na capacidade de transporte de oxigénio pelos eritrécitos
(Wardrop et al. 1994).

A colheita de sangue, o processamento e as condi¢des de armazenamento podem influenciar de forma
significativa a qualidade dos componentes sanguineos. Desta forma, para a realizacdo de uma transfusio
sanguinea em larga escala, sdo necessarias, ndo s6 a disponibilidade dos componentes sanguineos e sua
utilizagdo apropriada, mas também a comprovacio da qualidade destes componentes (Zimrin e Hess 2009).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi determinar as possiveis alteracdes nos exames hematolégicos e
bioquimicos, e dos resultados dos testes laboratoriais de diagndstico da leishmaniose no sangue canino, obtido
de animais higidos e de cdes parasitados com Leishmania infantum chagasi, quando conservado em bolsas
plasticas contendo CPDA-1, durante 21 dias.

MATERIAL E METODOS

Apés tricotomia e antissepsia, foram colhidos 450mL de sangue da veia jugular, em bolsas plasticas triplas para
transfusdo contendo CPDA-1, de 10 cies, adultos, sendo cinco machos e cinco fémeas, de ragas variadas, com
pesos corporeos de aproximadamente 30 kg, clinicamente sadios, com exame fisico (parametros semiolégicos) e
hemograma normais, apresentando sorologia e PCR negativos para Leishmania infantum chagasi, além de serem
de regido nio endémica (Itapetininga-SP). Apods a colheita, as amostras foram refrigeradas para transporte,
sendo mantidas sob refrigeracdo? a temperatura de 4°C, durante 21 dias, sendo este grupo denominado de
controle (Gc).

Para o grupo leishmaniose (Gi) foram utilizados 10 caninos, adultos, de idade e sexo variavel, sem raga
definida, naturalmente infectados por Leishmania infantum chagasi, nove deles sintomaticos e somente um
assintomatico, oriundos do Centro de Controle de Zoonoses de Aracatuba-SP. A triagem dos animais foi realizada
através de exames parasitolégicos: puncao aspirativa do linfonodo popliteo e esfregaco de ponta de orelha, com
presenca de formas amastigotas livres ou no interior de macré6fagos. Além disto, para selecionar os caes, foi
utilizado o teste rapido imunocromatografico Kalazar Detect®* baseado na detec¢do de anticorpos contra o
antigeno rK39 da Leishmania sp.

Os animais parasitologicamente positivos e sororeagentes, receberam uma pré-anestesia com
acepromazina (0,055 mg/kg/1V), seguida, de uma indu¢do e manutencdo anestésica com pentobarbital sédico
(15 mg/kg/1V); sendo, entdo, colhidos 450mL de sangue por punc¢ao da veia jugular. Com os cdes ainda em plano
anestésico, foi aplicada uma ampola de cloreto de potassio a 19,1%, por via intravenosa, em cumprimento ao
Decreto no. 51.838 do Senado Federal, de 14 de margo de 1963, o qual estabelece que animais domésticos
portadores de leishmaniose devem ser submetidos a eutanasia. O método de eutanisia empregado segue as
recomendagdes da Resolugdo n°. 1000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Depois da colheita as amostras foram refrigeradas para transporte, sendo mantidas no refrigerador
supracitado, a temperatura de 42C, durante 21 dias.

Apébs homogeneizacao, 100 mL do sangue dos animais, de ambos os grupos, foram transferidos para
uma das bolsas satélites, sendo estas numeradas de um a dez. O restante do sangue colhido do grupo controle foi
utilizado pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Veterinario da FMVZ - UNESP, Botucatu/SP.

Antes da colheita das bolsas foi colhido 3mL de sangue de cada cdo (MO) e posteriormente a este
procedimento, amostras de sangue das bolsas satélites foram colhidas ap6s homogeneiza¢ido em oito momentos
diferentes: no dia da colheita (M1), trés dias apds a colheita (M2), seis dias ap6s a colheita (M3), nove dias apds a
colheita (M4), 12 dias apds a colheita (M5), 15 dias ap6s a colheita (M6), 18 dias ap6s a colheita (M7) e 21 dias
apds a colheita (M8), para a realizacdo do hemograma utilizou-se as técnicas descritas por Jain (1986),
determinacdo do pH5, realiza¢do da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e da PCR em tempo real (qPCR).

3 Refrigerador Vertical MBR-107D, Sanyo Eletric Co., Ltd.
4 Kalazar Detect®, InBios International, Inc. 562 1st Ave. South, Suite 600. Seattle, WA 98104 USA.
5 Peagametro pH-30 Check-Mite®,
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Além disto, as amostras de sangue foram centrifugadas durante cinco minutos a 2000 g. O plasma foi
separado em tubos da marca Eppendorf®, e congelado a -20° C, para realizacdo da técnica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), de acordo com Camargo (1966) e determinacdo da concentracdo de
sédio/potassio por meio de espectrofotometria de chama? nas bolsas durante todos os momentos da primeira
fase do experimento.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise descritiva, apds teste de normalidade observou-se que
0s parametros a serem avaliados possufam distribuicdo normal, com exce¢do das plaquetas, que precisou ser
transformada para log.

Modelos de medidas repetidas (PROC MIXED, SAS Institute, 2009) foram usados para comparar as
médias de cada variavel resposta entre os grupos de estudo e momentos de analise. Uma estrutura de
covariancia de simetria composta foi usada para modelar a correlagdo entre medidas repetidas dentro do mesmo
animal. O teste de Tukey foi usado para ajustar os valores-P resultantes de comparag¢des multiplas. Os resultados
foram discutidos ao nivel de 5% de significancia, segundo Sampaio (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores do eritrograma dos caninos doadores das bolsas de sangue (M0) do grupo controle (G¢) encontram-se
de acordo com os preconizados por Jain (1986), que considerou normal para cies a contagem de hemacias de 5,5
a 8,5 x 10%/ulL, a concentracdo de hemoglobina de 12 a 18 g/dL, hematocrito de 37 a 55%, volume corpuscular
médio (VCM) de 60 a 77fL e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de 32 a 36%.

No grupo controle observou-se uma reducgio significativa (p<0,05) nos valores médios do nimero total
de hemacias durante o periodo de acondicionamento das bolsas. No primeiro dia (M0) de analise foi encontrado
um valor médio de eritrocitos de 6,79+0,52 x 106/uL, que foi reduzido para 5,36+0,33 x 106/uL apds 21 dias de
conservacdo (Quadro a). Esta diminuicdo do nimero de hemacias no decorrer do periodo de conservagio
ocorreu provavelmente devido a hemdlise e as alteragdes morfologicas das células que provavelmente
provocadas pelas “lesdes de estocagem”. Estes resultados encontram-se de acordo com as alteragdes
encontradas por Danon et al. (1964) e Lopes et al. (1995). Para Zimrin e Hess (2009) a coleta de sangue, o
processamento e as condicdes de armazenamento podem influenciar de forma significativa a qualidade dos
componentes sanguineos. Sendo que a perda da membrana provocada pela formagio de microvesiculas € um dos
fatores que mais contribuem para as lesdes que ocorrem nas hemacias (Greenwalt 2006).

No grupo parasitado pela L. infantum chagasi houve uma redugdo do niumero de hemdcias, estes animais
se encontravam anémicos ao inicio do experimento com valor médio de eritrocitos de 2,90 x10¢/uL, porém sem
diminuicdo significativa dos eritrdcitos ao longo do periodo de armazenamento (p>0,05) (Quadro a). Quando
comparamos ambos os grupos, houve menor contagem de hemadcias no Gy (2,55+1,70 x10¢/uL) do que no G¢
(5,24+0,63 x 10%) em todos os momentos (p<0,05). As médias de hemoglobina (6,05+3,73g/dL) e hematdcrito
(15%£10%) também foram menores em G, do que em G¢ (12,4+1,25g/dL e 37+3,64%) (p<0,05) (Quadro a).

Os cdes com leishmaniose visceral (LV) apresentaram desde o momento M0 anemia, sendo na maioria
das vezes macrocitica normocrémica. A patogénese da anemia na LV ndo esta totalmente elucidada, acredita-se
que mais de um fator esteja envolvido como: sequestro esplénico de hemadcias, diminui¢do da produgdo medular,
faléncia renal cronica, perda sanguinea, hemoélise e mecanismos imunomediados (Koutinas et al, 1999;
Ciaramella e Corona, 2003; lkeda et al, 2003). De acordo com Michalick e Genaro (2005), na leishmaniose
visceral a medula 6ssea é em geral encontrada com hiperplasia e densamente parasitada. A eritropoese e
granulopoese sdo normais no inicio do processo infeccioso e durante as fases mais adiantadas da infec¢do, ocorre
desregulacdo da hematopoese, caracterizada pela diminuicdo da produgio celular.

Com relacdo aos indices hematimétricos, VCM e CHCM ndo diferiram entre os grupos (p>0,05), sendo
que no G¢ permaneceram dentro dos valores de referéncia preconizados por Jain (1986) durante todos os
momentos avaliados e o GL na maioria dos momentos demonstrou VCM maior, indicando anemia macrocitica
normocrémica. 0 RDW foi maior (p<0,05) no Gt (19,11£3,69%) do que no G¢ (14,26+0,76%), dentro do grupo
leishmaniose esta diferenca foi significativa entre MO e os momentos M6, M7 e M8 (p<0,05) (Quadro b).

Estes aumentos do VCM e do RDW indicam que as hemdacias eram maiores, o que pode estaar associado
a anemia regenerativa. Temizel et al. (2011) relataram aumento do VCM e do RDW em cdes com leishmaniose
visceral devido a anisocitose, associada a anemia regenerativa. O G por ser composto por animais com anemia,
apresentou resposta de medula 6ssea com macrocitose. Porém, segundo Koutinas et al. (1999), Ciaramella e
Corona (2003) e [keda et al. (2003) a ocorréncia de alteracdes hematoldgicas em caes com leishmaniose visceral
é muito frequente, sendo observada na série vermelha, anemia geralmente normocitica e normocrémica
arregenerativa em 57 a 94,2% dos animais.

6 Eppendorf®, Eppendorf do Brasil Ltda., Rua Ferreira de Aratijo 221 conj.15, Sdo Paulo, SP.
7 Fotdbmetro de chama FC 280 Celm (Cia Equipadora de Equipamentos Modernos - Barueri - SP)
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A contagem de leucécitos ndo diferiu entre os grupos, porém houve diminuicdo de leucécitos
significativa (p<0,05) a partir de 15 dias de refrigeracdo, em ambos os grupos, de 6.629 * 2.622/uL para 5.414 +
3.876 apds a colheita no Gy, e de 9.971 + 2.938/uL para 5.943 + 1.624/uL no G¢ (Quadro c).

Esses dados corroboram com as pesquisas realizadas por Lopes et al. (1995), em que o sangue
conservado em bolsas para transfusdo apresenta uma reducao do nimero de leucécitos no decorrer do tempo.

Com relacdo as alteragdes presentes na série leucocitaria dos cies do G no M0 houve contagem total de
leucécitos normais. Kontos e Koutinas (1993) também referem contagem de leucécitos totais normais em caes
com LV, porém Anosa e Idowu (1983) descrevem a presenca de leucocitose associada com neutrofilia, enquanto
Abranches et al. (1991) relatam a ocorréncia de leucopenia.

Houve uma reducio significativa (p<0,05) nos valores médios do niimero de plaquetas nos dois grupos
ao longo do tempo (Quadro c). Quando comparamos ambos os grupos, houve menor contagem de plaquetas no
Gi do que no G¢ em todos os momentos (p<0,05).

Os cdes com leishmaniose apresentaram trombocitopenia desde o momento MO0. Alguns autores relatam
que nos cies com leishmaniose a contagem plaquetaria pode ser normal (Moreno et al.,, 1998) enquanto outros
reportam a ocorréncia de trombocitopenia (Ciaramella e Corona, 2003). As possiveis causas da diminui¢cdo do
numero de plaquetas sdo a presenca de autoanticorpos, imunocomplexos, sequestro esplénico e supressdo da
medula 6ssea (Kontos e Koutinas, 1993).

A proteina plasmatica total (PPT) foi significativamente maior no G (8,29+1,24g/dL) do que no G¢
(6,17+0,64 g/dL) (p<0,05) (Quadro c).

Segundo Koutinas et al. (1999) uma das anormalidades mais frequentes da leishmaniose visceral é a
hiperglobulinemia, devido a uma ativacdo policlonal de linfécitos B e a producdo de anticorpos que ocorre
principalmente em cées sintomaticos, porque sdo os que desenvolvem imunidade humoral maior e pequena ou
nenhuma resposta celular. De acordo com Ikeda-Garcia et al. (2003) esta elevacdo da PPT se faz principalmente
devido a hiperglobulinemia, geralmente associada a hipoalbuminemia.

Ocorreu uma redugao significativa (p<0,05) do pH sanguineo em ambos os grupos durante o tempo em
que as bolsas permaneceram refrigeradas, indo de 7,04 para 6,98 no G¢ e de 7,14 para 6,94 no Gi.

Este dado corrobora com os de Wardrop et al. (1994) e Lopes et al. (1995) que relatam que a retirada do
sangue da circulacdo, resulta na formacdo de lactato, pois o metabolismo celular devido a metabolizacdo da
glicose pela via glicolitica anaerdébica, leva a um acimulo de fons hidrogénio (H*), provocando uma diminuicdo
do pH sanguineo.

Os resultados das dosagens plasmaticas de sédio e potassio do grupo controle e do grupo leishmaniose,
desde a colheita (M1) até 21 dias ap6s a conservagdo (M8) encontram-se no Quadro d.

Nao houve diferenga estatistica entre momentos e grupos em relacdo ao sédio (p>0,05), porém todas as
médias do eletroélito, tanto em G¢ quanto em G, estavam acima dos valores de referéncia proposto por Kaneko et
al. (2008), que relatam uma faixa variando de 141,1 a 152,3 mEq/L. Isto ocorreu devido a preseng¢a do
anticoagulante CPDA-1, composto por &cido citrico, citrato de sédio, fosfato de sédio, dextrose e adenina
(Lanevschi e Wardrop 2001).

Em relagdo a concentracdo plasmatica do potassio houve aumento significativo (p<0,05) ao longo do
tempo de refrigeracdo nas amostras de sangue, porém dentro dos valores de referéncia propostos por Kaneko et
al. (2008), de 4,37 a 5,65 mEq/L. Ocorreu hipercalemia somente no Gy, a partir do M7 (média de 5,78+0,90
mEq/L).

Portanto para ambos os grupos somente o aumento na concentracdo plasmatica de potassio foi
estatisticamente significativo (p<0,05). Michael et al. (1975) utilizando sangue humano conservado em bolsas
com CPD também relatou aumento de potassio plasmatico, descrevendo que este aumento é decorrente da
solucdo preservadora, do tempo de conservacdo, da reducdo da atividade da enzima de Na/K ATPase, da
temperatura de estocagem e da hemolise que ocorre no sangue durante o periodo de conservacao.

Nas amostras de sangue dos cdes do grupo controle ndo se observou amplificacio do DNA de
Leishmania, como era esperado, ja que os animais sdo oriundos de uma &rea livre da enfermidade. Das dez
amostras colhidas do grupo leishmaniose, em somente duas foi amplificado o DNA do parasita; nos caes de
numero trés (sintomatico) e cinco (assintomatico). No sangue do primeiro animal o DNA do parasita foi
amplificado por PCR convencional durante todo o periodo de conservacdo (21 dias), porém no cdo de nimero
cinco o DNA foi amplificado apenas logo apds a colheita de sangue, ndo sendo mais identificado a partir do
momento do armazenado em bolsa para transfusio.

Resultados negativos na PCR convencional ndo significam que as bolsas de sangue conservadas nao
apresentavam o parasita, mas que isto pode ter ocorrido devido a pequena quantidade de parasitas nas bolsas e
a menor sensibilidade da técnica de PCR convencional quando comparada a PCR em tempo real. Segundo Pelt-
Verkuil (2008) a técnica de PCR em tempo real requer apenas 3 picogramas, o que é material genético cerca de
1000 vezes menor do que a dos ensaios convencionais.

Além disto, o parasita pode nio estar naquele momento na circulagdo sanguinea, estando em outros
o6rgdos como baco, figado, linfonodos ou medula 6ssea. Nunes et al. (2007) cita que a escolha do tecido onde sera
realizada a pesquisa do DNA do parasita influencia a sensibilidade da reagdo, sendo que nas amostras de sangue
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a sensibilidade é menor. Principalmente quando comparada com a reagdo proveniente de outros tecidos, como
linfonodo, pele e medula 6ssea (Miré et al. 2008, Paltrinieri et al. 2010).

Dependendo da fase da doenca, encontra-se o parasita em diferentes locais, sendo a maioria dos animais
sintomaticos, a maior probabilidade era de encontra-lo em 6rgaos linfoides, com baixa parasitemia. Isto justifica
uma PCR negativa no sangue de cies com sinais e sintomas clinicos da leishmaniose.

A qPCR detectou o DNA do parasita em todas as amostras do animal sintomatico (bolsa trés) e até em
M3, com 9 dias de refrigeracdo da bolsa de sangue, do cdo assintomatico (bolsa cinco). As cargas parasitarias da
bolsa trés foram 43,04/uL em MO, 22,95/uL em M1, 26,10/uL em M2, 17,34/uL. em M3, 26,00/uL em M4,
19,69/uL em M5, 8,47 /uL. em M6, 2,29/ul. em M7 e 3,42/pL em M8. As cargas parasitarias da bolsa 5 foram
10,93/uL em MO, 5,79/uL em M1, 3,19/uL. em M2 e 1,67 /uL em M3.

A gPCR foi mais sensivel que a PCR convencional, que sé tinha detectado DNA da L. infantum chagasi no
momento zero do cdo sem sintomas da enfermidade. Segundo Mortarino et al. (2004) a técnica de PCR em tempo
real (QPCR) é um método avancado que pode detectar niveis extremamente baixos de parasitas. Ramos et al.
(2012) compararam as técnicas de PCR convencional e tempo real utilizando amostras de medula éssea (MO),
linfonodos e bagco de cdes naturalmente infectados por L. infantum chagasi, sintomaticos e assintomaticos,
observando que a qPCR amplificou o DNA das leishmanias de 100% das amostras dos animais sem sintomas,
enquanto a PCR convencional detectou o parasita em apenas 20% destes animais.

Pode-se dizer que houve uma diminuicdo da carga parasitaria durante o periodo em que as bolsas foram
mantidas sob refrigeracdo em ambos as bolsas, trés e cinco, chegando a zerar a partir de M4 na bolsa cinco.

Grogl et al. (1993) demonstraram que a L. donovani foi capaz de sobreviver por pelo menos 25 dias de
conservacao.

0 risco de transmissdo da leishmaniose pela transfusdo sanguinea é eminente quando cies parasitados
assintomaticos sdo usados como doadores, principalmente nas transfusdes que envolvem sangue total e
concentrado de hemacias, nas quais as células mononucleares podem estio presentes.

Foi realizado na selecdo dos cdes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), o teste rapido
imunocromatografico Kalazar Detect®8, baseado na deteccdo de anticorpos contra o antigeno rK39 da
Leishmania sp, sendo todos os cies selecionados positivos para este exame durante a triagem dos animais no CCZ
de Aragatuba-SP.

Teste semelhante estd sendo recomendado pelo Ministério da Sadde para o inquérito canino como
técnica de triagem (Brasil 2011). Os exames comerciais de imunocromatografia utilizam como antigeno o rK39 e
tém sido tuteis no diagnostico de LV tanto em seres humanos quanto em caes, suas vantagens sdo simplicidade de
uso, rapidez e praticidade, além da auséncia de reacdo cruzada entre Trypanossoma cruzi e L. infantum chagasi
(Silvaetal. 2012).

Além disto, foi realizada a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania infantum chagasi nas bolsas de sangue a cada trés dias para acompanhamento do titulo de
anticorpos do sangue das respectivas bolsas (M1 a M8).

Todas as amostras apresentavam titulos de 1:640, mantendo-se durante os 21 dias do experimento em
todos os momentos avaliados. Isto indica que os cdes do grupo leishmaniose, em sua maioria sintomaticos,
tinham titulos elevados, que se mantiveram durante o periodo de conservacdo do sangue. Segundo Ferrer
(2002), animais doentes desenvolvem principalmente uma resposta imune humoral e produzem altos titulos de
IgG anti-Leishmania. Para Paltrinieri et al. (2010) em caes a soroconversao ocorre, em média, cinco meses apos a
infeccdo, podendo ocorrer entre um e 22 meses. E para Ferrer (2002) os titulos permanecem elevados por, pelo
menos, dois anos, indicando que os animais do Gy, tinham a infecgdo ha mais tempo. De acordo com Paltrinieri et
al. (2010) os titulos de anticorpos anti-Leishmania, obtidos por meio de exames sorologicos, nem sempre estao
associados com a severidade dos sintomas e devem ser interpretados com cautela, sendo que titulos baixos
geralmente sdo observados em caes assintomaticos infectados.

Em situacdes de banco de sangue, anticorpos anti-Leishmania foram encontrados em 11 dos 1449
doadores de sangue do distrito de Agrigento, na Sicilia, Italia (0,75% dos casos) (Scarlata et al., 2008) e em 44
dos doadores de sangue de 1437 (3,1%) do Baleares, na Espanha (Riera et al., 2008). No entanto, a sorologia
para leishmaniose nio é feita de rotina entre os doadores de sangue.

Segundo Cardo et al. (2006) existem poucos casos publicados de transmissdo transfusional acidental de
Leishmania por varios motivos, dentre eles, a ocorréncia de transmissdo predominantemente em areas
endémicas, tornando dificil provar que a transmissio ocorreu pela transfusio. Outro fator é que a infec¢do pode
ser assintomatica em individuos com sistemas imunoldgicos sadios. Além disto, Harms et al. (2003) discutem
que a dificuldade é imposta pelo fato de que o tempo desde o surgimento dos sintomas até o diagndstico pode
variar de um a 16 meses.

Segundo Giger et al. (2002), apenas hospitais veterinarios em grandes centros urbanos, faculdades de
medicina veterinaria e algumas clinicas privadas tém acesso aos doadores de sangue permanentes. Estes animais
geralmente sdo vacinados contra as principais enfermidades virais que afetam os cdes e sdo submetidos a

8 Kalazar Detect®, InBios International, Inc. 562 1st Ave. South, Suite 600. Seattle, WA 98104 USA.
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exames soroldgicos periddicos para deteccdo de dirofilariose e hemoparasitoses transmitidas por carrapatos,
como a babesiose e erliquiose.

Desta forma, os cdes do grupo leishmaniose nao serviriam como doadores, somente pela observacgio das
alteracgoes feitas no hemograma. O hemograma é um exame de triagem, de facil realizacdo, que deveria ser feito
em todos os animais candidatos a doadores de sangue, ja que a sorologia e a PCR sdo andlises mais elaboradas,
que demandam tempo, e que seriam invidveis em um caso de emergéncia, que é um procedimento de transfusao
de sangue. Além disto, a pungao aspirativa por agulha fina também se trata de um método eficaz na triagem de
doadores de regides endémicas para LV.

CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho, nas condi¢des em que foi realizado, nos permitem concluir que o hemograma
e os testes de diagndstico laboratorial da leishmaniose como pungio aspirativa por agulha fina e sorologia sdo
exames indispensaveis de triagem para cies doadores de sangue.
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Quadro a. Estatistica descritiva para niimero de hemacias, determinaciao da hemoglobina e do
hematdcrito em bolsas de sangue conservadas por 21 dias, provenientes de cies higidos (grupo controle
- G¢) e de cdes com leishmaniose visceral (GL) nos momentos MO (antes da colheita), M1(imediatamente
apos a colheita), M2 (3 dias de refrigeracdo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15 dias), M7 (18

dias) e M8 (21 dias de refrigeracio).

Grupo e Hemdcias (x106/uL) Hemoglobina (g/dL) Hematécrito (%)
Momento Média  Media DP Média Media  DP Média Media  DP
na na na

Gc MO 6,793 6,73 0,52 16,754 16,90 1,19 50,1424 50,00 4,81
M1 5,24bA 524 0,63 12,408 12,50 1,25 36,574 37,00 3,64
M2 517v4 541 0,74  12,35bA 12,60 1,75  35,14b4 37,00 4,77
M3 5,034 5,02 0,59 12,55k 12,60 1,67  34,85bA 35,00 4,05
M4 519bA 543 0,88 12,44k 12,80 1,62  35,42bA 37,00 4,19
M5 5,23bkA 530 0,43  12,24pA 12,40 1,69  35,28bA 37,00 3,81
M6 5,10bA 534 0,69 12,18k 12,30 1,89  33,14bA 34,00 517
M7  5,27v4 5,25 0,41  12,52bA 12,80 1,81 34,000 35,00 3,78
M8 5,36b4 541 0,33 12,700 13,00 1,75 34,574 35,00 3,10

GL MO 2,908 3,35 1,28 6,478 6,20 2,79 21,578 20,00 9,71
M1 2,558 2,29 1,70 6,058 5,10 3,73 16,858 15,00 10,0



M2 2,188 2,12 1,49 5,388 4,60 3,37 17,008 15,00 9,86

M3 2,438 2,39 1,19 5,848 5,10 2,51 15,718 18,00 6,94
M4 1,928 1,84 1,02 4,718 4,50 2,16 14,288 13,00 8,47
M5 2,348 1,95 1,94 6,018 4,70 4,53 17,858 11,00 13,6
M6 2,028 2,37 1,09 5,058 5,40 2,30 14,858 14,00 6,56

M7 2,408 2,06 1,50 5718 4,40 299 17,148 14,00 8,29
M8 2,538 2,28 1,54 5,758 4,60 295 17,008 14,00 8,50

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
(letras minudsculas dentro do mesmo grupo e maidsculas entre os grupos).

Quadro b. - indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), concentracio de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), amplitude de distribuicdo dos eritrdocitos (RDW) dos caes do grupo controle
(Gc) e do grupo leishmaniose (G.) nos momentos MO (antes da colheita), M1(imediatamente apos a
colheita), M2 (3 dias de refrigeracao), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e
M8 (21 dias de refrigeracio).

Grupos e VCM (fL) CHCM (%) RDW (%)
Momentos  Média Mediana DP Média Mediana DP Média Mediana DP
Ge MO 73,29 74,00 3,68 33,29 33,00 1,11 14,314 14,20 0,35

M1 69,57 69,00 2,37 33,57 34,00 1,27 14,264 14,50 0,76
M2 68,08 68,39 3,00 35,17 35,68 1,24 14,264 14,50 0,72
M3 69,34 69,53 3,55 3597 36,00 1,22 14,214 14,40 0,74
M4 68,96 68,26 581 3511 34,59 1,42 14,844 15,10 0,51
M5 67,30 68,14 2,65 34,60 34,12 1,41 14,974 15,20 0,63
M6 64,74 65,93 344 36,88 37,65 2,35 14,934 14,90 0,72
M7 64,32 66,09 4,15 36,75 37,65 2,08 14,834 15,10 0,88
M8 64,45 64,29 3,75 36,65 37,95 3,07 15,144 15,70 1,25

Gy MO0 75,97 75,29 12,12 30,53 30,94 4,76 18,4728 16,50 4,18
M1 70,76 63,87 1391 3599 35,43 4,55 19,112b8 17,30 3,69
M2 85,32 75,63 17,15 31,12 30,67 1,56 19,362bB 17,00 4,02
M3 65,92 64,52 6,72 36,32 36,83 537 18,91abB 17,10 2,99
M4 73,50 73,26 16,25 36,46 40,77 8,00 19,372bB 17,40 3,54
M5 88,64 77,87 37,93 34,67 33,86 6,76 19,872bB 18,00 3,73
M6 83,04 75,53 25,35 34,10 34,29 511 20,0308 18,10 3,53
M7 80,70 73,03 23,36 32,50 33,08 4,56 19,53b8B 18,30 3,61
M8 75,14 67,89 21,02 33,59 33,08 3,82 19,53b8 18,30 3,61
*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
(letras mindsculas dentro do mesmo grupo e maidsculas entre os grupos).

Quadro c. - Contagem de plaquetas, leucocitos totais e determinacdo da proteina total plasmatica dos cies do
grupo controle (G¢) e do grupo leishmaniose (G.) nos momentos MO (antes da colheita), M1(imediatamente apés a
colheita), M2 (3 dias de refrigeracdo), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias), M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8 (21
dias de refrigeracao).

Grupos e Plaquetas (/pL) Leucécitos (/uL) Proteinas totais (g/dL)

Momentos Média Mediana DP Média Mediana DP Média  Mediana DP

Gc MO 33942924 332000 77884  9971a 10500 2938 7,669 7,80 0,57
M1 1327148 113000 37990 75712 7300 2466  6,17bA 5,80 0,64
M2 1211432 118000 45594 73142 6900 2378  5,74bA 5,80 0,71
M3  110714b8 114000 36696 74572 8000 2170  5,71ba 5,60 0,77
M4 108786bB 112000 36665 73292 8000 2150  5,69v0A 5,60 0,82
M5  106571%B 93000 41400 67862 6600 2269  5,61ba 5,40 0,84
M6 1060002 95000 43274  6257° 6800 1780  5,74bA 5,80 0,73
M7 1310008 94000 65038 5800 5400 1721  5,74bA 5,80 0,73
M8 1344298 102000 75791  5943b 6100 1624  5,94bA 6,00 0,71

G. MO 708578 65000 27811 6629 6900 2622  9,833B 9,70 1,42



M1 754298 42000 58682 4243 4100 1190  8,29bB 7,80 1,24
M2 744298 33000 73057 7000 5600 4696 8,26V 7,80 1,34
M3 745718 33000 80775 6914 5000 3806 8,298 7,80 1,33
M4 882868 42000 96557 6314 5200 4470 8,398 8,00 1,38
M5 96143® 53000 91226 7771 6800 5997  8,40bB 8,20 1,38
M6 878578 49000 101518 6543 5000 4711 8,518 7,80 1,29
M7 955718 60000 104739 5414 3900 3876  8,33bB 7,90 1,39
M8 975718 67000 106767 5414 3900 3876  8,24bB 7,90 1,52

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
(letras mindsculas dentro do mesmo grupo e maidsculas entre os grupos).

Quadro d. - Determinacio da concentrac¢io plasmatica de s6dio e potassio do sangue das bolsas dos cies
do grupo controle (G¢) e do grupo leishmaniose (G.) nos momentos MO (antes da colheita),
M1 (imediatamente apds a colheita), M2 (3 dias de refrigeracio), M3 (6 dias), M4 (9 dias), M5 (12 dias),
M6 (15 dias), M7 (18 dias) e M8 (21 dias de refrigeracao).

Sédio Potassio
Grupos e (mEq/L) (mEq/L)
Momentos Média Mediana Desvio Erro Média Mediana Desvio Erro
Padrdao  Padrao Padrdao  Padrao

Gc M1 190,14 191,00 13,17 4,98 3,362 3,40 0,41 0,16
M2 202,86 196,00 36,55 13,82 4,042b 4,10 0,72 0,27

M3 222,71 203,00 55,39 20,94 4,962b 4,70 1,17 0,44

M4 192,14 189,00 16,30 6,16 4,612b 4,60 0,37 0,14

M5 211,43 191,00 40,64 15,36 5,17b 5,00 0,56 0,21

M6 202,29 196,00 19,55 7,39 5,07bc 5,00 0,58 0,22

M7 217,29 220,00 31,57 11,93 5,59bc 5,20 1,20 0,45

M8 205,57 201,00 10,45 3,95 5,26¢ 5,20 0,70 0,27

GL M1 200,74 199,00 17,96 5,68 4,002 3,90 0,41 0,43
M2 205,65 201,00 56,05 23,20 4,142 4,00 0,69 0,25

M3 207,20 205,00 45,20 15,73 4,632 4,80 0,98 0,50

M4 200,14 192,00 28,50 10,10 4,652 4,50 0,45 0,24

M5 208,70 197,00 34,91 16,95 4,99b 5,00 0,53 0,32

M6 205,98 202,00 27,55 10,22 5,10b 5,05 0,62 0,12

M7 217,50 217,00 55,00 10,41 5,78bc 5,50 0,90 0,65

M8 215,63 214,00 15,78 4,50 5,92¢ 5,30 0,87 0,34

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.
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ultraviolet light and riboflavin in the inactivation of Leishmania infantum chagasi in canine blood stored
in bags for transfusion.]
Acdo da luz ultravioleta e da riboflavina na inativacao da Leishmania infantum chagasi em sangue canino
conservado em bolsas para transfusao. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica
Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Distrito de Rubido
Janior, Cx. Postal 560, Botucatu, SP 18618-000, Brazil. E-mail: soraya_sacco@rocketmail.com

The present work aims to investigate the treatment efficiency of canine blood samples, collected in
plastic bags for transfusion with ultraviolet light and riboflavin in inactivating Leishmania infantum chagasi. For
this, the parasitized canine blood was subjected to the treatment with riboflavin and UV light for 30 to 45
minutes and inoculated in hamsters. The parasitized blood has not lost the ability to produce infection after the
storage period. Hamsters inoculated with blood treated with riboflavin and UV light for 30 and 45 minutes were
PCR positive, although not presenting clinical signs and symptoms of the disease. The qPCR can identify that the
combination of riboflavin with UV light reduced the number of Leishmania, reducing the parasitic load, but did
not completely eliminate parasites

INDEX TERMS: dog, leishmaniasis, UV light, vitamin B, whole blood.

RESUMO.- O presente trabalho visa investigar a eficiéncia do tratamento de amostras de sangue canino, colhidas
em bolsas plasticas para transfusdo bolsas com luz ultravioleta e riboflavina na inativacdo de Leishmania
infantum chagasi. Para isto, o sangue canino parasitado foi submetido ao tratamento com riboflavina e luz UV por
30 e 45 minutos e inoculado em hamsters. O sangue parasitado ndo perdeu a capacidade de produzir a infec¢do
apos o periodo de armazenamento. Os hamsters inoculados com sangue tratado com riboflavina e luz UV por 30
e 45 minutos apresentaram PCR positiva, apesar de nio apresentarem sinais e sintomas clinicos da enfermidade.
Na qPCR pode-se identificar que a associagdo da riboflavina com a luz UV reduziu o nimero de leishmanias,
diminuindo a carga parasitaria, porém ndo eliminou completamente os parasitas.

TERMOS DE INDEXACAO: cdo, leishmaniose, luz UV, vitamina B;, sangue total.

INTRODUCAO

A transmissdo de enfermidades infecciosas através da transfusdo sanguinea é bem documentada em Medicina
Veterinaria. A triagem dos doadores para as principais doen¢as que podem ser veiculadas pelo sangue é de
extrema importancia para ndo piorar a condi¢cdo clinica do receptor. Existe um risco muito elevado de
transmissdo de agentes infecciosos, devido ao longo periodo de incubagdo e persisténcia da enfermidade sem
sinais clinicos evidentes em animais infectados, existindo assim a probabilidade destes agentes permanecerem
viaveis no sangue estocado (Owens et al. 2001, Reine 2004, Freitas et al. 2005).

Os procedimentos de inativacdo de agentes patogénicos tém uma ampla atividade antimicrobiana,
preservando todos os componentes do sangue e representando uma abordagem proativa para a seguran¢a do
sangue. O desafio de inativacdo de patégenos é reduzir ao maximo o maior niimero de potenciais agentes
patogénicos do sangue, sem comprometer significativamente os constituintes celulares ou proteinas ou
introduzir alguma toxicidade nova, carcinogenicidade, ou teratogenicidade (Bryant e Klein 2007).

As mais promissoras abordagens para a tentativa de inativa¢do, até o momento, sio métodos que tém
por alvo o impedimento da replicagdo do patégeno no genoma de virus, bactérias e protozodarios (tratamento
com riboflavina e luz ultravioleta, azul de metileno e Psoralen). Os estudos in vitro foram realizados para garantir
a sua seguranca em termos de toxicidade para as células e/ou para os pacientes (Wendel 2002).
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O tratamento de bolsas de sangue para transfusio através da associagdo riboflavina (RB) e luz UV tem se
mostrado muito eficaz em estudos in vitro (Goodrich et al. 2000, Corbin, 2002). O conhecimento do perfil
toxicolégico da riboflavina e de seus derivados, sua grande utilizagcdo na dieta, assim como o uso de um foto
sintetizador eficaz na inativacdo de patdgenos, torna este procedimento promissor para ser utilizado no sangue e
seus derivados (Reddy et al. 2008, Reikvam et al. 2010).

Sua acdo como agente inativador em componentes ldbeis tem sido extensamente estudada, com
redugdes de 4 a 6 log nos titulos de virus (intra e extracelulares) e bactérias, sem efeitos consideraveis sobre as
plaquetas ou fatores de coagulacdo (Wendel 2002). Cardo et al. (2006), utilizando riboflavina e luz UV, obteve
uma reducdo de 5 log de Leishmania donovani infantum em cinco de seis unidades de plasma e de 7 log na
unidade restante. Além disto, demonstrou uma redugio de 5 log de Leishmania em cinco de seis unidades de
plaquetas, e de 6 log na unidade restante.

A riboflavina (vitamina B;) participa em varias rea¢des de 6xido-reducdo celular, além de possuir
importante papel na estrutura de varias enzimas. Por ser altamente soldvel, penetra rapidamente na célula.
Desde a década de 60 ja se conhecia a sua agao inativadora na presenca de luz visivel ou UV. Possui capacidade
de agir como um fotossensibilizador causando danos seletivos aos acidos nucleicos, ap6s exposi¢do a luz UV, sem
se ligarem a células e proteinas (Marschner e Goodrich 2011). A RB se associa aos acidos nucleicos e intercede
um processo de transferéncia de eletrons oxigénio-independente que leva a modificacdo dos acidos nucleicos,
principalmente sobre os residuos de guanina, bem como a conversdo da riboflavina ao seu fotoproduto
lumichromo (Speek e Rosenkranz 1979).

A utilizacdo de luz UV, sem a adi¢do de riboflavina, causa dano reversivel ao acido nucleico. Porém, os
danos induzidos pela RB sdo irreversiveis, pois os processos de replicacdo e reparacido sio prejudicados devido a
modificacdo da base guanina (Kumar et al. 2004). O numero de lesdes ocorrem com uma frequéncia de
aproximadamente uma em cada 350 pares de base (bp) (Goodrich et al. 2006). O dano em acido nucleico pode
ser menos frequente em DNA mitocondrial, conforme mostrado por Janetzko et al. (2007).

O presente trabalho investigou a eficacia do tratamento com riboflavina associada a luz ultravioleta na
inativacdo da Leishmania infantum chagasi em sangue canino conservado, evitando que este agente patogénico
possa ser transmitido em procedimentos de transfusao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 caninos, adultos, de idade e sexo varidvel, sem raca definida, naturalmente infectados por
Leishmania infantum chagasi, nove deles sintomdaticos e somente um assintomatico, oriundos do Centro de
Controle de Zoonoses de Aragatuba - SP.

A triagem dos animais foi realizada através de exames parasitologicos: pun¢ao aspirativa do linfonodo
popliteo e esfregaco de ponta de orelha, com presenca de formas amastigotas livres ou no interior de
macroéfagos. Além disto, para selecionar os cdes, foi utilizado o teste rapido imunocromatografico Kalazar
Detect®3, baseado na detec¢do de anticorpos contra o antigeno rK39 da Leishmania sp.

Os animais parasitologicamente positivos e sororeagentes, receberam uma pré-anestesia com
acepromazina (0,055 mg/kg/1V), seguida, de uma indugdo e manuten¢do anestésica com pentobarbital sédico
(15 mg/kg/1V); sendo, entao, colhidos 450mL de sangue por pung¢do da veia jugular. Com os caes ainda em plano
anestésico, foi aplicada uma ampola de cloreto de potassio a 19,1%, por via intravenosa, em cumprimento ao
Decreto no. 51.838 do Senado Federal, de 14 de marc¢o de 1963, o qual estabelece que animais domésticos
portadores de leishmaniose devem ser submetidos a eutanasia. O método de eutanasia empregado segue as
recomendagdes da Resolugdo n°. 1000, de 11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.
Depois da colheita as amostras foram refrigeradas para transporte, sendo mantidas no refrigerador a
temperatura de 42C, durante 21 dias.

No protocolo de fotoinativacao utilizado as hemacias foram combinadas com uma solucdo de riboflavina
a 500uM/L em solucdo salina 0,9%, obtendo-se uma concentracgdo final de 50 uM, com pH ajustado para 4,0 a 5,0,
sendo preparada e autoclavada em frasco ambar, conforme descrito por Ruane et al. (2004) e Cardo et al. (2007).

Para avaliar a transmitancia das bolsas a serem utilizadas durante o procedimento foram usadas duas
marcas distintas (JP®* e Fresenius Kabi®> - FK) de bolsa tripla para transfusio, sendo medidas as
transmitancias da bolsa principal (hemacias) e das satélites (bolsas para plasma e plaquetas). O material que
permitiu maior passagem da luz foi a bolsa de plasma da marca Fresenius Kabi®, sendo esta a selecionada para o
procedimento de fotoinativagdo no presente trabalho.

3 Kalazar Detect®, InBios International, Inc. 562 1st Ave. South, Suite 600. Seattle, WA 98104 USA.
4]JP Industria Farmacéutica S.A. Av. Presidente Castelo Branco, 999. Ribeirdo Preto - SP Brasil.
5 Fresenius Kabi Brasil Ltda. Av. Marginal Projetada, 1652. Fazenda Tamboré Barueri - SP.
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As bolsas foram fracionadas, e 100mL de sangue total apds a adigdo da RB foram colocadas no
iluminador DNA Workstation® até atingir 60]/mL (Rentas et al., 2007). A mistura foi exposta a luz UV na faixa de
365nm, conforme indica Goodrich, 2010. O tempo de exposi¢do a luz ultravioleta foi de 35 (tratamento 1 - TT1)
e 45 minutos (tratamento 2 - TT2).

Seltsam e Miiller (2011) obtiveram melhores resultados na irradiacdo de luz UV quando, durante o
procedimento, a bolsa de sangue estava sob agitacdo, por isto, durante o procedimento a bolsa esteve sob um
homogeinizador de bolsa de sangue tipo gangorra modelo HOMBOL-061, Benfer?.

Para detectar as bolsas de sangue positivas a serem utilizadas no experimento, foi realizado PCR
convencional das bolsas colhidas dos animais do grupo leishmaniose.

O DNA foi extraido de 200 pL do sangue coletado das bolsas, utilizando-se o IllustraTM Blood Genomic
Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare®), conforme instrugdes do fabricante, sendo posteriormente armazenado em
microtubos estéreis livres de DNAses e RNAses e mantido a -200C até a realizacdo da técnica de PCR.

As reagdes de PCR foram realizadas em microtubo de 0,5mL com volumes totais de 25 pL contendo
tampao de reacdao 10mM Tris HCI pH 8.0, 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 0,2mM dNTP, 10pM de cada primer, 0,2
unidades de Taq Platinum (Invitrogen) e 10ng de DNA gendmico. A incubacdo foi realizada em termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf®) com o seguinte perfil de ciclagem: desnaturagdo de 942C por 4 minutos,
seguido de 30 ciclos a 942C durante 30 segundos, 592C durante 30 segundos e 729C durante 30 segundos e uma
extensdo final de 702C durante 10 minutos. Para amplificagido foram utilizados os primers:

LC14 250-273 (5’- CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG-3")
LC15416-439 (5’-TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA-3’)

Estes primers foram desenhados e testados no laboratério de Biologia Molecular Aplicada as Zoonoses
do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO), por meio de andlise nos programas Primer3 e PrimerBLAST,
direcionados para o gene “Leishmania infantum chagasi Kinetoplast minicircle DNA”, AF169138.1 disponivel
[GenBank]. Nessa reacdo, o produto resultante apresentarou 190 pares de base (pb), que correspondem a
amplificacdo de segmento contendo regido especifica de minicirculo do kDNA de L. infantum chagasi.

Os produtos amplificados foram identificados em eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Sendo
utilizados como controles positivos DNAs da cepa ATTC amplificada de L. infantum chagasi, e como negativos
(dgua MilliQ + MIX-PCR). A visualizacdo das bandas no gel e a fotodocumentacdo foram realizadas em
transiluminagdo com luz ultravioleta (296 nm).

Ap6s a analise dos resultados foi selecionada a bolsa de sangue nimero trés, onde foi amplificado o DNA
do parasita por PCR convencional durante todo o periodo de conservagio (21 dias), com o objetivo de utilizar a
bolsa do animal com a maior carga parasitaria (43,04/uL). O animal apresentava-se sintomatico no momento da
colheita, com areas de alopecia ao redor dos olhos, onicogrifose e caquexia.

Apo6s a adicdo da riboflavina (RB) e apds os tratamentos pela luz UV por 30 minutos (TT1) e 45 minutos
(TT2) as amostras mantiveram-se positivas na PCR, sendo, portanto necessaria a inoculagdo em hamster.

Foram utilizados 28 hamsters (Mesocricetus auratus), machos, adultos, que receberam por via
intraperitoneal 3,5 mL do sangue (Freitas et al,, 2005) obtido de cdo com leishmaniose; sendo sete animais
inoculados com o sangue sem tratamento (grupo leishmaniose: G); sete com sangue apés a adigao de riboflavina
(grupo riboflavina: Ggrg); sete com sangue apds tratamento com riboflavina associada a luz ultravioleta por 30
minutos (grupo tratado I: Gr3o) e sete com sangue apés tratamento com riboflavina associada a luz ultravioleta
por 45 minutos (grupo tratado II: Gras).

Os animais foram mantidos durante 120 dias em caixas para hamsters® no Infectério da area de
Zoonoses da FMVZ, UNESP, Botucatu-SP, recebendo agua e ra¢ao Presence® linha roedores? ad libitum.

Os hamsters inoculados foram acompanhados clinicamente e sacrificados decorridos 120 dias,
utilizando protocolo de Hochman et al. (2003).

0 sangue dos hamsters foi colhido por puncio intracardiaca para realiza¢do dos exames soroldgicos e
moleculares. Bago, figado e medula éssea foram extraidos ap6s a necropsia, para confeccdo de laminas pelo
método de aposicdo de tecido (imprinting), e subsequente coloragdo pela técnica de Giemsa para pesquisa de
formas amastigotas de Leishmania sp, sendo consideradas positivas caso apresentassem pelo menos uma forma
amastigota fagocitada ou livre, ou negativa caso a forma amastigota ndo fosse observada.

Em seguida os 6rgaos (bago, figado e osso) foram macerados, sendo a medula dssea obtida apds a
maceracdo do osso esterno, e foi realizada extracdo do DNA para realizacdo da PCR no laboratério de Biologia
Molecular Aplicada as Zoonoses do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO).

O DNA foi extraido de 200 pL do sangue coletado, utilizando-se o IllustraTM Blood Genomic Prep Mini
Spin Kit, e de amostras de tecido dos hamsters (baco e figado) utilizando-se IllustraTM Tissue & Cells Genomic

6 Loccus Biotecnology - Loccus, Sdo Paulo - SP.

7 Benfer Produtos para laboratérios. R. Padre Agostinho Poncet, 74. Sdo Paulo - SP.

8 Caixa de polipropileno. Elo’s Com. e Repres. de Aparelhos para Laboratérios de Biotérios Ltda.
9 Presence Nutricdo Animal. Av. Professor Benedito Montenegro S/N2. Paulinia - Sdo Paulo
Bairro Betel. 13140-000.
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Prep Mini Spin Kit11. As amostras de osso foram extraidas utilizando-se o kit Multi-Source Axygen com prévia
etapa de maceracdo em nitrogénio liquido. O material genético extraido foi armazenado sob congelamento a -
20°C, até o momento da realizagio das provas biomoleculares. Controles positivo (DNAs da cepa ATTC
amplificada de L. infantum chagasi) e negativos (dgua MilliQ) foram adicionados a cada bateria de extragao.

Os primers LC14 e LC15 utilizados foram desenhados e testados no laboratério de Biologia Molecular
Aplicada as Zoonoses do Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO), por meio de andlise nos programas
Primer3 e PrimerBLAST, direcionados para amplificar um fragmento de 190 pares de base (pb) do segmento
contendo regido especifica de minicirculo do kKDNA de Leishmania infantum chagasi, AF169138.1 - disponivel
[GenBank].

O DNA extraido das amostras de hamsters foi amplificado por meio de PCR em Tempo Real para a
determinagdo da carga parasitaria, por meio do sistema SYBR®Green, em termociclador StepOne™ Plus Real
Time PCR System (Applied Biosystems). Para a realiza¢do da curva-padrao foram utilizadas amostras de DNA de
ATTC nas concentragdes decrescentes de 106, 105, 104, 103, 102, 101, 100 parasitas/mL, todas analisadas em
triplicata. Os dados foram coletados e analisados com o Step One™ Software v2.110. Para todas as andlises
considerou-se slope (-3,380 a -3,300), R2 (0,982 a 0,999) e eficiéncia (98 a 104%) em intervalos aceitaveis para
acurada analise dos resultados.

Os resultados foram submetidos a analise descritiva e a comparagio entre os grupos leishmaniose (Gt),
riboflavina (Grg), tratado 1 (Gr3o) e tratado 2 (Grss) foi realizada por meio de andlise de varidncia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey para comparacdo de médias. Os valores da carga parasitaria foram transformados
em logaritmos, com o objetivo de atingir tanto a homogeneidade de varidncias, como a normalidade de
distribuicdo. Para as caracteristicas qualitativas foi utilizado o teste de qui-quadrado. Os resultados foram
discutidos ao nivel de 5% de significancia, segundo Sampaio (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Préximo ao final do experimento (120 dias), os animais dos grupos leishmaniose e riboflavina
apresentaram emagrecimento aparente, quando comparados aos demais grupos.

Durante a necropsia dos hamsters, feita para realizacdo do imprinting e colheita dos 6rgaos (baco, figado
e medula dssea) obtivemos os seguintes resultados: 100% dos animais dos grupos leishmaniose e riboflavina
apresentaram esplenomegalia, 50% dos hamsters destes dois grupos apresentaram hepatomegalia e 42% dos
animais do grupo leishmaniose apresentaram ascite. Os hamsters do Gr3o e Grss ndo apresentaram sinais e
sintomas durante o periodo de observacao.

No presente trabalho apés 120 dias os hamsters do grupo leishmaniose apresentaram
hepatoesplenomegalia e ascite. Lei et al. (2010) inocularam hamsters com L. infantum chagasi através da veia
safena e em aproximadamente 15 semanas (105 * 22,2 dias), os animais apresentaram pele enrugada, aumento
de volume abdominal devido a hepatoesplenomegalia, e/ou ascite. Freitas et al. (2005) realizaram inocula¢do de
sangue total de cdo com leishmaniose e de concentrado de células mononucleares isoladas infectadas por
Leishmania em hamsters e observaram que apés inoculagio de sangue total de cio com leishmaniose os sinais e
sintomas clinicos nos hamster foram mais evidentes, apresentando aumentos variaveis no baco, no figado e de
ganglios linfaticos mesentéricos, bem como presenca de liquidos asciticos em alguns casos.

Desta forma, pode-se dizer que no sangue canino da bolsa trés inoculado nos hamsters nos grupos G e
Grg tinham leishmanias e que estas foram transmitidas. O volume de sangue canino utilizado para inoculagao dos
hamsters no experimento (3,5 mL) demostrou que o parasita Leishmania infantum chagasi pode ser
experimentalmente transmitido pelo sangue total de cides naturalmente infectados para seus os receptores
(hamsters sensiveis).

Este é um achado importante, dado ao amplo uso de transfusdes de sangue na Medicina Veterindria.
Além disto, no Brasil, geralmente a terapia pelo sangue envolve o uso de sangue total e de cdes doadores
escolhidos aleatoriamente, sem o diagnéstico laboratorial para leishmaniose.

Segundo Fast et al. (2006), a acdo da RB associada a luz UV resulta na inibi¢ao das citocinas/quimiocinas,
por isso hipotetizamos que este é o motivo dos hamsters que receberam sangue tratado nio apresentarem sinais
e sintomas clinicos, associado a baixa carga parasitaria.

Segundo Goto e Lindoso (2004) o hamster mimetiza a patogenia e a clinica da doen¢a humana e canina,
manifestando a hepatoesplenomegalia e supressao da resposta das células T. Portanto os animais dos grupos
tratados Gr3o e Gras podem nao ter desenvolvido a doenga clinica pela supressao da resposta imune mediada por
linfécitos T, que segundo Rosypal et al. (2005) interagem com os macréfagos parasitados. Estudos realizados por
Guarga et al. (2000) em cdes sintomdticos provenientes do Mediterraneo com LV revelaram que a auséncia de
resposta celular esta relacionada com a diminui¢do dos niveis de CD4+ e altos titulos de anticorpos. Para Baneth
e Solano-Gallego (2012), os anticorpos especificos opsonizam as formas amastigotas iniciando sua fagocitose

10 Life Technologies, EUA.
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pelos macroéfagos. Ainda de acordo com Rosypal et al. (2005) , os macroéfagos infectados tém capacidade reduzida
de interagir com linfécitos T, o que interfere na liberacdo de interferon-gama e promovem a destruicdo do
parasito.

Dos sete hamsters inoculados do grupo leishmaniose somente um foi negativo, ndo sendo encontradas
formas amastigotas de LV no esfregaco sanguineo corado obtido através da leitura das laminas de imprinting dos
orgaos avaliados (medula éssea, baco e figado), sendo, portanto 83% dos animais positivos para Leishmania. O
mesmo ocorreu no grupo riboflavina. Porém dos sete animais do grupo tratado I e dos sete do grupo tratado II,
quatro em cada grupo foram positivos na pesquisa de formas amastigotas de leishmanias (57%) em pelo menos
um dos drgaos linfoides, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparamos G, e
Grg com os grupos tratados com riboflavina associada a luz ultravioleta (Gr3o € Gras)-

Mesmo apds o tratamento com riboflavina associada a luz UV nos grupos Grzo € Gras, em 57% dos animais
em cada grupo foi detectado as formas amastigotas no esfregaco sanguineo, indicando que a técnica nio
eliminou completamente os parasitas.

Quando avaliados os 6rgdos linfoides separadamente, formas amastigotas de LV foram encontradas no
esfregaco sanguineo corado obtido através do imprinting medula 6ssea dos hamsters no grupo leishmaniose,
sendo que 86% das amostras eram positivas e 14% negativas; no grupo riboflavina 71% eram positivas e 29%
negativas; no tratamento com associa¢do de riboflavina e luz UV por 30 minutos (grupo tratado I) 29% eram
positivas e 71% das laminas eram negativas e no tratamento com associa¢do de riboflavina e luz UV por 45
minutos (grupo tratado 1I) 14% eram positivas enquanto que em 86% das laminas nao foi encontrado o parasita.
Esta menor porcentagem de laminas positivas para L. infantum chagasi foi estatisticamente significativa (p<0,05)
quando comparamos os grupos tratados com luz UV por 30 e 45 minutos com os grupos leishmaniose e
riboflavina.

Formas amastigotas de Leishmania sp foram encontradas no esfregaco sanguineo corado obtido através
do imprinting de bago, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Sendo a porcentagem de
amostras positivas 71% e a porcentagem de amostras negativas 29% no grupo leishmaniose e 57% positivas e
43% negativas, nos grupos riboflavina, tratado I e tratado II.

Formas amastigotas de Leishmania sp foram encontradas no esfregago sanguineo corado obtido através
imprinting de figado, ndo havendo diferenca entre os grupos (p>0,05), sendo que 14% das amostras eram
positivas e 86% negativas no GL, 29% das amostras eram positivas e 71% negativas no Grs, 29% das amostras
eram positivas e 71% negativas no Grzo e 14% das amostras positivas e 86% negativas no Grss.

A pesquisa de amastigotas foi positiva no bago na maioria dos animais infectados, independente do

grupo inoculado com sangue de canino com leishmaniose, confirmando as observag¢des de outros autores em
infeccdes experimentais, e em casos caninos e humanos de leishmaniose visceral submetidos a necropsia
(Zijlstra et al., 2001; Singh e Sivakumar, 2003; Wyllie e Fairlamb, 2006). De acordo com Singh e Sivakumar
(2003), em caes, a sensibilidade é maior quando se utiliza aspirado esplénico. Segundo Zijlstra et al. (2001) o
diagnoéstico da doenga nos cdes pode ser feito pela demonstracdo das formas amastigotas em aspirados de
linfonodos, medula 6ssea e baco, com sensibilidade de 58, 70 e 96% respectivamente.
A pesquisa de formas amastigotas nos imprintings dos 6rgios linfoides dos hamsters dos grupos Gi, Grs, Gr3o €
Grss serviu para diagnosticar a LV. Para Ferrer (1999) e Ikeda-Garcia e Feitosa (2007) uma das formas mais
segura de diagnoéstico de leishmaniose visceral é a observacdo direta de formas amastigotas do parasita em
esfregacos de linfonodos, medula 6ssea, aspirado esplénico, bidpsia hepatica e esfregacos sanguineos. Para
Slappendel e Ferrer (1998) a especificidade deste método é virtualmente 100%, mas dependendo do tempo
despendido procurando o parasita a sensibilidade passa a ser de no maximo 80% em animais sintomaticos e
menor em cdes assintomaticos.

Os sete hamsters inoculados do grupo leishmaniose tiveram todas as amostras de sangue negativas no
PCR convencional, enquanto 100% das amostras de medula éssea e bago foram positivas. No figado a PCR foi
positiva em 42% das amostras colhidas. Isto ocorreu porque os animais ndo estavam mais em parasitemia,
devido ao tempo transcorrido entre a inoculacao e a obtencdo do sangue (120 dias), estando os parasitas nos
orgaos linfoides.

No grupo riboflavina 28% das amostras foram positivas pela PCR convencional no sangue, 71% no bago
e no figado e 86% foram positivas na medula dssea. Este grupo se comporta de forma semelhante ao Gy, ja que a
riboflavina utilizada sem a associagdo com a luz UV, ndo apresenta sua agdo inativadora de agir como um
fotossensibilizador, e desta forma segundo Marschner e Goodrich (2011) ndo provoca os danos seletivos aos
acidos nucleicos esperados.

Dos hamsters que receberam sangue tratado com riboflavina e luz ultravioleta por 30 minutos (tratado
1), 28% das amostras foram positivas para PCR no sangue, 100% positivas no baco e medula éssea e 71% no
figado. Mesmo apds o tratamento com riboflavina associada a luz UV por 30 minutos os animais apresentaram
diagnostico laboratorial positivo, e quando realizada a técnica da PCR convencional, pode-se observar DNA do
parasita no sangue, baco, medula 6ssea e figado, indicando que o tratamento ndo eliminou completamente o
parasita.

Os animais que receberam sangue tratado riboflavina associada a luz UV por 45 minutos (tratado 2)
apresentaram porcentagem de positivos na PCR convencional de 28% no sangue e 100% no baco, figado e
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medula 6ssea. Mesmo apds o tratamento com RB e 45 minutos de luz UV os animais apresentaram diagnostico
laboratorial positivo, podendo-se observar DNA do parasita no sangue, bago, medula éssea e figado, através da
PCR convencional, indicando que o tratamento assim como no grupo Grzo nio eliminou completamente a L.
infantum chagasi.

Para o diagnéstico realizado por PCR convencional a utilizacdo dos protocolos de luz UV (30 e 45
minutos) ndo permitiu diagndstico negativo, sendo necessario a utilizacdo da PCR quantitativa para determinar a
carga parasitaria. Para Nunes et al. (2007), a escolha do tecido onde sera realizada a pesquisa do DNA do parasita
influencia a sensibilidade da reagdo. De acordo com Mir¢ et al. (2008) e Paltrinieri et al. (2010), nas amostras de
sangue a sensibilidade é menor, principalmente quando comparada com a reagio proveniente de outros tecidos,
como linfonodo, pele e medula 6ssea. Segundo Mortarino et al. (2004) a técnica de PCR em tempo real (qPCR) é
um método avancado que pode detectar niveis extremamente baixos de parasitas, baseando-se na detec¢do e
quantificacdo em tempo real da fluorescéncia emitida proporcionalmente a sintese do produto de PCR, sendo um
método mais sensivel do que o PCR convencional, com menor risco de contaminacdo, uma vez que o sistema é
fechado.

A somatoéria da média da carga parasitaria do sangue com os érgios linfoides (MO, bago e figado) foi de
134 x 106+113 x 106/pL no grupo leishmaniose, 73 x 106443 x 10¢/uL no grupo riboflavina, 9 x 106+ 19 x 10¢/uL
no grupo tratado I, com a associacdo de riboflavina mais 30 minutos de luz UV e de 0,5 x 106+ 1 x 106/pL no
grupo tratado II, com a associac¢ao de riboflavina mais 45 minutos de luz UV.

Isto demonstra que apesar dos hamsters serem positivos na técnica de PCR convencional para L.
infantum chagasi, houve menor carga parasitaria nos grupos tratados I e II, quando comparados aos grupos
leishmaniose e riboflavina (p<0,05). Esta reducao se deve, segundo Speek e Rosenkranz (1979) e Goodrich
(1997) ao fato da RB se associar aos acidos nucleicos do parasita e interceder um processo de transferéncia de
eletrons oxigénio-independente que leva a modificacdo destes acidos nucleicos, principalmente sobre os
residuos de guanina. Para Kumar et al. (2004), a utilizagdo de luz UV, sem a adi¢do de riboflavina, causa dano
reversivel ao acido nucleico, porém, os danos induzidos pela RB sdo irreversiveis, pois os processos de replicacdo
e reparacdo sio prejudicados devido a modificacdo da base guanina.

0 6rgdo com maior carga parasitaria foi a medula dssea, todos os grupos apresentaram grande
quantidade do parasita, porém houve significativamente menor carga parasitaria na MO nos hamsters do grupo
Gr30 e Gras quando comparados aos grupos leishmaniose e riboflavina (RB) (p<0,05) (Quadro a).

Quando comparamos a reducdo da carga parasitaria dos grupos com o grupo leishmaniose, o grupo
riboflavina teve uma reducdo de 46% da carga inicial, enquanto o grupo tratado I (30 minutos de luz UV) teve
uma reducdo de 93% da carga parasitaria e o grupo tratado Il (45 minutos de luz UV) uma redug¢ido de 99% da
carga parasitaria do inicio do experimento. Sendo o tratamento do Grss 0 mais efetivo na reducdo da carga
parasitaria.

0 baco foi o segundo 6rgdo com maior carga parasitaria, havendo diferenca significativa entre o grupo
leishmaniose e o grupo riboflavina e tratado II (p<0,05) (Quadro b). Houve uma reducdo de 90% da carga
parasitaria no grupo riboflavina, de 40% no grupo tratado I (30 minutos de luz UV) e de 87% no grupo tratado Il
(45 minutos de luz UV), quando comparados ao grupo leishmaniose.

O figado ndo apresentou carga parasitaria tdo alta quanto aos demais 6rgios avaliados, ndo havendo
diferenca estatistica entre os grupos estudados (p>0,05) (Quadro c). Segundo Wilson et al. (1996) o figado serve
como local de replicacdo inicial do parasito e o baco como local de persisténcia. Em seu estudo com
camundongos, 60 dias pods-infeccdo o bago passou a apresentar maior carga parasitaria em comparac¢do ao
figado, sugerindo que o figado esteja montando uma resposta imune eficiente frente ao parasito. Sabe-se que a
infeccdo do figado é auto limitante, com formag¢ido de granulomas, e que no baco o crescimento do parasito é
lento e persistente, além desse 6rgdo ser conhecido por ser mais suscetivel a infecgdo por Leishmania spp.

0 sangue em todos os grupos teve baixa carga parasitaria através da técnica de qPCR, sem diferenca
significativa entre eles (p>0,05) (Quadro d). Uma explicacdo para este fato é que parasitemia nesta fase da
infeccdo é menor, ja que os parasitas encontram-se nos 6rgaos linfoides. Na PCR para amostras de sangue, a
sensibilidade é menor (Nunes et al,, 2007), principalmente quando comparada com a rea¢do proveniente de
outros tecidos, como linfonodo, pele, medula 6ssea (Miré et al. 2008, Paltrinieri et al. 2010) e bago (Solca et al.
2012).

A diferenga nos resultados no sangue e nos érgaos linfoides pode estar relacionada com a distribuicdo
heterogénea dos parasitas, em cada tecido, bem como a carga parasitaria e resposta imune local (Maia et al.
2009).

Obtivemos resultados semelhantes aos de Cardo et al. (2006), que utilizando riboflavina e luz UV em
bolsas de plasma, obteve uma reducdo significativa de Leishmania donovani infantum, principalmente quando
avaliamos os resultados das cargas parasitarias na medula éssea e no baco.

Identificamos que a associagdo da riboflavina com a luz UV reduziu a carga parasitaria de Leishmania
infantum chagasi quando consideramos a somatéria da média da carga parasitaria do sangue com os érgaos
linfoides (MO, bago e figado), porém ndo evitou que este agente patogénico possa ser transmitido em
procedimentos de terapia pelo sangue, ja que o parasita e o seu DNA foram encontrados nos érgdos linfoides.
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Porém, o sangue parasitado tratado com riboflavina e luz ultravioleta nao foi capaz de produzir sinais e sintomas
em hamsters durante o periodo estudado de 120 dias.

CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho, nas condi¢des em que foi realizado, nos permitem concluir que o sangue
parasitado com Leishmania infantum chagasi ndo perdeu a capacidade de produzir a infeccdo apds o periodo de
armazenamento de 21 dias.

O tratamento com luz ultravioleta e riboflavina do sangue parasitado com Leishmania infantum chagasi
impede o aparecimento de sintomas nos hamsters e diminui a sua carga parasitaria.
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Quadro a - Estatistica descritiva da carga parasitaria (/pL) obtida pela qPCR da medula éssea nos diferentes grupos:
leishmaniose, riboflavina, tratado I com riboflavina associada a 30 minutos de luz UV e tratado II com riboflavina associada a
45 minutos de luz UV.

Grupo Média Desvio padrio Mediana Minimo Maximo Erro padrio
Leishmaniose 133 x 10°A 112 x 10¢ 116 x 10¢ 6,62 304 x 106 42x10¢
Riboflavina 73 x 10°A 43 x 1096 86 x 10¢ 0,00 106 x 106 19x10¢
Tratado I 9x10¢B 19x10¢ 3,87 0,00 52x10¢ 7x 106
Tratado II 0,45 x 10%B 1x10¢ 2,69 0,00 3x106 0,45 x 106

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.



Quadro b - Estatistica descritiva da carga parasitaria (/pL) obtida pela qPCR do baco nos diferentes grupos: leishmaniose,
riboflavina, tratado I com riboflavina associada a 30 minutos de luz UV e tratado II com riboflavina associada a 45 minutos de

luz UV.
Grupo Média Desvio padrio Mediana Minimo Maximo Erro padrio
Leishmaniose 476 x 103A 1x10¢ 90,87 9,39 2x106 475x 103
Riboflavina 45x103B 87x103 5x103 64,70 239x103 33x103
Tratado I 283x103A 404 x 103 2x103 300,55 911x103 152x 103
Tratado II 59 x 103B 99 x 103 9x103 0,00 276 x103 37x103

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Quadro c - Estatistica descritiva da carga parasitaria (/uL) obtida pela qPCR do figado nos diferentes grupos: leishmaniose,
riboflavina, tratado I com riboflavina associada a 30 minutos de luz UV e tratado II com riboflavina associada a 45 minutos de

luz UV.
Grupo Média Desvio padriao Mediana Minimo Maximo Erro padrao
Leishmaniose 58,22 131,86 7,59 0,00 356,78 49,84
Riboflavina 111,16 218,35 11,22 0,00 500,61 97,65
Tratado I 83,50 220,00 18,21 2,16 583,20 83,30
Tratado II 119,50 207,17 18,93 0,00 551,70 78,30

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Quadro d- Estatistica descritiva da carga parasitaria (/uL) obtida pela qPCR do sangue nos diferentes grupos : leishmaniose,
riboflavina, tratado I com riboflavina associada a 30 minutos de luz UV e tratado II com riboflavina associada a 45 minutos de luz

Uv.
Grupo Média Desvio padrao Mediana Minimo Maximo Erro padrio
Leishmaniose 0,85 1,35 0,25 0,00 3,24 0,61
Riboflavina 0,03 0,08 0,00 0,00 0,20 0,03
Tratado I 0,30 0,81 0,00 0,00 2,13 0,30
Tratado II 0,46 0,88 0,00 0,00 2,42 0,33

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem-se estatisticamente (p<0,05) pelo Teste de Tukey.



