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SILVA, P.M.P, AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE GENÔMICA DE CÉLULAS DA 

MEDULA ÓSSEA DE CÃES COM LEISHMANIOSE VISCERAL 

NATURALMENTE INFECTADOS, 2020. Mestrado. Programa de Pós-

Graduação em Ciências Veterinárias. Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, Universidade Federal do Mato Grosso Do Sul, Campo Grande, Mato 

Grosso do Sul, 2020. 

RESUMO 

A estabilidade genômica é uma consequência da exposição a agentes químicos, 
físicos e biológicos que induzem lesões ao genoma, seja pela mudança no 
conjunto da estrutura do gene ou pela ocorrência de mutação gênica, que podem 
ser repassados às próximas gerações celulares, quando ocorre em células 
germinativas. As mutações e alterações genotóxicas podem ocorrer em qualquer 
célula, independente do estágio do ciclo celular. No momento em que a 
mutação/alteração acontece nas células somáticas ocorre um desencadeamento 
de consequências, sendo as mais frequentes a formação de tumores benignos 
ou malignos, a morte celular e o envelhecimento precoce. A infecção por 
Leishmania infantum pode estimular estabilidade genômica em camundongos, 
porém esta associação ainda não foi caracterizada em outras espécies, 
especialmente em cães que são considerado o principal reservatório em 
ambientes urbanos pois, além de intenso parasitismo apresentam riscos para a 
saúde pública com o alto potencial de transmissão para seres humanos.  Desta 
forma o objetivo com este estudo foi identificar a estabilidade genômica da 
leishmaniose visceral em cães utilizando os testes de ensaio de cometa e 
micronúcleo, reconhecidos como biomarcadores de genotoxicidade. Um total de 
32 cães participaram do estudo, sendo 24 infectados assintomáticos e 8 não 
infectados. Os testes de ensaio de cometa e micronúcleo foram testados e 
comparados entre os dois grupos. O teste de normalidade de D’Agostino com 
nível de significância de 0,05 seguido do teste de Mann-Whitney (p<0,05) foram 
utilizados. O teste do ensaio do cometa identificou aumento na porcentagem de 
DNA na cauda das células danificadas (p= 0,04) e o teste do micronúcleo 
detectou um aumento no número de micronúcleo em eritrócitos 
policromatofilicos, (p=0,0004) no tecido medular do grupo infectado, quando 
comparados ao grupo controle. Esses resultados confirmam o potencial 
genotóxico e mutagênico da leishmaniose visceral nas células da medula óssea 
de cães.  

Palavras-chaves: cometa, genotoxicidade, Leishmania, micronúcleo. 
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SILVA, P.M.P, EVALUATION OF GENOMIC STABILITY OF BONE MARROW 

CELLS IN DOGS WITH NATURALLY INFECTED VISCERAL LEISHMANIASIS, 

2020. Master. Veterinary Sciences Graduate Program. Faculty of Veterinary 

Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso Do Sul, Campo 

Grande, Mato Grosso do Sul, 2020. 

ABSTRACT 

Genomic stability is a consequence of exposure to chemical, physical and 
biological agents that induce lesions to the genome, either by changing the whole 
structure of the gene or by the occurrence of gene mutation, which can be passed 
on to the next cell generations, when it occurs in germ cells. Genotoxic mutations 
and changes can occur in any cell, regardless of the stage of the cell cycle. At 
the moment when the mutation/alteration occurs in somatic cells, consequences 
occur, the most frequent being the formation of benign or malignant tumors, cell 
death and premature aging. Leishmania infantum infection may stimulate 
genomic stability in mice, but this association has not yet been characterized in 
other species, especially in dogs that are considered the main reservoir in urban 
environments because, in addition to intense parasitism, they present risks to 
public health with the high potential for transmission to humans. Thus, the 
objective of this study was to identify the genomic stability of visceral 
leishmaniasis in dogs using comet and micronucleus assay tests, recognized as 
genotoxicity biomarkers. A total of 32 dogs participated in the study, 24 of which 
were asymptomatic and 8 uninfected. The comet and micronucleus test tests 
were tested and compared between the two groups. The D'Agostino normality 
test with significance level of 0.05 followed by the Mann-Whitney test (p<0.05) 
was used. The comet assay test identified an increase in the percentage of DNA 
in the tail of the damaged cells (p= 0.04) and the micronucleus test detected an 
increase in the number of micronucleus in polychromatophylic erythrocytes 
(p=0.0004) in the medullary tissue of the infected group, when compared to the 
control group. These results confirm the genotoxic and mutagenic potential of 
visceral leishmaniasis in bone marrow cells of dogs.  

 
Keywords: comet, genotoxicity, Leishmania, micronucleus. 
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1. CAPÍTULO I 1 

1.1 INTRODUÇÃO 2 

A leishmaniose visceral (LV) é uma grave doença zoonótica, 3 

potencialmente fatal, causada por protozoários do gênero Leishmania, 4 

transmitida vetorialmente durante o repasto sanguíneo de fêmeas infectadas de 5 

flebotomíneos. Os cães são considerados os principais reservatórios, para o 6 

parasito, em ambientes urbanos, pois além de intenso parasitismo estão 7 

diretamente em contato com o homem (ALBUQUERQUE et al., 2017). 8 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença de difícil diagnóstico, 9 

uma vez que trata-se de uma enfermidade com características multissistêmica e 10 

ampla sintomatologia (BRASIL, 2016; SOLANO-GALLEGO, 2011) e, embora o 11 

agente causador seja um protozoário intracelular obrigatório, existem poucos 12 

relatos sobre o seu possível efeito genotóxico (DE OLIVEIRA et al., 2011). 13 

A genotoxicidade pode ocorrer em consequência da exposição a agentes 14 

químicos, físicos e biológicos que induzem lesões no genoma seja pela mudança 15 

no conjunto da estrutura do DNA ou pela ocorrência de mutação gênica, com 16 

repasse desses danos às próximas gerações celulares ou para gerações futuras 17 

quando ocorre em células germinativas (MOUTSCHEN, 1985). 18 

Alterações genotóxicas já foram descritas em seres humanos portadores 19 

de leishmaniose cutânea (KOCYIGIT et al., 2005). Em camundongos, também 20 

há descrição de genotoxicidade quanto da infecção por Leishmania infantum (DE 21 

OLIVEIRA et al., 2011). Esses relatos confirmam a ação do parasito sobre o 22 

material genético dos hospedeiros. As alterações são atribuídas ao aumento da 23 

produção de óxido nítrico pelos macrófagos, causadas pela presença das formas 24 

de amastigotas no tecido, que induzem as alterações no DNA (DE OLIVEIRA et 25 

al., 2011). 26 

Em todos os seres vivos, o material genético é organizado por uma ordem 27 

específica de nucleotídeos na molécula de DNA. No entanto, as bases desta 28 

molécula expostas a vários agentes podem sofrer alteração na sua estrutura ou 29 

composição química, denominada de mutação (ZAHA et al., 2003).  30 
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As mutações e alterações genotóxicas podem ocorrer em qualquer célula, 31 

independente do estágio do ciclo celular (ZAHA et al., 2003). Quando não se 32 

tornam letais para as células, elas podem propagar-se pelo corpo em 33 

crescimento (mutação somática) ou serem transmitidas às gerações seguintes 34 

(mutação germinativa) (RABELLO-GAY, 1991).  35 

No momento em que a mutação/alteração acontece nas células somáticas 36 

ocorre o desencadeamento de consequências, tais como a formação de tumores 37 

benignos ou malignos, a morte celular, o envelhecimento precoce e a ocorrência 38 

de malformação e abortos durante o desenvolvimento embrionário (RABELLO-39 

GAY, 1991). Deste modo, pesquisadores utilizam alguns indicadores de 40 

genotoxicidade para avaliar os efeitos de exposições do material genético, na 41 

estabilidade do DNA, nos danos genômicos e no dano cromossômico dentre 42 

outros.  43 

Os testes do micronúcleo (MN) e ensaio do cometa (EC) são os mais 44 

utilizados e recomendados para a detecção dessas atividades genotóxicas 45 

(GROVER et al., 2009; BOEIRA et al., 2010; AISSA et al., 2012;). O ensaio do 46 

cometa refere-se a um procedimento rápido e sensível para quantificar danos no 47 

DNA de várias espécies (ROTHFUSS et al., 2011; TICE et al., 2000). Já o teste 48 

do micronúcleo é utilizado para detecção da ação de agentes clastogênicos (que 49 

quebram cromossomos) e/ou aneugênicos (que induzem aneuploidia ou 50 

segregação cromossômica anormal) (ZAHA, 2014).  51 

1.1.1 LEISHMANIOSE 52 

A leishmaniose visceral (LV) é uma grave doença zoonótica crônica, 53 

potencialmente fatal e com ampla distribuição geográfica acometendo 54 

indivíduos, na maioria das vezes, de países subdesenvolvidos como a Índia, 55 

Nepal, África do Sul e Brasil (COSTA, 2011). 56 

Já LVC refere-se a uma enfermidade causada pelo protozoário do gênero 57 

Leishmania infantum. O cão é considerado o principal reservatório no ciclo 58 

urbano de transmissão pois, além de apresentar intenso parasitismo está 59 

diretamente em contato com o homem (ALBUQUERQUE et al., 2017).  A 60 

principal forma de transmissão da LVC é por meio da picada do inseto 61 
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pertencente à família dos flebotomídeos, ao gênero Lutzomyia e à espécie 62 

Lutzomyia longipalpis, conhecido popularmente por mosquito-palha (FEITOSA 63 

et al., 2000; DINIZ et al., 2008). 64 

O ciclo da doença inicia-se quando, durante o repasto sanguíneo em um 65 

hospedeiro vertebrado infectado, a fêmea do flebotomídeo ingere macrófagos 66 

parasitados por formas amastigotas de Leishmania infantum. No trato digestivo 67 

superior (esôfago e a faringe) do vetor ocorre a diferenciação para formas 68 

promastigotas metacíclicas (IKEDA-GARCIA e MARCONDES, 2007).  69 

O ciclo biológico completa-se quando fêmeas infectadas realizam um 70 

novo repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado liberando as formas 71 

promastigotas metacíclicas. No interior dos macrófagos, as formas 72 

promastigotas metacíclicas diferenciam-se em formas amastigotas, que se 73 

multiplicam intensamente por divisão binária. Liberadas, essas formas serão 74 

fagocitadas por novos macrófagos, em um processo contínuo, com 75 

disseminação hematogênica e linfática para outros tecidos ricos em células do 76 

sistema mononuclear fagocitário (IKEDA-GARCIA e MARCONDES, 2007)  77 

A presença das formas de amastigotas no tecido aumenta a produção de 78 

óxido nítrico pelos macrófagos que podem induzir a alterações genotóxicas no 79 

DNA (DE OLIVEIRA et al., 2011).  Neste contexto, levando em consideração que 80 

as alterações ainda não foram demonstradas na leishmaniose visceral canina, 81 

se faz necessário a investigação de possíveis alterações genotóxicas nesta 82 

espécie. A utilização de biomarcadores como o ensaio do cometa e o teste do 83 

micronúcleo são reconhecidos como boas técnicas para a investigação dessas 84 

alterações (VALENTE et al., 2017). 85 

1.1.2 ENSAIO DE COMETA 86 

O ensaio de cometa (EC) ou “Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) é 87 

um método muito difundido e eficaz, que pode detectar sinais de genotoxicidade 88 

por meio da identificação da quebra da fita de DNA de células expostas a 89 

agentes químicos, físicos e biológicos (OLIVEIRA et al., 2009). 90 
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Estudos comprovaram a eficiência deste teste em vários grupos celulares 91 

utilizando diferentes agentes (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; TICE et 92 

al.,2000; DE LEMOS et al., 2000; LEE; STEINERT, 2003; MATSUMOTO et al., 93 

2006). Trata-se de um método rápido, no qual as lesões no DNA podem ser 94 

vistas na ausência da atividade mitótica (CASTRO, 2004). 95 

Ao ser comparado com outros testes o ensaio do cometa apresenta 96 

vantagens como a detecção de dano no material genético, exigência de poucas 97 

células para a sua realização e a possibilidade de se obter dados de células 98 

individualizadas (MITCHELMORE; CHIPMAN., 1998; BUCKER et al., 2006). 99 

As células são incorporadas em gel de agarose e espalhadas sobre uma 100 

lâmina. Essa lâmina é submetida a uma corrente elétrica que produz uma força 101 

proporcionando a migração dos segmentos de DNA livres, resultantes de 102 

quebras, para fora do nucleóide (MCKELVEY-MARTIN et al., 1993). 103 

Após a eletroforese as células que apresentam um nucleóide redondo são 104 

identificadas como normais, ou seja, sem danos no DNA. Quando vista ao 105 

microscópio a célula com danos adquire a forma aparente de um cometa, 106 

com cabeça referente a região nuclear e cauda que contém fragmentos ou 107 

fitas de DNA que migraram na direção do ânodo (FAIRBAIRN et al., 1995). 108 

O tamanho da cauda é proporcional à dimensão do dano que foi causado, 109 

mas a simples visualização do cometa já significa que danos estão presentes no 110 

DNA (Figura. 1), podendo indicar quebras de fita simples, duplas, crosslinks, 111 

sítios de reparo por excisão e/ou lesões álcali-lábeis (TICE et al., 1995). 112 
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 113 

 114 

 115 

 116 

 117 

 118 

 119 

Figura1. Diferentes níveis de dano no material genético observados 120 
como cometas (nucleóides) com caudas de comprimentos variados, 121 
em eritrócitos de camundongos. Aumento X400, corado com brometo 122 
de etídio e visualizado com microscopia de fluorescência (Fonte: 123 
Arquivo pessoal). 124 

 125 

1.1.3 TESTE DE MICRONÚCLEO 126 

O micronúcleo (MN) é um pequeno núcleo delimitado por uma membrana 127 

nuclear, independente do núcleo principal, que aparece nas células filhas como 128 

consequência de danos não reparados ocorridos nas células mães (WALKER et 129 

al., 1996). 130 

O teste do micronúcleo foi introduzido por Heddle em 1973, como uma 131 

alternativa simples para avaliar danos cromossômicos. É um teste de 132 

mutagenicidade in vivo que reconhece a ação de agentes clastogênicos e 133 

aneugênicos (FENECH, 2000; SALVADORI et al., 2003). 134 

O princípio do teste está baseado no fato de que, durante a anáfase, as 135 

cromátides e fragmentos cromossômicos acêntricos não são transportados pelas 136 

fibras do fuso para polos opostos, ao contrário dos fragmentos com centrômero. 137 

Após a telófase os cromossomos sem danos são incluídos no núcleo de cada 138 

uma das células filhas e elementos que não foram transportados pelo fuso 139 

também podem ser englobados pelos núcleos recém-formados. No entanto, 140 

alguns destes elementos, normalmente muito pequenos, não são incluídos nos 141 
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novos núcleos e permanecem no citoplasma, constituindo as estruturas 142 

caracterizadas como micronúcleos (SCHMID, 1975). 143 

Como é decorrente de material genético que se separou do núcleo 144 

principal, o MN é um representativo de perda de cromatina em consequência de 145 

dano cromossômico estrutural (fragmento), numérico (cromossomo inteiro) ou 146 

ainda dano no aparelho mitótico. A presença de micronúcleo é um fenômeno 147 

natural, porém as exposições a compostos genotóxicos aumentam a sua 148 

frequência nas células (FENECH, 2000). Os micronúcleos podem ser 149 

observados também em células anucleadas como é o caso dos eritrócitos 150 

policromáticos do sangue periférico de mamíferos. Essas células no final do seu 151 

processo de diferenciação sobre uma enucleação e os micronúcleos não são 152 

expulsos juntamente com o núcleo principal e, portanto, são mantidos no 153 

citoplasma (Figura 2). 154 

 155 

Figura 2. Eritrócitos policromáticos de 156 
sangue periférico de rato Wistar. A seta 157 
indica o micronúcleo. Coloração: Laranja 158 
de acridina. Aumento de 1000x. 159 
Laboratório de Nutrigenômica- 160 
FCFRP/USP, 2011 (Fonte: Lívia Cristina 161 
Hernandes). 162 

 163 

Os MN formados por agentes genotóxicos só apareceram após um ciclo 164 

completo de divisão celular (SALVADORI et al., 2003). Portanto, danos 165 

cromossômicos estruturais estão relacionados à exposição direta do agente 166 

mutagênico com o DNA ou com defeitos intracelulares na replicação do DNA, 167 

recombinação ou mecanismo de reparo recentes (FENECH, 2000). 168 
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1.1.4 OBJETIVOS 169 

1.1.4.1 OBJETIVO GERAL  170 

Avaliar a estabilidade genômica em células da medula óssea de cães com 171 

leishmaniose visceral naturalmente infectados. 172 

 173 

1.1.4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  174 

1- Identificar danos genômicos no tecido medular de cães com LVC por meio da 175 

técnica de cometa.  176 

2- Identificar danos cromossômicos no tecido medular de cães com LVC por 177 

meio do ensaio de micronúcleo.  178 

 179 
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2. CAPÍTULO II 313 

AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE GENÔMICA DE 314 

CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA DE CÃES COM 315 

LEISHMANIOSE VISCERAL NATURALMENTE 316 

INFECTADOS  317 
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 319 
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2Docente FAMEZ/UFMS. 321 
 322 
 323 
RESUMO: Estabilidades genômicas já foram observadas em células de 324 

camundongos com leishmaniose visceral, entretanto esses efeitos ainda não 325 

foram descritos na espécie canina, considerada o principal reservatório da 326 
doença. Por isso o objetivo com este trabalho foi identificar a estabilidade 327 

genômica da leishmaniose visceral em cães infectados naturalmente. Um total 328 
de 32 cães participaram do estudo, sendo 24 animais assintomáticos, infectados 329 
naturalmente, e 8 não infectados, utilizados como grupo controle. Os testes de 330 

ensaio de cometa e micronúcleo foram realizados em células da medula óssea 331 
obtidas por meio de punção aspirativa. O teste de normalidade de D’Agostino 332 

com nível de significância de 0,05 foi empregado, seguido do teste de Mann-333 
Whitney (p<0,05) para a comparação entre os grupos infectados e controle. No 334 

teste do ensaio do cometa foi possível observar um aumento na porcentagem de 335 
DNA na cauda das células danificadas (p=0,04). No teste do micronúcleo foi 336 
detectado aumento no número de micronúcleo em eritrócitos policromatofilicos 337 

(p=0,0004) no tecido medular do grupo infectados, quando comparados ao grupo 338 
controle. Esses resultados demonstram o potencial genotóxico e mutagênico da 339 
leishmaniose visceral nas células da medula óssea de cães infectados 340 

naturalmente e que pode estar associado a ação do protozoário no tecido.  341 
Palavras-chaves: ensaio de cometa, genotoxicidade, LVC, teste de 342 

micronúcleo. 343 
 344 
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ABSTRACT: Genomic stability has already been observed in cells of mice with 351 

visceral leishmaniasis, however these effects have not yet been described in the 352 

canine species, considered the main reservoir of the disease. Therefore, the aim 353 

of this work was to identify the genomic stability of visceral leishmaniasis in 354 

naturally infected dogs. A total of 32 dogs participated in the study, with 24 355 

asymptomatic animals, naturally infected, and 8 uninfected, used as a control 356 

group. Comet and micronucleus assay tests were performed on bone marrow 357 

cells obtained by aspiration puncture. The D’Agostino normality test with a 358 

significance level of 0.05 was used, followed by the Mann-Whitney test (p <0.05) 359 

for the comparison between the infected and control groups. In the comet assay 360 

test, it was possible to observe an increase in the percentage of DNA in the tail 361 

of the damaged cells (p = 0.04). In the micronucleus test, an increase in the 362 

number of micronucleus was detected in polychromatophilic erythrocytes (p = 363 

0.0004) in the medullary tissue of the infected group, when compared to the 364 

control group. These results demonstrate the genotoxic and mutagenic potential 365 

of visceral leishmaniasis in the bone marrow cells of naturally infected dogs, 366 

which may be associated with the action of the protozoan in the tissue. 367 

Keywords: comet assay, genotoxicity, LVC, micronucleus test. 368 
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1. INTRODUÇÃO 381 

A leishmaniose visceral (LV) é uma das zoonoses tropicais de maior 382 

negligência no mundo. Essa doença é causada, principalmente, pelo 383 

protozoário Leishmania infantum e transmitida por fêmeas de flebotomíneos 384 

infectadas (HALDAR et al., 2011). A doença apresenta altas taxas de incidência 385 

nas Américas, com 96% dos casos ocorrendo no Brasil (OPAS, 2019). 386 

O cão é considerado o principal reservatório em ambientes urbanos pois, 387 

além de intenso parasitismo apresentam riscos para a saúde pública com o alto 388 

potencial de transmissão para seres humanos (ALBUQUERQUE et al. 2017). No 389 

cão a infecção pela Leishmania infantum desencadeia uma diversidade de 390 

respostas que podem variar da infecção assintomática ao desenvolvimento da 391 

doença ativa (SOLANO-GALLEGO, et al 2011; BRASIL, 2016).  392 

A L. infantum provoca supressão da imunidade mediada por células, 393 

possibilitando a disseminação e multiplicação incontrolada do protozoário 394 

(BRASIL, 2014). A presença das formas de amastigotas no tecido aumenta a 395 

produção de óxido nítrico pelos macrófagos e induzem estabilidade genômica 396 

(DE OLIVEIRA et al., 2011). Esse mecanismo de indução de danos no DNA foi 397 

observado em leucócitos de camundongos infectados por L. infantum (DE 398 

OLIVEIRA et al. 2011; MOREIRA et al., 2017).  Entretanto esses efeitos 399 

genotóxicos ainda não foram descritos em cães com LV. Desta forma, o objetivo 400 

deste trabalho foi avaliar a estabilidade genômica em células da medula óssea 401 

de cães com leishmaniose visceral natural infectados. 402 

2. MATERIAL E MÉTODOS 403 

Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 404 

(CEUA/UFMS) sob o protocolo número 1.018/2019. 405 

 406 

 407 

 408 
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2.1 Amostras 409 

  A amostragem, por conveniência, totalizou a inclusão de 32 cães de 410 

ambos os sexos, sem restrição de raça e com idade entre 1 a 8 anos. Desses, 411 

24 eram animais naturalmente infectados por L. infantum, assintomáticos e 412 

diagnosticados pelo teste imunocromatografico (DPP® LVC Bio-Manguinhos) e 413 

confirmação parasitológica, entregues ao Centro de Controle de Zoonose de 414 

Campo Grande, MS, para eutanásia, seguindo à Portaria Interministerial número 415 

1.426, de 11 de julho de 2008.  416 

Considerando a frequência de coinfecções na região, todos os animais 417 

foram submetidos ao teste de Reação de Cadeia Polimerase (PCR) para 418 

Babesia canis e Erhlichia sp. e os animais positivos foram excluídos da 419 

amostragem. Campo Grande está em uma área não endêmica 420 

para Trypanosoma cruzi e Dirofilaria immitis, portanto infecções para esses 421 

agentes não foram investigadas. O grupo controle foi formado por 8 cães sem 422 

alterações clínicas e negativos pelo teste imunocromatografico (DPP® LVC Bio-423 

Manguinhos). 424 

Em todos os cães 2 ml de sangue medular foram coletados por punção 425 

do úmero proximal, com o auxílio de agulha tipo Jamshidi, seguindo-se os 426 

métodos preconizados por Grindem et al. (2009).  O material amostrado foi 427 

utilizado na confecção de lâminas individuais para os testes de cometa e 428 

micronúcleo, seguindo a metodologia descritas abaixo para cada uma das 429 

análises. 430 

2.2 Ensaio de cometa 431 

Uma amostra de 20 µL, da diluição 1:400, das células medulares com 432 

solução fisiológica (aproximadamente 20.000 células nucleadas) foi usada para 433 

o ensaio do cometa, realizado de acordo com Oliveira et al. (2013). 434 

Posteriormente, as lâminas foram coradas com 100µL de brometo de etídio 435 

(200µg/ mL) antes da leitura. 436 

O material foi analisado em microscópio invertido de fluorescência 437 

(Leica® Microsystems-DMi8), em objetiva de 40X, com filtro de excitação de 420- 438 
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490 nm e filtro de barreira de 520 nm. Um total de 200 células de cada indivíduo 439 

foi analisado utilizando o software CometScore© para avaliar a porcentagem do 440 

DNA na cauda e comprimento do cometa. 441 

2.3 Teste de micronúcleo 442 

Para avaliação da existência de micronúcleos utilizou-se o método 443 

descrito por Oliveira et al. (2009). As lâminas foram inicialmente coradas com 20 444 

µL de laranja de acridina (1 mg / mL). Em seguida, 20 µL de sangue medular, de 445 

cada cão, foi depositado na lâmina, recoberto com lamínula e armazenados em 446 

freezer (-20 ° C) por um período mínimo de 15 dias. Após esse período as 447 

lâminas foram analisadas em microscopia de fluorescência (Nikon® – Eclipse 448 

E200) com um filtro de excitação de 420 a 490 nm e um filtro de barreira de 520 449 

nm. 450 

2.4 ANÁLISE ESTATÍSCA 451 

Médias e desvios padrões foram calculados para ambas as análises. Os 452 

dados foram testados quanto à normalidade pelo teste de D’Agostino. Para os 453 

testes de micronúcleo e ensaio de cometa os animais infectados foram 454 

comparados com o controle por teste de U de Mann-Whitney com nível de 455 

significância <0,05.  456 

3. RESULTADOS 457 

O ensaio do cometa identificou aumento na porcentagem de DNA na 458 

cauda das células danificadas (p=0,04), porém sem aumento no comprimento 459 

dos cometas (p=0,06). A investigação de danos ao DNA pelo teste do 460 

micronúcleo detectou um aumento no número de MNEPC (p=0,0004) 461 

Os resultados obtidos a partir do teste do ensaio do cometa e teste do 462 

micronúcleo no tecido medular do grupo com LVC, quando comparados ao grupo 463 

controle podem ser observados na Tabela 1. 464 

 465 

 466 
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Tabela1. Resultados de m, desvio padrão e diferença estatística nos testes de ensaio de cometa 467 

e micronúcleo realizados em células medulares de cães com leishmaniose visceral e do grupo 468 

controle. 469 

 Controle 

Mediana (DP) 

Infectado 

Mediana (DP) 

p-valor 

(%) DNA na cauda 9,64±5,48 11,21±9,36 0,04* 

Comprimento do 

cometa 

29,5±2,34 33,34±8,17 0,06 

MNEPC 15±5,17 79±61 0, 0004* 

DP - Desvio padrão, MNEPC - micronúcleo em eritrócitos policromatofilicos, indica diferença 470 
estatística por teste de Mann- Whitney.  471 

 472 

4.DISCUSSÃO 473 

Os resultados obtidos através do ensaio do cometa identificaram que, o 474 

protozoário responsável pela leishmaniose visceral exerceu atividade genotóxica 475 

nas células dos cães naturalmente infectados quando comparados com o 476 

controle. Estudos comprovam que dados referentes à porcentagem de DNA são 477 

mais sensíveis e menos variáveis que os parâmetro do comprimento do cometa, 478 

e portanto fornece uma estimativa mais fidedigna dos danos no DNA, 479 

independentemente, do tipo celular estudado (LEE et al., 2003; FUCHS et al., 480 

2012; FROTSCHL et al., 2015).  481 

A investigação de danos ao DNA pelo teste do micronúcleo detectou um 482 

aumento no número de MNEPC. Esse resultado indica dano permanente nos 483 

eritrócitos, ratificando a observação de Moreira et al. (2017), em camundongos 484 

infectados experimentalmente com Leishmania (Leishmania) infantum. Esse 485 

efeito pode ser atribuído aos mecanismos de tentativa de controle do parasito, 486 

que induz os macrófagos parasitados em aumentar a produção de óxido nítrico 487 

na tentativa de eliminar o parasita. Essa produção aumentada de óxido nítrico 488 

tem como efeito adverso a indução de lesões oxidativas no material genético (DE 489 

OLIVEIRA et al., 2011). 490 

Segundo Heuser et al., (2008); Araldi et al., (2015) e OCDE (2016) o teste 491 

do ensaio do cometa e o teste do micronúcleo possuem a robustez, sensibilidade 492 
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e poder estatístico necessários para avaliar e identificar genotoxicidade. Por 493 

isso, os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a genotoxicidade, 494 

nas células da medula óssea de cães naturalmente infectados, induzida pela 495 

infecção por L. infantum.  496 

FENECH et al., 2011; MATZENBACHER et al. 2017, afirmam que   a 497 

presença de micronúcleos pode ser considerado um biomarcador para a 498 

detecção de aberrações cromossômicas numéricas e quebras induzidas dos 499 

cromossomos em células que sofreram a ação de diferentes agentes. Reiteram 500 

também que essas células não são propensas a reparos e apresentam uma alta 501 

correlação com o risco de carcinogênese.  502 

Esse é o primeiro estudo a investigar a capacidade da LVC em promover 503 

estabilidade genômica em células da medula óssea de cães infectados 504 

naturalmente. Os testes MN e EC contribuíram como biomarcadores de baixo 505 

custo na análise desses efeitos e pode ser recomendado, em estudos futuros, 506 

para investigação de associação de neoplasias em cães positivos para 507 

leishmaniose visceral.   508 

5.CONCLUSÃO 509 

O aumento da frequência de micronúcleos, e aumento de dano no DNA 510 

nas células da medula óssea confirmaram a atividade genotóxica da L. infantum 511 

em cães infectados naturalmente. 512 
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