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RESUMO

A estabilidade genémica € uma consequéncia da exposicdo a agentes quimicos,
fisicos e biolégicos que induzem lesdes ao genoma, seja pela mudangca no
conjunto da estrutura do gene ou pela ocorréncia de mutacdo génica, que podem
ser repassados as proximas geracfes celulares, quando ocorre em células
germinativas. As mutacoes e alteracdes genotoxicas podem ocorrer em qualquer
célula, independente do estagio do ciclo celular. No momento em que a
mutacéo/alteracdo acontece nas células somaticas ocorre um desencadeamento
de consequéncias, sendo as mais frequentes a formacao de tumores benignos
ou malignos, a morte celular e o envelhecimento precoce. A infeccdo por
Leishmania infantum pode estimular estabilidade genémica em camundongos,
porém esta associacdo ainda ndo foi caracterizada em outras espécies,
especialmente em cdes que sdo considerado o principal reservatorio em
ambientes urbanos pois, além de intenso parasitismo apresentam riscos para a
saude publica com o alto potencial de transmisséo para seres humanos. Desta
forma o objetivo com este estudo foi identificar a estabilidade genémica da
leishmaniose visceral em cées utilizando os testes de ensaio de cometa e
micronucleo, reconhecidos como biomarcadores de genotoxicidade. Um total de
32 cées participaram do estudo, sendo 24 infectados assintomaticos e 8 nao
infectados. Os testes de ensaio de cometa e micronucleo foram testados e
comparados entre os dois grupos. O teste de normalidade de D’Agostino com
nivel de significancia 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 micronucleo
detectou um aumento no nuamero de micronlcleo em eritrocitos
policromatofilicos, (p=0,0004) no tecido medular do grupo infectado, quando
comparados ao grupo controle. Esses resultados confirmam o potencial
genotoxico e mutagénico da leishmaniose visceral nas células da medula éssea
de cées.

Palavras-chaves: cometa, genotoxicidade, Leishmania, micronucleo.



SILVA, P.M.P, EVALUATION OF GENOMIC STABILITY OF BONE MARROW
CELLS IN DOGS WITH NATURALLY INFECTED VISCERAL LEISHMANIASIS,
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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. CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma grave doenca zoonética,
potencialmente fatal, causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitida vetorialmente durante o repasto sanguineo de fémeas infectadas de
flebotomineos. Os cées sédo considerados o0s principais reservatorios, para o
parasito, em ambientes urbanos, pois além de intenso parasitismo estdo
diretamente em contato com o homem (ALBUQUERQUE et al., 2017).

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca de dificil diagnéstico,
uma vez que trata-se de uma enfermidade com caracteristicas multissistémica e
ampla sintomatologia (BRASIL, 2016; SOLANO-GALLEGO, 2011) e, embora o
agente causador seja um protozodrio intracelular obrigatorio, existem poucos

relatos sobre o seu possivel efeito genotdxico (DE OLIVEIRA et al., 2011).

A genotoxicidade pode ocorrer em consequéncia da exposicdo a agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos que induzem lesdes no genoma seja pela mudanca
no conjunto da estrutura do DNA ou pela ocorréncia de mutagédo génica, com
repasse desses danos as proximas geracdes celulares ou para geragdes futuras
guando ocorre em células germinativas (MOUTSCHEN, 1985).

Alteracfes genotdxicas ja foram descritas em seres humanos portadores
de leishmaniose cutanea (KOCYIGIT et al., 2005). Em camundongos, também
h& descricao de genotoxicidade quanto da infeccdo por Leishmania infantum (DE
OLIVEIRA et al., 2011). Esses relatos confirmam a acdo do parasito sobre o
material genético dos hospedeiros. As alteracdes séo atribuidas ao aumento da
producao de 6xido nitrico pelos macréfagos, causadas pela presenca das formas
de amastigotas no tecido, que induzem as alteracoes no DNA (DE OLIVEIRA et
al., 2011).

Em todos os seres vivos, 0 material genético é organizado por uma ordem
especifica de nucleotideos na molécula de DNA. No entanto, as bases desta
molécula expostas a varios agentes podem sofrer alteracdo na sua estrutura ou

composicdo quimica, denominada de mutagéo (ZAHA et al., 2003).
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As mutacdes e alteracdes genotoxicas podem ocorrer em qualquer célula,
independente do estagio do ciclo celular (ZAHA et al., 2003). Quando néo se
tornam letais para as células, elas podem propagar-se pelo corpo em
crescimento (mutacdo somatica) ou serem transmitidas as geracdes seguintes
(mutacdo germinativa) (RABELLO-GAY, 1991).

No momento em que a mutagao/alteracéo acontece nas células somaticas
ocorre o desencadeamento de consequéncias, tais como a formacéo de tumores
benignos ou malignos, a morte celular, o envelhecimento precoce e a ocorréncia
de malformacéo e abortos durante o desenvolvimento embrionario (RABELLO-
GAY, 1991). Deste modo, pesquisadores utilizam alguns indicadores de
genotoxicidade para avaliar os efeitos de exposi¢cdes do material genético, na
estabilidade do DNA, nos danos gendémicos e no dano cromossomico dentre

outros.

Os testes do micronucleo (MN) e ensaio do cometa (EC) sdo os mais
utilizados e recomendados para a deteccdo dessas atividades genotdxicas
(GROVER et al., 2009; BOEIRA et al., 2010; AISSA et al., 2012;). O ensaio do
cometa refere-se a um procedimento rapido e sensivel para quantificar danos no
DNA de vérias espécies (ROTHFUSS et al., 2011; TICE et al., 2000). J& o teste
do micronucleo é utilizado para detec¢édo da acdo de agentes clastogénicos (que
guebram cromossomos) e/ou aneugénicos (que induzem aneuploidia ou

segregacao cromossémica anormal) (ZAHA, 2014).
1.1.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose visceral (LV) € uma grave doenca zoonotica crénica,
potencialmente fatal e com ampla distribuicAo geografica acometendo
individuos, na maioria das vezes, de paises subdesenvolvidos como a india,
Nepal, Africa do Sul e Brasil (COSTA, 2011).

Ja LVC refere-se a uma enfermidade causada pelo protozoario do género
Leishmania infantum. O cdo é considerado o principal reservatorio no ciclo
urbano de transmissdo pois, além de apresentar intenso parasitismo esta
diretamente em contato com o homem (ALBUQUERQUE et al., 2017). A

principal forma de transmissdo da LVC é por meio da picada do inseto
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pertencente a familia dos flebotomideos, ao género Lutzomyia e a espécie
Lutzomyia longipalpis, conhecido popularmente por mosquito-palha (FEITOSA
et al., 2000; DINIZ et al., 2008).

O ciclo da doenca inicia-se quando, durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado infectado, a fémea do flebotomideo ingere macrofagos
parasitados por formas amastigotas de Leishmania infantum. No trato digestivo
superior (es6fago e a faringe) do vetor ocorre a diferenciacdo para formas
promastigotas metaciclicas (IKEDA-GARCIA e MARCONDES, 2007).

O ciclo biolégico completa-se quando fémeas infectadas realizam um
novo repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado liberando as formas
promastigotas metaciclicas. No interior dos macrofagos, as formas
promastigotas metaciclicas diferenciam-se em formas amastigotas, que se
multiplicam intensamente por divisdo binaria. Liberadas, essas formas serdo
fagocitadas por novos macréfagos, em um processo continuo, com
disseminagcdo hematogénica e linfatica para outros tecidos ricos em células do
sistema mononuclear fagocitario (IKEDA-GARCIA e MARCONDES, 2007)

A presenca das formas de amastigotas no tecido aumenta a producéo de
oxido nitrico pelos macrofagos que podem induzir a alteracdes genotéxicas no
DNA (DE OLIVEIRA et al., 2011). Neste contexto, levando em consideragao que
as alteracdes ainda ndo foram demonstradas na leishmaniose visceral canina,
se faz necesséario a investigacdo de possiveis alteracbes genotdxicas nesta
espécie. A utilizacdo de biomarcadores como o0 ensaio do cometa e o teste do
micronudcleo séo reconhecidos como boas técnicas para a investigacdo dessas
alteracdes (VALENTE et al., 2017).

1.1.2 ENSAIO DE COMETA

O ensaio de cometa (EC) ou “Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) é
um método muito difundido e eficaz, que pode detectar sinais de genotoxicidade
por meio da identificacdo da quebra da fita de DNA de células expostas a
agentes quimicos, fisicos e biolégicos (OLIVEIRA et al., 2009).
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Estudos comprovaram a eficiéncia deste teste em varios grupos celulares
utilizando diferentes agentes (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; TICE et
al.,2000; DE LEMOS et al., 2000; LEE; STEINERT, 2003; MATSUMOTO et al.,
2006). Trata-se de um método rapido, no qual as lesées no DNA podem ser

vistas na auséncia da atividade mitética (CASTRO, 2004).

Ao ser comparado com outros testes 0 ensaio do cometa apresenta
vantagens como a deteccao de dano no material genético, exigéncia de poucas
células para a sua realizacdo e a possibilidade de se obter dados de células
individualizadas (MITCHELMORE; CHIPMAN., 1998; BUCKER et al., 2006).

As células sao incorporadas em gel de agarose e espalhadas sobre uma
lamina. Essa lamina € submetida a uma corrente elétrica que produz uma forca
proporcionando a migracdo dos segmentos de DNA livres, resultantes de
guebras, para fora do nucledide (MCKELVEY-MARTIN et al., 1993).

Apos a eletroforese as células que apresentam um nucledide redondo sao
identificadas como normais, ou seja, sem danos no DNA. Quando vista ao
microscopio a célula com danos adquire a forma aparente de um cometa,
com cabeca referente a regidao nuclear e cauda que contém fragmentos ou
fitas de DNA que migraram na diregdao do anodo (FAIRBAIRN et al., 1995).

O tamanho da cauda é proporcional a dimenséo do dano que foi causado,
mas a simples visualizacdo do cometa ja significa que danos estdo presentes no
DNA (Figura. 1), podendo indicar quebras de fita simples, duplas, crosslinks,

sitios de reparo por excisdo e/ou lesbes alcali-labeis (TICE et al., 1995).
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Figural. Diferentes niveis de dano no material genético observados
como cometas (hucledides) com caudas de comprimentos variados,
em eritrécitos de camundongos. Aumento X400, corado com brometo
de etidio e visualizado com microscopia de fluorescéncia (Fonte:
Arquivo pessoal).

1.1.3 TESTE DE MICRONUCLEO

O micronucleo (MN) € um pequeno nucleo delimitado por uma membrana
nuclear, independente do nucleo principal, que aparece nas células filhas como
consequéncia de danos néo reparados ocorridos nas células maes (WALKER et
al., 1996).

O teste do micronucleo foi introduzido por Heddle em 1973, como uma
alternativa simples para avaliar danos cromossémicos. E um teste de
mutagenicidade in vivo que reconhece a acdo de agentes clastogénicos e
aneugénicos (FENECH, 2000; SALVADORI et al., 2003).

O principio do teste esta baseado no fato de que, durante a anafase, as
cromatides e fragmentos cromossOmicos acéntricos ndo sao transportados pelas
fibras do fuso para polos opostos, ao contrario dos fragmentos com centromero.
Apods a teléfase os cromossomos sem danos sao incluidos no nucleo de cada
uma das células filhas e elementos que ndo foram transportados pelo fuso
também podem ser englobados pelos nucleos recém-formados. No entanto,

alguns destes elementos, normalmente muito pequenos, ndo séo incluidos nos
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novos nucleos e permanecem no citoplasma, constituindo as estruturas

caracterizadas como micronucleos (SCHMID, 1975).

Como € decorrente de material genético que se separou do nucleo
principal, o MN é um representativo de perda de cromatina em consequéncia de
dano cromossémico estrutural (fragmento), numérico (cromossomo inteiro) ou
ainda dano no aparelho mitético. A presenca de microndcleo € um fenbmeno
natural, porém as exposicdes a compostos genotdoxicos aumentam a sua
frequéncia nas células (FENECH, 2000). Os micronucleos podem ser
observados também em células anucleadas como é o caso dos eritrocitos
policromaticos do sangue periférico de mamiferos. Essas células no final do seu
processo de diferenciacdo sobre uma enucleacdo e os micronucleos ndo sao
expulsos juntamente com o nucleo principal e, portanto, sdo mantidos no

citoplasma (Figura 2).

Figura 2. Eritrocitos policromaticos de
sangue periférico de rato Wistar. A seta
indica o micronucleo. Coloracao: Laranja
de acridina. Aumento de 1000x.

Laboratério de Nutrigendmica-
FCFRP/USP, 2011 (Fonte: Livia Cristina
Hernandes).

Os MN formados por agentes genotdxicos s6 apareceram apdos um ciclo
completo de divisdo celular (SALVADORI et al., 2003). Portanto, danos
cromossOmicos estruturais estdo relacionados a exposicdo direta do agente
mutagénico com o DNA ou com defeitos intracelulares na replicagdo do DNA,
recombinacdo ou mecanismo de reparo recentes (FENECH, 2000).
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1.1.4 OBJETIVOS

1.1.4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade genémica em células da medula 6ssea de cdes com

leishmaniose visceral naturalmente infectados.

1.1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Identificar danos genémicos no tecido medular de caes com LVC por meio da

técnica de cometa.

2- ldentificar danos cromossomicos no tecido medular de cdes com LVC por

meio do ensaio de micronucleo.
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2. CAPITULOII

AVALIACAO DA ESTABILIDADE GENOMICA DE
CELULAS DA MEDULA OSSEA DE CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL NATURALMENTE
INFECTADOS

Polyana Mayume Pereira da Silval, Alda Izabel de Souza?.

Discente do Programa de P6s-graduacéo Ciéncias Veterinaria, FAMEZ/UFMS.
’Docente FAMEZ/UFMS.

RESUMO: Estabilidades genbmicas ja foram observadas em células de
camundongos com leishmaniose visceral, entretanto esses efeitos ainda néo
foram descritos na espécie canina, considerada o principal reservatoério da
doenca. Por isso o objetivo com este trabalho foi identificar a estabilidade
gendmica da leishmaniose visceral em cées infectados naturalmente. Um total
de 32 caes participaram do estudo, sendo 24 animais assintomaticos, infectados
naturalmente, e 8 ndo infectados, utilizados como grupo controle. Os testes de
ensaio de cometa e micronucleo foram realizados em células da medula 0ssea
obtidas por meio de puncgao aspirativa. O teste de normalidade de D’Agostino
com nivel de significancia de 0,05 foi empregado, seguido do teste de Mann-
Whitney (p<0,05) para a comparagao entre os grupos infectados e controle. No
teste do ensaio do cometa foi possivel observar um aumento na porcentagem de
DNA na cauda das células danificadas (p=0,04). No teste do micronucleo foi
detectado aumento no nimero de micronucleo em eritrécitos policromatofilicos
(p=0,0004) no tecido medular do grupo infectados, quando comparados ao grupo
controle. Esses resultados demonstram o potencial genotéxico e mutagénico da
leishmaniose visceral nas células da medula 6ssea de caes infectados
naturalmente e que pode estar associado a acao do protozodrio no tecido.
Palavras-chaves: ensaio de cometa, genotoxicidade, LVC, teste de
micronucleo.
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ABSTRACT: Genomic stability has already been observed in cells of mice with
visceral leishmaniasis, however these effects have not yet been described in the
canine species, considered the main reservoir of the disease. Therefore, the aim
of this work was to identify the genomic stability of visceral leishmaniasis in
naturally infected dogs. A total of 32 dogs participated in the study, with 24
asymptomatic animals, naturally infected, and 8 uninfected, used as a control
group. Comet and micronucleus assay tests were performed on bone marrow
cells obtained by aspiration puncture. The D’Agostino normality test with a
significance level of 0.05 was used, followed by the Mann-Whitney test (p <0.05)
for the comparison between the infected and control groups. In the comet assay
test, it was possible to observe an increase in the percentage of DNA in the tail
of the damaged cells (p = 0.04). In the micronucleus test, an increase in the
number of micronucleus was detected in polychromatophilic erythrocytes (p =
0.0004) in the medullary tissue of the infected group, when compared to the
control group. These results demonstrate the genotoxic and mutagenic potential
of visceral leishmaniasis in the bone marrow cells of naturally infected dogs,
which may be associated with the action of the protozoan in the tissue.

Keywords: comet assay, genotoxicity, LVC, micronucleus test.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma das zoonoses tropicais de maior
negligéncia no mundo. Essa doenca é causada, principalmente, pelo
protozoario Leishmania infantum e transmitida por fémeas de flebotomineos
infectadas (HALDAR et al., 2011). A doenca apresenta altas taxas de incidéncia

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

O céo é considerado o principal reservatorio em ambientes urbanos pois,
além de intenso parasitismo apresentam riscos para a saude publica com o alto
potencial de transmisséo para seres humanos (ALBUQUERQUE et al. 2017). No
cdo a infeccado pela Leishmania infantum desencadeia uma diversidade de
respostas que podem variar da infec¢cdo assintomatica ao desenvolvimento da
doenca ativa (SOLANO-GALLEGO, et al 2011; BRASIL, 2016).

A L. infantum provoca supressao da imunidade mediada por células,
possibilitando a disseminacdo e multiplicacdo incontrolada do protozoario
(BRASIL, 2014). A presenca das formas de amastigotas no tecido aumenta a
producdo de 6xido nitrico pelos macrofagos e induzem estabilidade gendémica
(DE OLIVEIRA et al., 2011). Esse mecanismo de indu¢do de danos no DNA foi
observado em leucocitos de camundongos infectados por L. infantum (DE
OLIVEIRA et al. 2011; MOREIRA et al.,, 2017). Entretanto esses efeitos
genotoxicos ainda ndo foram descritos em cdes com LV. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a estabilidade genémica em células da medula 6ssea

de caes com leishmaniose visceral natural infectados.
2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMS) sob o protocolo numero 1.018/2019.
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2.1 Amostras

A amostragem, por conveniéncia, totalizou a inclusdo de 32 cées de
ambos 0s sexos, sem restricdo de raca e com idade entre 1 a 8 anos. Desses,
24 eram animais naturalmente infectados por L. infantum, assintomaticos e
diagnosticados pelo teste imunocromatografico (DPP® LVC Bio-Manguinhos) e
confirmacédo parasitolégica, entregues ao Centro de Controle de Zoonose de
Campo Grande, MS, para eutanasia, seguindo a Portaria Interministerial nimero
1.426, de 11 de julho de 2008.

Considerando a frequéncia de coinfec¢des na regido, todos os animais
foram submetidos ao teste de Reacdo de Cadeia Polimerase (PCR) para
Babesia canis e Erhlichia sp. e os animais positivos foram excluidos da
amostragem. Campo Grande esta em uma area ndo endémica
para Trypanosoma cruzi e Dirofilaria immitis, portanto infecgbes para esses
agentes nao foram investigadas. O grupo controle foi formado por 8 cdes sem
alteracdes clinicas e negativos pelo teste imunocromatografico (DPP® LVC Bio-

Manguinhos).

Em todos os cdes 2 ml de sangue medular foram coletados por puncao
do Umero proximal, com o auxilio de agulha tipo Jamshidi, seguindo-se 0s
métodos preconizados por Grindem et al. (2009). O material amostrado foi
utilizado na confec¢do de laminas individuais para os testes de cometa e
micronucleo, seguindo a metodologia descritas abaixo para cada uma das

anéalises.
2.2 Ensaio de cometa

Uma amostra de 20 uL, da diluicdo 1:400, das células medulares com
solucao fisiologica (aproximadamente 20.000 células nucleadas) foi usada para
0 ensaio do cometa, realizado de acordo com Oliveira et al. (2013).
Posteriormente, as laminas foram coradas com 100uL de brometo de etidio
(200upg/ mL) antes da leitura.

O material foi analisado em microscopio invertido de fluorescéncia

(Leica® Microsystems-DMi8), em objetiva de 40X, com filtro de excitagéo de 420-
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490 nm e filtro de barreira de 520 nm. Um total de 200 células de cada individuo
foi analisado utilizando o software CometScore© para avaliar a porcentagem do

DNA na cauda e comprimento do cometa.

2.3 Teste de micronucleo

Para avaliagdo da existéncia de micronucleos utilizou-se o método
descrito por Oliveira et al. (2009). As laminas foram inicialmente coradas com 20
pL de laranja de acridina (1 mg / mL). Em seguida, 20 pL de sangue medular, de
cada céo, foi depositado na lamina, recoberto com laminula e armazenados em
freezer (-20 ° C) por um periodo minimo de 15 dias. Apds esse periodo as
laminas foram analisadas em microscopia de fluorescéncia (Nikon® — Eclipse
E200) com um filtro de excitagédo de 420 a 490 nm e um filtro de barreira de 520

nm.
2.4 ANALISE ESTATISCA

Médias e desvios padrdes foram calculados para ambas as analises. Os
dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de D’Agostino. Para os
testes de microndcleo e ensaio de cometa os animais infectados foram
comparados com o controle por teste de U de Mann-Whitney com nivel de

significancia <0,05.
3. RESULTADOS

O ensaio do cometa identificou aumento na porcentagem de DNA na
cauda das células danificadas (p=0,04), porém sem aumento no comprimento
dos cometas (p=0,06). A investigagdo de danos ao DNA pelo teste do

micronucleo detectou um aumento no numero de MNEPC (p=0,0004)

Os resultados obtidos a partir do teste do ensaio do cometa e teste do
micronucleo no tecido medular do grupo com LVC, quando comparados ao grupo

controle podem ser observados na Tabela 1.
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467  Tabelal. Resultados de m, desvio padrao e diferenca estatistica nos testes de ensaio de cometa
468 e micronucleo realizados em células medulares de cdes com leishmaniose visceral e do grupo
469 controle.
Controle Infectado p-valor
Mediana (DP) Mediana (DP)
(%) DNA na cauda 9,64+5,48 11,21+9,36 0,04*
Comprimento do 29,5+2,34 33,34+8,17 0,06
cometa
MNEPC 1545,17 79161 0, 0004*
470 DP - Desvio padrao, MNEPC - micronlcleo em eritrcitos policromatofilicos, indica diferenca
471  estatistica por teste de Mann- Whitney.
472
473 4.DISCUSSAO
474 Os resultados obtidos através do ensaio do cometa identificaram que, o
475  protozoario responsavel pela leishmaniose visceral exerceu atividade genotoxica
476 nas células dos cdes naturalmente infectados quando comparados com o
477  controle. Estudos comprovam que dados referentes a porcentagem de DNA séo
478  mais sensiveis e menos variaveis que os parametro do comprimento do cometa,
479 e portanto fornece uma estimativa mais fidedigna dos danos no DNA,
480 independentemente, do tipo celular estudado (LEE et al., 2003; FUCHS et al.,
481 2012; FROTSCHL et al., 2015).
482 A investigacdo de danos ao DNA pelo teste do micronudcleo detectou um
483 aumento no numero de MNEPC. Esse resultado indica dano permanente nos
484  eritrocitos, ratificando a observacao de Moreira et al. (2017), em camundongos
485 infectados experimentalmente com Leishmania (Leishmania) infantum. Esse
486  efeito pode ser atribuido aos mecanismos de tentativa de controle do parasito,
487 que induz os macrofagos parasitados em aumentar a producéao de éxido nitrico
488 na tentativa de eliminar o parasita. Essa producdo aumentada de Oxido nitrico
489  tem como efeito adverso a inducédo de lesGes oxidativas no material genético (DE
490 OLIVEIRA et al., 2011).
491 Segundo Heuser et al., (2008); Araldi et al., (2015) e OCDE (2016) o teste
492  do ensaio do cometa e o teste do micronucleo possuem a robustez, sensibilidade
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e poder estatistico necessarios para avaliar e identificar genotoxicidade. Por
iSso, o0s resultados obtidos no presente trabalho confirmam a genotoxicidade,
nas células da medula 6ssea de cées naturalmente infectados, induzida pela

infecgao por L. infantum.

FENECH et al., 2011; MATZENBACHER et al. 2017, afirmam que a
presenca de micronucleos pode ser considerado um biomarcador para a
deteccdo de aberracbes cromossémicas numéricas e quebras induzidas dos
cromossomos em células que sofreram a acao de diferentes agentes. Reiteram
também que essas células ndo sdo propensas a reparos e apresentam uma alta

correlagcdo com o risco de carcinogénese.

Esse € o primeiro estudo a investigar a capacidade da LVC em promover
estabilidade gendbmica em células da medula Ossea de cées infectados
naturalmente. Os testes MN e EC contribuiram como biomarcadores de baixo
custo na andlise desses efeitos e pode ser recomendado, em estudos futuros,
para investigacdo de associacdo de neoplasias em cées positivos para

leishmaniose visceral.
5.CONCLUSAO

O aumento da frequéncia de micronucleos, e aumento de dano no DNA
nas células da medula 6ssea confirmaram a atividade genotoxica da L. infantum

em caes infectados naturalmente.
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