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RESUMO

No Novo Mundo, a leishmaniose visceral (LV) é causada pela Leishmania
infantum, que tem como vetor o inseto flebotomineo Lutzomyia longipalpis. Os cées
sdo considerados o principal reservatério urbano da infec¢do. Devido ao fato do
controle da LV se basear, principalmente, no controle da leishmaniose visceral
canina (LVC), é importante estudar o papel dos cdes na transmissdo da infeccéo.
Foi demonstrado que cées apresentando diferentes apresentacdes clinicas da LV,
inclusive os assintomaticos transmitem a infeccao ao vetor flebotomineo. Nenhum
estudo sistemético avaliou a associacdo direta entre a carga parasitaria em
diferentes tecidos e a transmissédo do parasito. A hipétese desse estudo é que cées
com baixa carga parasitaria na pele e no sangue nao transmitem a infeccéo ao vetor
flebotomineo. O objetivo deste estudo foi analisar se ha correlagdo entre a carga
parasitéria de cdes com diferentes apresentacdes clinicas da LV e a transmissdo ao
vetor Lutzomyia longipalpis. Foram selecionados 35 cées de dois canis, locazidos
em area endémica (n=23) e ndo endémica (n=12) para LV. Os animais foram
classificados de acordo com o numero de sinais clinicos em: assintomaticos (sem
sinais; n=12), oligossintomaticos (1-3 sinais; n=15) e polissintomético (<3 sinais; n
=8). Todos os 35 cédes foram positivos em pelo menos um dos testes diagnosticos:
ELISA (n=8), cultura de aspirado esplénico (n=9) e gPCR (n=35) dos tecidos
avaliados. Diferentes tecidos (sangue periférico, aspirado esplénico e bidpsia de
pele) foram coletados para quantificacdo do DNA do parasito pela qPCR. Para
avaliar a capacidade de transmissdo dos cdes, foi realizado xenodiagndstico,
seguido de determinacdo da carga parasitaria em cada flebétomo utilizando qPCR.
Finalmente, a capacidade de transmissdo de Leishmania foi estimada pela
determinacdo, apds o xenodiagnéstico, da infectividade de cdes ao fleb6tomo, da
taxa de infeccdo de fleb6tomos, e da carga parasitéria transmitida aos fleb6tomos.
Baixa carga parasitaria na pele e no sangue foi detectada em aproximadamente
85% dos caes assintomaticos. A infectividade de cdes ao flebétomo variou de 60 a
90%, e foi similar entre animais apresentando diferentes nimeros de sinais clinicos.
Foi identificado que o maior percentual (51%) de cées transmite parasitos a um
pequeno numero de flebétomos (de 1 a 5 em 30 flebétomos utilizados no

xenodiagndstico). Entre os tecidos analisados, correlacdo positiva foi detectada



entre a infectividade de caes ao vetor e a carga parasitaria nas amostras de sangue
(r = 0.50, p<0.01). Adicionalmente, foi observada, correlacdo positiva entre menor
taxa de infeccdo dos fleb6tomos e baixa carga parasitaria no sangue (r = 0.53,
p<0.01). Em conjunto, estes dados mostram que cdes com baixa carga parasitaria
sdo capazes de transmitir o parasito, porém a um pequeno namero de flebétomos e

com uma baixa carga parasitaria.



ABSTRACT

In the New World, visceral leishmaniasis (VL) is caused by Leishmania infantum and
is usually transmitted by Lutzomyia longipalpis. Dogs are considered the main urban
reservoir of the parasite. Evaluation of the importance of dogs in Leishmania
transmission in VL is well established. Dogs with different clinical forms of VL have
shown to transmit the infection to the sandfly vector, even those with no clinical signs
of the disease. Comprehensive studies that correlate transmission and parasite load
in different tissues are scarce. Our hypothesis is that dogs with low parasite load in
the skin and blood do not transmit the infection to the sandfly vector. We aimed to
analyze the correlation between parasite load of dogs with different clinical forms of
CVL and transmission to the vector Lutzomyia longipalpis. Thirty five dogs were
selected from two canine kennels, located in an endemic (n=23) and non-endemic
area (n=12) for VL. These animals were classified according to the clinical signs into
asymptomatic (no signs; n=12), olygosymptomatic (1-3 signs; n=15) and
polysymptomatic (>3 signs; n=8). All the 35 dogs tested positive for at least one of
the diagnostic tests: ELISA (n=8), culture in splenic aspirates (n=9) and qPCR for
Leishmania DNA detection (n=35). Different tissues (blood, splenic aspirate and skin
biopsy) were collected for quantification of parasite load using gPCR. To evaluate
the infectivity of the dogs to vector, first we performed the xenodiagnosis, then we
guantified parasite load in each sandfly using qPCR. Finally, transmission of
Leishmania was estimated by determining infectivity to sandflies, and the infection
rate, and the parasite load transmitted to sandflies. Low parasite load in the skin and
blood was detected in approximately 85% of asymptomatic dogs. Infectivity to
sandflies varied from 60 to 90%, and shown to be similar among animals presenting
different number of clinical signs. It was noted that the highest percentage (51%) of
dogs transmitted infection to a small number of sandflies (from 1 to 5 in 30 sandflies
used in xenodiagnosis). Positive correlation between infectivity to sandflies and
parasite load was only detected in blood among the tissues analyzed (r = 0.50, p
<0.01). Additionally, a lower parasite load in blood (r = 0.53, p <0.01) were correlated
to the presence of lower number of positive sandflies in xenodiagnosis. These

findings indicate that animals with low parasite load are capable to transmit



Leishmania to sandflies, although to a lower number of sandflies and with a low

parasite load.



1 INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia

Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica grave que acomete caes
e outros mamiferos vertebrados, incluindo o homem (Lainson e Shaw, 1979). A LV
pode causar surtos epidémicos de dificil controle, além de apresentar altas taxas de
mortalidade. E uma doenca que afeta principalmente regides pobres de paises em
desenvolvimento. Sabe-se que ela esta associada a fatores como a desnutricao,
movimentos populacionais em massa, condicdes precarias de habitacéo,
analfabetismo e baixa imunidade do hospedeiro (Who, 2010). A leishmaniose
também esta relacionada com as mudancas ambientais, tais como o desmatamento,
além de urbanizacédo de novas areas e migracdo de pessoas para areas endémicas
(Who, 2010).

Existem duas principais formas classificadas quanto a caracteristicas clinicas
e epidemioldgicas de LV: i) forma zoondtica, que ocorre em nosso pais e em alguns
paises da Europa, afeta principalmente criancas jovens e tem como principal
reservatorio o cdo doméstico; ii) forma antroponoética, que ocorre na India, afeta
pessoas de todas as idades e é normalmente transmitida de humano para humano
via picada do inseto vetor (Who, 1990).

A LV é endémica em 62 paises de quatro continentes, em sua maioria paises
em desenvolvimento, sendo que 200 milhdes de pessoas encontram-se expostas ao
risco. A incidéncia anual esta estimada em 500.000 novos casos, concentrados
principalmente na india, Nepal, Bangladesh, Suddo e Brasil. Além disso, a LV é a
causa estimada de 50.000 mortes anualmente (Desjeux, 2004).

Aproximadamente 90% dos casos de LV registrados na América ocorrem no
Brasil (Albuguerque et al., 2009). Inicialmente, a LV no Brasil era predominante em
areas rurais e pequenas areas urbanas. No entanto, ha mais de 50 anos ela esta se
expandindo (Sherlock, 1996) e alcancando areas urbanas de médio e grande porte
(Jeronimo et al., 1994; Bevilacqua et al., 2001). Na década de 90, a maior incidéncia

da doenca ocorria na regido nordeste com mais de 90% dos casos relatados,
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distribuidos principalmente nos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo e Piaui.
Entretanto, esse percentual vem diminuindo para 66% dos casos de LV notificados
no Brasil, pois vem ocorrendo expanséo da doenca, surgindo novos casos em outras
regibes, como as regides sudeste e sul (Maia-Elkhoury et al.,, 2008). Na ultima
década, a média da incidéncia anual no Pais foi de 3.156. Outro fator importante que
foi revelado nessa década é a urbanizacdo da doenca, ocorrendo surtos nas
grandes cidades do Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP),
Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza
(CE), Camacari (BA) e, mais recentemente, as epidemias ocorridas nos municipios
de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (Ministério da Saude,
2006).

1.2 Agente Etioldgico

A LV é causada por protozoarios tripanosomatideos que pertencem a classe
Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania, podendo ser dividido nos subgéneros Leishmania e Viannia de acordo
com seu desenvolvimento no intestino do vetor (Lainson e Shaw, 1979). O parasito
causador da LV pertence ao complexo Donovani, com duas espécies principais:
Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) infantum. De acordo
com a taxonomia proposta por Lainson e Shaw (1979), no Novo Mundo, o principal
agente causal da LV é a L. infantum e, menos frequente, a Leishmania amazonensis
(Barral et al., 1991). Inicialmente, L. infantum era chamada de L. chagasi, entretanto
estudos mostraram que essas espécies sdo geneticamente similares (Mauricio et al.,
2000).

Leishmania spp. € um protozoario bifasico, que se apresenta em formas
distintas e caracterizadas no hospedeiro mamifero e no inseto vetor. No mamifero o
parasita encontra-se na forma intracelular obrigatéria, aflagelada, denominada
amastigota, que se multiplica por divisdo binaria no interior dos fagolisossomos das
células do sistema fagocitico mononuclear (Antoine et al., 1990; Alexander et al.,
1999; Kaye e Scott, 2011). Enquanto que a forma denominada de promastigota é a

predominante no interior do trato digestorio do hospedeiro invertebrado, o inseto
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vetor. Esta forma é caracterizada por ser extracelular e apresentar flagelo, estrutura
gue propicia mobilidade ao parasita (Killick-Kendrick e Killick-Kendrick, 1991). A
promastigota de Leishmania apresenta dois principais estagios de desenvolvimento,
prociclica e metaciclica. A forma promastigota prociclica € caracterizada por
apresentar pouca motilidade, flagelo curto e por néo ser infectante, enquanto que a
promastigota metaciclica é a forma infectante com flagelo alongado e alta
motilidade.

O ciclo biolégico da Leishmania comeca quando o inseto vetor inocula na
derme do hospedeiro, parasitos na forma de promastigotas metaciclicas (Killick-
Kendrick, 1999). O protozoario inoculado na derme do hospedeiro mamifero €, em
seguida, fagocitado por macréfagos, onde se transformam em amastigotas no
interior de vacuolos parasitéforos e se reproduzem intracelularmente por divisdo
binaria. Com multiplicagdo intracelular, a célula infectada pode sofrer ruptura ou
realizar exocitose dos protozoarios (Rittig e Bogdan, 2000). A partir dessa fase,
macrofagos e células dendriticas podem fagocitar as formas amastigotas liberadas
no meio extracelular e migrar para os linfonodos de drenagem (Moll, 1993; Muraille
et al., 2003). Posteriormente, a disseminacdo do protozoario podera ocorrer para
diversos 6rgdos do sistema fagocitico mononuclear (como figado, baco, medula
0ssea e linfonodos). Os parasitas presentes na pele e no sangue do hospedeiro
infectado poderdo ser ingeridos pelos flebotomineos durante o repasto sanguineo,
no qual as amastigotas sao liberadas das células do hospedeiro mamifero e
rapidamente se transformam em promastigotas prociclicas, multiplicando-se ainda
no sangue ingerido, envolto por uma matriz peritréfica secretada pelas células do
estbmago do inseto. Apos a digestdo do sangue, a matriz peritréfica se rompe e a
promastigota coloniza o segmento anterior do intestino do inseto (Lainson et al.,
1987; Bates, 2007). Nessa regido o0s parasitos sofrem o0 processo de
metaciclogénese, em que rea¢fes bioquimicas ocorrem nas porgdes glicidicas da
molécula do lipofosfoglicano (LPG) que estdo ancoradas na membrana da
promastigota. Por fim, as promastigotas metaciclicas migram para o eséfago e

faringe e sdo transmitidas ao hospedeiro durante o repasto sanguineo do inseto.
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1.3 Vetor

As fémeas de flebotomineos pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae, género Phlebotomus (Rondani & Berté, 1840) e Lutzomyia (Francga,
1924) sdo os principais responsaveis pela transmissédo das leishmanioses no Velho
Mundo e no Novo Mundo, respectivamente.

O Lutzomyia longipalpis é considerado o principal vetor da LV no Brasil e foi
descrito inicialmente por Lutz & Neiva (1912). Essa espécie predomina na fauna
flebotominica das &reas endémicas para LV nas Américas. A espécie Lutzomyia
cruzi também foi incriminada como vetor da LV (Galati et al.,, 1997; Santos et al.,
1998) em locais em que ndo havia a presenca de Lutzomyia longipalpis e casos de
da doenca eram notificados. Em alguns focos na Colémbia e Venezuela o Lutzomyia
evansi é suspeito de ser um importante vetor (Travi et al., 1990; Montoya-Lerma et
al., 2003). Outras espécies de flebotomineos também tém sido sugeridas como
vetores potenciais da leishmaniose visceral no continente americano, sendo
encontradas infectadas naturalmente, como a Lutzomyia migonei (De Carvalho et
al., 2010); Lutzomyia forattinii (De Pita-Pereira et al., 2008); Lutzomyia sallesi e
Lutzomyia neivai (Saraiva et al., 2009).

1.4 Reservatério Hospedeiro

Existem fortes evidéncias que mamiferos da familia Canidae, principalmente
caes (Canis familiaris), sdo os principais reservatérios da forma da leishmaniose
visceral zoonoética em regifes urbanas, essas consistem em: i) 0s cdes que sdo
altamente susceptiveis a infec¢édo, apresentam intenso parasitismo cutaneo, e vivem
em proximidade ao habitat do homem (Dantas-Torres, 2006); ii) a epidemia canina
precede a epidemia humana em centros urbanos, endémicos para a doenca
(Bevilacqua et al., 2001; Alvar et al., 2004); iii) a transmissdo de L. infantum &
mantida através de um ciclo entre o cédo e o inseto em comunidades urbanas e peri-
urbanas (Lanotte et al.,, 1979; Berrahal et al., 1996); iv) a prevaléncia canina se
mantém alta mesmo em periodos em que a prevaléncia de casos humanos é baixa

(Fraga et al., 2012); v) a leishmaniose visceral canina (LVC) esta presente em cerca
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de 50 dos 88 paises afetados pela LV, sendo os trés maiores focos: a bacia do
Mediterraneo, a China e a América do Sul (Alvar et al., 2004).

Além do céo, tem-se estudado a participacdo de outros animais silvestres e
domésticos como reservatorios da LV. Existem estudos que mostraram alta
soroprevaléncia em gatos domésticos (Felis catus) naturalmente infectados (Martin-
Sanchez et al., 2007; Da Silva et al., 2008), enquanto que em outros estudos houve
baixa deteccdo de gatos infectados (Sherlock, 1996). Essa discrepancia entre os
resultados indica que o papel epidemiologico desses animais ainda ndo esta definido
e deve ser mais estudado. A infeccdo em cavalos também j& foi notificada
(Fernandez-Bellon et al., 2006). No ambiente silvestre, as raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) sdo considerados os

principais reservatorios.

1.5 Leishmaniose Visceral Canina

A historia natural da doenca mostra que cées infectados com L. infantum
podem progredir para diferentes formas clinicas da infeccéo, sendo estas as formas
sintomaticas ou assintomaticas (Fig. 1). ApOs a infec¢do, um grupo de cédes pode
controlar a proliferacdo do parasita e curar a infeccdo, eliminando o parasita. Em
uma parcela de cées, a infeccdo permanece em estado subclinico, sem a presenca
de sintomas, podendo permanecer nesse estagio durante anos ou até pela vida
inteira (Fisa et al., 1999; Quinnell et al., 2001). Alguns caes desse grupo podem
apresentar alguma alteragdo no seu estado de saude, devido a diversos fatores,
como por exemplo, a administracdo de um farmaco imunossupressor ou uma
doenca imunossupressora, 0 que acarretaria na ativacdo da infeccao latente e o
desenvolvimento de sinais clinicos. Por fim, existe uma parcela de caes que nao
possui a capacidade de controlar a progressdo da doenga e depois de um periodo
de infeccdo curto, de dois a quatro meses, os sintomas aparecem. Os animais
pertencentes ao terceiro grupo sdo considerados susceptiveis, e os cades dos dois
primeiros grupos sdo denominados resistentes a infecgéo por L. infantum (Cabral et
al., 1998).
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A progressdo da doenca estd relacionada com o tipo de resposta imunolégica
desenvolvida pelo hospedeiro. Existem dois principais padrbes de resposta
imunolégica adquirida estudados na LVC, o do tipo T helper 1, induzido por IL-12,
citocina que ativa a resposta celular mediada por células T CD4+, com producao
aumentada de IFN-y e IL-2, enquanto que o padrdo de resposta T helper 2 estimula

a resposta imune humoral, com producdo de imunoglobulinas, por meio da producéo

[ Hospedeiro J

[ Exposto ao parasita}

Figura 1 - Histéria natural da leishmaniose canina. Os diferentes tipos de resposta apds a picada de
flebotomineos infectados por Leishmania sao indicados: cdes saudaveis e ndo infectados (verde), sintomaticos
(vermelho) e assintométicos (azul). Os fatores responséaveis pela manutencdo dos cdes na forma assintomatica

ou a evolugéo da doenca nao séo claros. Modificado de Solano Galego, 2009.

das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Estudos mostraram que a resposta imunoldgica na
LVC é caracterizada por uma resposta mista entre o perfil de resposta Thl e Th2, e
gue o controle da replicacdo do parasito, a progressdo da doenca ou a cura é
determinado pelo balanco entre essas duas respostas. E descrito que a imunidade
especifica mediada por células T CD4+ parece ser capaz de promover o controle da
infeccdo e manter o animal assintomatico. Pinelli e colaboradores (1994)
demonstraram que linfocitos de cées resistentes sdo capazes de proliferar, produzir

IL-2, IFN-y e TNF-a, citocinas da resposta Th1, induzindo a ativagcdo da resposta
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anti-Leishmania em macrofagos. Esses cées apresentam hipersensibilidade cutanea
tardia, apds estimulacdo por extrato de antigenos de Leishmania. Por outro lado, a
susceptibilidade a doenca esta relacionada com um aumento da resposta humoral e
diminuicdo da resposta celular (Alvar et al., 2004; Baneth et al., 2008). Na transi¢céo
do estado assintomatico para 0 sintomético, ocorre supressdo da resposta
proliferativa de linfécitos (Bourdoiseau et al., 1997; Moreno et al., 1999; Rhalem et
al., 1999). Assim, cées sintomaticos apresentam uma significante reducdo no nivel
de células T CD4+ com baixa resposta linfoproliferativa a fracdo soltvel do extrato
de antigeno de Leishmania in vitro (Moreno et al., 1999), ativacdo policlonal de
linfécitos B pelos antigenos parasitarios e altos titulos de anticorpos especificos
(Gradoni, 2001). Existem diversas evidéncias de correlacdo positiva entre a
sintomatologia manifestada por cées naturalmente infectados, niveis de citocinas

produzidas e carga parasitaria (Manna et al., 2006).

1.5.1 Prevaléncia dainfecc&o canina

A prevaléncia da infecgdo canina varia conforme a presenca de diversos
fatores, tais como a ecologia e as condicdes climaticas que determinam a
abundéncia do vetor. Quando estdo presentes condicbes favoraveis para a
transmissdo da doenca, tais como grande quantidade de inseto vetor e alta
densidade do hospedeiro canino, a infeccdo espalha-se rapidamente e
extensivamente entre individuos da populacdo canina (Quinnell et al., 1997; Oliva et
al., 2006). Um estudo de coorte avaliou a exposicdo de um grupo de caes nao
infectados durante trés temporadas de transmissdao em Napoles, Itélia,
demonstrando que no final do estudo, a maior parte dos céaes se tornaram positivos
na PCR de medula 6ssea e na sorologia. Essa alta prevaléncia da infeccéo foi
atribuida a alta densidade do vetor Phlebotomus perniciosus e a auséncia de
medidas de controle da populacédo flebotominea e dos casos caninos (Oliva et al.,
2006). Estudos recentes reforcam o dado de que a infeccdo nos cées em regides
endémicas € generalizada, afetando uma grande parte da populagdo. No entanto,
nem todos os céaes infectados desenvolvem a doenca (Fisa et al., 1999; Solano-

Gallego et al., 2001). Dessa forma, estudos epidemioldgicos utilizando técnicas de
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biologia molecular nas &areas onde a LVC é endémica demonstraram que a
prevaléncia da infeccéo canina por Leishmania é consideravelmente maior, podendo
alcancar taxas entre 60 a 80% conforme o tipo e a quantidade de tecidos avaliados,
em relacdo a avaliacao feita por testes soroldgicos da doenga, e que a maior parte
dos cées infectados ndo apresentavam sinais clinicos (Berrahal et al., 1996; Solano-
Gallego et al., 2001; Alvar et al., 2004). Por sua vez, a soroprevaléncia da infec¢ao
esta estimada entre 5 a 37% (Fisa et al., 1999; Sideris et al., 1999). E provavel que a
menor prevaléncia nos testes soroldgicos ocorra devido a baixa positividade nos
caes clinicamente saudaveis. Um estudo realizado na Grécia mostrou qgue um grupo
de 73 caes clinicamente saudaveis, 12,3% testaram positivos na sorologia, enquanto
gue 63% eram positivos na PCR de medula 6ssea (Leontides et al., 2002). Como
revisado por Baneth e colaboradores (2008), esses dados evidenciam que na
Europa caes apresentando doenca clinica em areas endémicas sdo apenas a ponta
de um iceberg, e que a maioria dos cdes expostos tornam-se infectados sem
mostrar evidéncia clinica da doenca e producdo de anticorpos detectaveis.
Entretanto, no Brasil a distribuicdo da doenca nos caes errantes e semi-domiciliados
difere do padrdo europeu, pois devido as piores condi¢des nutricionais e a co-
infeccdo com outros agentes patogénicos ha um maior percentual de cdes com

evidéncia clinica da infeccdo (Coura-Vital et al., 2011; Silveira et al., 2012).

1.5.2 Patogénese daLVC

A infeccdo por L. infantum em caes apresenta semelhancas a infeccdo no
homem. No entanto, os cdes apresentam alta frequéncia de lesGes de pele é alta e a
distribuicdo do parasita € extensa, enquanto que no homem o parasito se encontra
principalmente na medula éssea, figado e baco (Longstaffe e Guy, 1986; Swenson
et al., 1988).

Apés a picada do inseto vetor no cédo, os parasitas sdo inoculados e
rapidamente distribuidos por via hematogénica ou linfatica para o baco e linfonodo,
respectivamente, podendo alcancar, posteriormente, o rim e o figado. Em seguida, o
parasita pode se disseminar para os 6rgdos reprodutivos, pele, bexiga, tratos

digestorio e respiratério (Molyneux e Ashford, 1983; Benderitter et al., 1988).
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A presenca de parasitos em diversos tecidos e 6rgdos do hospedeiro geram
reacdes inflamatérias que produzem lesdes, responsaveis por sinais caracteristicos
da LVC. Estas reac0Oes resultam em infiltracdo celular nos tecidos, que se distribuem
para areas cada vez mais extensas, causando alteracdo progressiva e desequilibrio
funcional dos 6rgéos afetados, tais como pele, figado e baco (Bourdeau e Groulade,
1988). Também ocorre producdo da resposta humoral, que se inicia com a
estimulacado policlonal de linfécitos B (Galvao-Castro et al., 1984; Bunn-Moreno et
al.,, 1985), produzindo uma alta concentracdo de y-globulinas, incluindo
imunoglobulinas especificas e ndo especificas (Persechino e Oliva, 1986). Por fim,
h& a formacéo e deposicdo de imunocomplexos, compostos principalmente por IgG
e as fracbes C;, C, e C4 do complemento, em diferentes regides do organismo,
ocorrendo principalmente nos rins (Benderitter et al., 1988; Costa et al., 2003).

As alteracbes encontradas em pele de cédes como, dermatite esfoliativa,
ulcerativa, nodular e pustular sdo associadas a diferentes respostas imunoldgicas.
Fondevila e colaboradores (1997) correlacionaram a presenca de células de
Langerhans e queratinécitos expressando a molécula de MHC classe II, além de
macroéfagos, linfocitos T e fibroblastos com os aspectos dermatol6gicos encontrados.
Em cées susceptiveis a resposta na lesdo nodular ocorre sem a presenca de células
apresentadoras de antigenos e com grande quantidade de macrofagos infectados
(Fondevila et al., 1997). No entanto, essas lesdes encontradas na pele de caes
infectados ndo necessariamente seriam provocadas por uma resposta inflamatoria a
presenca de parasitos, pois na pele de caes assintométicos também s&o
encontrados um grande nimero de parasitos (Solano-Gallego et al., 2004).

Nos o¢rgéos linfoides ocorre a proliferacdo de linfohistioplasmocitario,
resultando em linfadenomegalia. No bago, a LVC causa desorganizagdo da polpa
branca, com poucos linfécitos em torno da veia central. Adicionalmente, ocorre
aumento da celularidade de mondécitos e macréfagos na polpa vermelha, mudancas
na estrutura microvascular com aumento das vénulas, veias e fibras reticulares
(Santana et al., 2008). No figado de animais infectados, o aspecto morfologico
evidencia presenca do infiltrado inflamatorio e formacdo de granulomas, hiperplasia
e hipertrofia das células de Kupfer (Tafuri et al., 1996).
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A patogenia da leishmaniose é influenciada por diversos fatores inerentes ao
hospedeiro, tais como sua predisposicao genética e resposta imunolégica. Também
tem papel importante, fatores relacionados ao parasito, havendo diferencas entre as
espécies e sua fase de desenvolvimento, o que pode influenciar na capacidade da
Leishmania de resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Sacks et al.,
1990). Adicionalmente, fatores inerentes ao vetor, como sua capacidade vetorial e
exposicao continua do hospedeiro mamifero a saliva devido a repetidas picadas do
inseto vetor (Courtenay et al., 2002; Moreno e Alvar, 2002; Vinhas et al., 2007)

também s&o importantes no desfecho da infecgéo.

1.5.3 Manifestacdes clinicas

LVC é uma doenca sistémica com manifestacfes clinicas variaveis devido as
diferentes respostas individuais dos céaes, resultando em varias formas clinicas
(Ciaramella et al., 1997; Rallis et al., 2005). Em uma parcela dos cées, 0s sinais
clinicos ndo aparecem até um ou dois anos ap0s a infeccdo, denominado periodo
pré-patente da infeccdo (Oliva et al., 2006). Mais de 50% dos animais soropositivos
e 80% dos animais infectados permanecem assintomaticos durante o periodo pré-
patente da infeccdo, e podem nunca virem a apresentar sinais clinicos ou até
mesmo a eliminar o parasito (Abranches et al., 1991; Cabral et al., 1992; Solano-
Gallego et al., 2001).

Alguns dos sinais clinicos de cdes com LVC ndo sao especificos da doenca,
tais como a hipertermia, apatia, astenia, alteracdo do apetite, polidipsia e perda de
peso. Enquanto que outros sinais sdo caracteristicos da doenca, tais como lesfes
cutaneas, principalmente, descamacao e eczema, em particular no espelho nasal e
orelha, pequenas Ulceras rasas, localizadas mais frequentemente ao nivel das
orelhas, focinho, cauda e articulagbes (Ciaramella et al., 1997). Outros sinais clinicos
das fases mais adiantadas da doenca sdo: hipertrofia dos linfonodos, com um
aumento no tamanho e consisténcia, o que facilita a palpagcdo dos mais superficiais,
como o popliteo e os submandibulares (Abranches et al., 1991); onicogrifose; edema
dos coxins plantares; alopecia localizada; e dermatite periocular e nasal que podem

rapidamente disseminar-se para outras regides do corpo do animal; hepatomegalia;
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intensa esplenomegalia (Slappendel, 1988). Hiperceratose, ulceragfes cutaneas,
ceratoconjuntivite também sdo achados nos animais acometidos (Ciaramella et al.,
1997).

Nas fases avancadas da doenca, os caes podem adicionalmente apresentar
paresia das patas posteriores, caquexia e inani¢cao. A lesao renal devido ao acumulo
de imunocomplexos € associada a lesao glomerular e morte (Benderitter et al., 1988;
Solano-Gallego et al., 2001).

As manifestacdes clinicas da LVC sao acompanhadas por alteracfes
laboratoriais, tais como as alteracdes hematoldgicas, caracterizadas por anemia
normocitica e normocrémica, trombocitopenia e leucopenia (Abranches et al., 1991).
As alteracBes bioquimicas mais comumente associadas a doenca sdo 0 aumento
das proteinas totais do soro, com inversao da taxa albumina/globulina e aumento da
fracdo gama. Efetivamente, na eletroforese de proteinas observa-se um decréscimo
significante na concentragdo de albumina e um aumento combinado de B e y
globulinas (Burillo et al., 1994).

1.5.4 Carga parasitaria nos tecidos de caes infectados

Outro parametro avaliado que pode ajudar na melhor compreensdo de
aspectos relacionados a progressdo da infeccdo por L. infantum em caes é a
determinacdo da carga parasitaria em diferentes tecidos do hospedeiro. Estudos
evidenciaram que existe associacado positiva entre a intensidade da infecgcdo no
baco, figado, medula Ossea e esfregaco de pele e o estado clinico do animal
(Sanchez et al., 2004; Reis, Martins-Filho, et al., 2006). A carga parasitaria tem sido
associada ao padrao de resposta inflamatéria granulomatosa em cdes com LV (Dos-
Santos et al., 2004).

Recentemente, Reis e colaboradores (2006) demonstraram que os tecidos
com a maior quantidade de parasitas sao a pele e o baco. A pele é o local em que
ocorre 0 primeiro contato entre o parasito e o hospedeiro (Giunchetti et al., 2006). A
pele foi considerada por Abranches e colaboradores (1991) um importante
reservatorio para parasitos em caes infectados, saudaveis e doentes, além de ter um

importante papel na transmissdo da LV, pois a alta carga do parasito € acessivel ao
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vetor flebotomineo (Deane e Deane, 1962). O baco € o principal local de células
linfoides interpostos na corrente sanguinea e representa um importante érgdo no
combate a infeccdo (Reis, Teixeira-Carvalho, et al., 2006). O sangue € um
importante tecido na LVC, pois esta envolvido diretamente na transmissdo do
parasito, processo que ocorre durante o repasto sanguineo do inseto vetor, além de
ser uma das vias de disseminacdo do parasito para outros 0Orgaos. Entretanto
estudos demonstraram que a carga parasitaria neste tecido € baixa quando
comparado a tecidos como baco, linfonodo e pele (Manna et al., 2006; Manna et al.,
2008).

Uma abordagem para quantificacdo da carga parasitaria nos tecidos foi
introduzida em um modelo de rato infectado por L. infantum (Bretagne et al., 2001;
Nicolas et al., 2002), e foi baseada no uso da PCR quantitativa em tempo real

(gPCR), visando amplificac@o de sequéncias especificas de DNA do parasito.

1.6 Transmissao

A LV é considerada uma doenca dinamica e as circunstancias de transmissao
estdo mudando continuamente devido aos impactos ambientais e demograficos
provocados pelo homem (Gramiccia, 2011).

A transmissdo do parasito causador da LV entre animais silvestres ou
domésticos e 0 homem, em paises do Velho Mundo, ocorre através da picada do
fleb6tomo das espécies Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P. perfiliewi e P.
neglectus, enquanto que no Novo Mundo, ocorre principalmente através da picada
do flebétomo das espécies L. longipalpis ou L. cruzi (Grimaldi et al., 1989; Dos
Santos et al., 1998) (WHO, 1990).

A transmissdo via flebotomineos tem um papel central na manutencdo da
infeccdo por L. infantum. Entretanto, casos autéctones de transmissao tém sido
relatados em localidades em que os flebotomineos ndo sdo encontrados (Harris,
1994). Carrapatos e pulgas foram avaliados como potenciais vetores de Leishmania,
porém ndo foram encontradas evidéncias de transmissdo entre cdes através do
carrapato, nem da ocorréncia da metaciclogénese nos carrapatos (Coutinho et al.,
2005; Coutinho e Linardi, 2007). A transmissao vertical (transplacetaria) tem sido
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apontada como responsavel pela transmissao da infec¢do entre os caes de caga nos
EUA, que ocorreu na auséncia de vetores flebotomineos (Duprey et al., 2006;
Boggiatto et al., 2011). Recentemente, a transmissdo venérea tem sido relatada em
cdes (Da Silva et al.,, 2009). Entretanto, a transmissao através de vias sem a
presenca do vetor flebotomineo provavelmente apresenta pouca importancia na

manutencdo da doenca em regides endémicas (Quinnell e Courtenay, 2009).

1.7 Medidas de controle da transmissao da L. infantum

No Brasil, o controle da transmisséo da L. infantum é centrado na reducao da
populacédo flebotominea e nas medidas de combate ao reservatério (diagnéstico e
eutanasia de cades soropositivos). O controle vetorial é realizado por meio de duas
medidas, atividades de saneamento ambiental e a aplicacdo residual de inseticida.
As atividades de saneamento ambiental visam reduzir os locais provaveis de criacéo
do vetor, ou do seu repouso. Estas acdes estdo embasadas no manejo do ambiente
por meio da retirada de matéria organica em decomposi¢cao no peridomicilio, poda
de galhos e arbustos (Manual de Leishmaniose Visceral, 2006). Outras medidas
existentes sdo o diagndstico e tratamento de casos humanos, além de atividades de
educacdo em saude, entretanto o impacto dessas medidas na transmissao € baixo
guando utilizadas na auséncia das medidas de controle do vetor e reservatorio
(MANUAL DE LEISHMANIOSE VISCERAL, 2006; WHO, 2010).

O aumento da incidéncia da leishmaniose visceral no Brasil e em outros
paises sugere que as medidas de controle existentes ndo tém sido eficazes (Maia-
Elkhoury et al., 2008; Antoniou et al., 2009). Uma série de razdes tém sido sugeridas
para explicar a ineficacia das medidas de controle, dentre elas, as dificuldades
operacionais e logisticas, o papel potencial das vias de transmissdo que ndo envolva
os fleb6tomos e sim algum hospedeiro reservatorio adicional (Dantas-Torres, 2006;
Coutinho e Linardi, 2007). Modelos mateméticos sugerem que o controle do vetor e
a vacinagdo de caes seriam mais eficazes no controle da transmisséo do que a
eliminacdo de cédes (Dye, 1996). Atualmente no Brasil existem duas vacinas
disponiveis para comercializacdo, Leish-Tec® e Leishmune®, no entanto para que
sejam implementadas como uma medida de salude publica sdo necessarios estudos
gue demonstrem a capacidade da vacina bloquear a transmissdo do parasito em
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cdes vacinados e que estes possam ser distinguidos dos caes naturalmente
infectados pelos métodos diagndsticos oficiais recomendados pelo Ministério da
Saude (Brasil, 2007). O tratamento de cédes infectados geralmente ndo € curativo
(Baneth e Shaw, 2002) e, ap6s um réapido periodo, o cdo volta a transmitir o parasito
(Alvar et al., 2004), ndo sendo permitido no Brasil.

A prética da eutanasia canina € recomendada pelo MS do Brasil a todos os
animais soropositivos. As técnicas sorologicas podem apresentar falhas no
diagnostico da infeccdo no cdo, pois a amostra sérica pode ter sido obtida no
periodo que antecede a soroconversdo e alguns animais podem nao produzir ou
produzir anticorpos especificos apenas transitoriamente (Killick-Kendrick et al., 1997;
Oliva et al., 2006). Assim, muitos animais naturalmente infectados podem deixar de
ser identificados. Recentemente, a PCR convencional para deteccdo de DNA do
parasito vem sendo substituida pela qPCR no diagndstico e acompanhamento de
doencgas causadas por parasitos como Leishmania spp. (Bretagne et al., 2001). Essa
técnica é mais sensivel e reprodutivel, além de permitir a determinacdo da carga
parasitaria em amostras clinicas (Bretagne et al., 2001; Bossolasco et al., 2003). O
uso desta técnica pode ajudar na identificacdo de cdes naturalmente infectados que
nao sdo diagnosticados pelo uso das técnicas soroldgicas, para que assim possa ser

avaliada a importancia desses caes na epidemiologia da doenca.

1.8 Infectividade dos cées em relagcéo vetor Lutzomyia longipalpis

Xenodiagnostico € um método para diagndstico da LVC e pode ser usado
para avaliar as taxas de transmissdo em cdes com as diferentes formas clinicas da
doenca (Molina et al., 1994). Embora ndo seja uma técnica rotineira, devido a
dificuldades na obtencéo de flebétomos, o xenodiagnostico pode ser uma ferramenta
atil em estudos epidemioldgicos, fornecendo informacdes sobre a infectividade dos
cées, que é a capacidade destes em transmitir 0 parasito ao vetor, sendo importante
no acompanhamento de cées apds o tratamento (Ribeiro et al., 2008; Miro et al.,
2011). Para melhorar a eficiéncia da técnica, ferramentas moleculares como a PCR
e a qPCR vém sendo utilizadas para deteccao e quantificacdo do parasito no inseto
vetor (Ranasinghe et al., 2008).
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A literatura se mostra controversa em relacdo a infectividade nos grupos de
caes assintomaticos e sintomaticos. Estudos realizados em cdes apresentando as
diferentes apresentacdes clinicas da infeccdo (assintomatico, oligossintomatico e
polissintomatico), na Europa e América do Sul, mostraram que existe uma alta
proporcédo de caes que sao infectivos, e estes sdo capazes de infectar um grande
namero de fleb6tomos (Molina et al., 1994; Guarga et al., 2000; Courtenay et al.,
2002). Estudos de Vercosa e colaboradores (2008) e Travi e colaboradores (2009)
mostraram que apenas 0s cdes sintomaticos transmitem a infeccdo, enquanto que
outros trabalhos como o de Michalsky e colaboradores (2007), Molina e
colaboradores (1994) e Courtenay e colaboradores (2002) encontraram resultados
diferentes, mostrando que existe um numero maior de cées sintomaticos
transmitindo o parasito em relacédo aos cdes assintomaticos, indicando que as duas
formas clinicas da infeccdo apresentam papel na transmissdo do parasito em
regides endémicas para doenca.

Existem fortes evidéncias no Brasil que a maioria dos cdes assintomaticos e
infectivos estdo em um estagio pré-patente da infeccdo, portanto provavelmente
desenvolveram a doenca (Courtenay et al., 2002). Courtenay e colaboradores (2002)
demonstraram que cdes assintomaticos que ndo progrediram para doenca clinica
contribuem muito pouco para a transmissdo em comparacao aos caes sintomaticos
e 0s cédes assintomaticos no estagio pré-patente. Também foi demonstrado que a
transmissao estaria positivamente associada com a gravidade clinica, alta resposta
de anticorpos anti-parasita e baixa contagem de células T CD4" (Guarga et al., 2000;
Courtenay et al.,, 2002; Da Costa-Val et al., 2007). No entanto, essas correlagbes
clinicas e imunolégicas ndo fornecem um teste sensivel para avaliacdo da
transmissdao (Courtenay et al., 2002). Um marcador mais especifico pode ser
fornecido pela carga parasitaria na pele e no sangue. Entretanto, existem poucos
estudos comparando a infectividade de caes e a detec¢do do parasita em bidpsias
de pele, e até agora estes estudos ndo conseguiram correlacionar a presenca de
Leishmania na pele de cdes e a transmissdo ao vetor (Travi et al., 2009). A
avaliacdo mais precisa da carga parasitaria da pele e outros tecidos usando qPCR

pode ser mais informativa para compreensao da transmisséo do parasito.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo da epidemiologia da infeccdo causada por L. infantum no céo
doméstico é essencial para o plano de controle da LV. No Brasil a soroprevaléncia
da doenca pode alcancar 23% em determinadas regibes (Paranhos-Silva et al.,
1996). Entretanto, existe uma parcela de cées naturalmente infectados que nédo séao
diagnosticados pelos testes soroldgicos preconizados pelo Ministério da Saude em
inquéritos epidemioldgicos, pois tais métodos ndo permitem a deteccdo de caes
infectados que nao soroconverteram, ou aqueles cées soropositivos que
converteram para soronegativos, mesmo ainda estando infectados (Pinelli et al.,
1994; Quinnell et al., 1997). Estudos mostraram que a prevaléncia da infeccdo na
populacdo canina avaliada por testes moleculares em areas endémicas para a
doenca é alta, podendo chegar a aproximadamente 80% em regibes na Europa
(Solano-Gallego et al., 2001; Leontides et al., 2002) e 59% em regides do Brasil
(Bigeli et al., 2012). A diferenca entre as prevaléncias dos testes moleculares e
sorolégicos ocorre devido a maior sensibilidade dos testes moleculares, e indica a
existéncia de uma populacdo de caes soronegativa, mesmo estando infectada.
Sendo assim esta populacdo de cdes ndo € identificada, ndo ocorrendo a eutanasia
de acordo com as medidas de controle da LV preconizadas pelo MS. Solano-Gallego
e colaboradores (2001) evidenciaram que grande parte dos caes infectados e
soronegativos de area endémica sdo assintométicos. Adicionalmente ja foi
demonstrado em diversos trabalhos que cédes assintomaticos participam na
transmissdo da infeccdo ao vetor, apesar desta ocorrer em menor frequéncia
guando comparado aos cédes sintomaticos (Molina et al., 1994; Courtenay et al.,
2002; Michalsky et al., 2007). Estudos avaliando a importancia de céaes
assintoméaticos e soronegativos na transmissdo da doenca ndo foram realizados de
forma sistematica, e podem ajudar a melhor compreender a epidemiologia da
doenca, assim como estabelecer medidas de controle da doenca mais eficazes.

Estudos avaliando a transmissdo do parasito demonstraram que as
manifestacdes clinicas de cées, assim como a grande quantidade de anticorpos anti-

parasito apresentam associacao positiva com a transmisséo pelo vetor flebotomineo,
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Lutzomyia longipalpis (Guarga et al., 2000; Courtenay et al., 2002; Da Costa-Val et
al., 2007). No entanto, tais parametros ndo conseguem diferenciar caes infectivos de
nao infectivos. Um marcador mais preciso para avaliacdo da infectividade de cées
pode ser fornecido pela carga parasitaria na pele e no sangue, tecidos presentes no
contato entre o vetor flebotomineo e o hospedeiro vertebrado no momento da
transmissao do parasito. Estudos comparando a infectividade de cées e a deteccéo
do parasita em bidpsias de pele sdo poucos e até agora ndo mostraram correlacéo
da transmissibilidade ao vetor e a quantidade de parasitos na pele de cées (Travi et
al., 2009). Para avaliacdo mais precisa da carga parasitaria nestes tecidos a
utilizacdo da qPCR pode ser mais informativa.

Foi demonstrado que flebotomineos sdo capazes de apresentar alta carga
parasitaria quando infectados com Leishmania em condigcdes experimentais
(Ranasinghe et al., 2008; Bezerra-Vasconcelos et al., 2011), e que estes podem
transmitir um namero elevado de parasito em modelo experimental (Kimblin et al.,
2008). Em condi¢Bes naturais a quantidade de parasitos transmitidos ao vetor
flebotomineo, a partir de cdes naturalmente infectados ndo € conhecida. Esse
conhecimento vai permitir avaliar a capacidade de caes em transmitir a infeccéo.

A hipétese desse estudo € que cdes com baixa carga parasitaria na pele e no
sangue nao transmitem a infecgé@o ao vetor flebotomineo Lutzomyia longipalpis.

Desta forma, este trabalho visa correlacionar quantidade de DNA de
Leishmania em tecidos envolvidos na transmisséo, de cdes naturalmente infectados,
com distintas formas clinicas da infeccdo e a carga parasitaria transmitida a

fleb6tomos utilizando como ferramenta o xenodiagnadstico.
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3 OBJETIVO GERAL

Correlacionar a infectividade ao vetor Lutzomyia longipalpis e a carga parasitaria em

tecidos envolvidos na transmissao de caes naturalmente infectados

3.1 ESPECIFICOS

v' Classificar caes com resultados positivos para leishmaniose visceral canina
em pelo menos um dos testes diagndsticos conforme o namero de sinais

clinicos

v' Determinar a carga parasitaria nos tecidos de pele, sangue periférico e

aspirado esplénico coletados de cdes naturalmente infectados

v' Determinar a carga parasitaria em fleb6tomos utilizados no xenodiagnostico

de caes naturalmente infectados

v' Avaliar a capacidade de transmissdo da infeccdo determinando a
infectividade de cades ao vetor flebotomineo e a taxa de infeccdo dos

fleb6tomos utilizados no xenodiagndstico

BN

v' Correlacionar a carga parasitaria determinada nos tecidos de cées

naturalmente infectados e a capacidade de transmissao ao vetor

v Correlacionar a carga parasitaria nos tecidos de caes naturalmente infectados

com a carga parasitaria dos fleb6tomos infectados no xenodiagnostico
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4 METODOS

4.1 Considerac0Oes éticas

No presente estudo, todos os experimentos envolvendo caes foram realizados
conforme a lei federal brasileira de experimentacdo animal (lei 11794), com o guia
de experimentacao animal da Fundacédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (Fiocruz, 2008) e
seguindo as instru¢cdes do manual de vigilancia e controle da Leishmaniose Visceral
do MS. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA,
protocolo 015/2009) do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM) -
FIOCRUZ/BA. Os proprietarios de todos os animais foram informados a respeito da
LV, seus riscos para a saude e descrevendo a sintomatologia mais comum

produzida por esta enfermidade.

4.2 Populagéo do estudo

Foram selecionados 35 cées domiciliados e de canis de regifes do estado da
Bahia, sem raca definida, de diferentes idades. Os cées foram selecionados a partir
de um estudo de corte transversal. Como critério de inclusdo foi considerado o
diagnéstico positivo para LVC em algum dos testes diagndsticos, imunoldgico,
ELISA in house, parasitologico, cultura ou qPCR das amostras de aspirado
esplénico, pele e sangue periférico.

Uma ficha clinica foi preenchida com dados clinicos dos caes sobre a
condicdo geral de saude, ou seja, 0 estado geral e nutricional, a presenca de
ectoparasitas ou sinais clinicos de anormalidades concorrentes, além de presenca
de sintomatologia para LVC com dados de exame de pele, ouvidos, coxins, anexos
cutaneos, boca, olhos, linfonodos popliteos, axilares e retro-mandibulares, regiao
inguinal e perineal. Os sinais clinicos avaliados no estudo e mais comumente
associados a LVC foram: perda de peso, alopecia, lesdes cutaneas, conjuntivite,

onicogrifose e linfadenopatia. De acordo com Mancianti e colaboradores (1988), os
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cées selecionados foram classificados quanto a presenca ou auséncia de sinais
clinicos, sendo considerados assintoméaticos (sem nenhum sinal clinico da infeccéo),
oligossintomaticos (de um a trés sinais clinicos da infec¢céo) e polissintomaticos (com
mais de trés sinais clinicos da infeccdo). Como controle negativo foi utilizado um
total de 20 cées originarios do municipio de Pelotas, &rea ndo endémica de LVC no
Rio Grande do Sul (RS).

4.3 Coletade amostras

Foram coletadas amostras de sangue em um volume minimo de 5 ml por
puncdo da veia cefdlica, tibial ou jugular. O sangue foi coletado em dois tubos
estéreis, sendo um sem EDTA para obtencdo de soro e outro com EDTA para
sangue total. Estes tubos foram conservados em temperatura de refrigeracdo até o
processamento. Os tubos sem EDTA foram centrifugados a 1.200 x g durante 15
minutos para obtengdo de soro. Estes foram aliquotados e identificados em tubos
contendo 1,5 ml das amostras e, em seguida, armazenadas a -80°C, sendo,
posteriormente, utilizados na realizacdo dos exames sorolégicos. As amostras de
sangue total, presentes nos tubos com EDTA, foram aliquotadas, identificadas e
congeladas a -20°C, para posterior extracdo de DNA e realizacdo de gPCR.

As amostras de tecido esplénico foram obtidas pela técnica de puncéo
descrita por Barrouin-Melo e colaboradores (2006) e modificada para efetuar a
coleta guiada por um aparelho portatil de ultrassom. Apenas foram sedados os cées
gue apresentavam comportamento agressivo. As amostras foram aliquotadas,
identificadas e congeladas em freezer a -80°C no CPqGM/FIOCRUZ,
posteriormente, sendo submetidas a extracdo de DNA e realizacdo de qPCR.

Adicionalmente, os caes foram submetidos a biopsia de pele sadia, na
regido da pina da orelha, pela técnica de puncéo, utilizando-se um punch de 4 mm
de diametro. Este procedimento foi realizado com o uso de lidocaina 2% com
vasoconstritor no local da biopsia. O fragmento do tecido coletado foi armazenado
em tubo de 1,5 mL, identificado e mantido em gelo, e, posteriormente, congelado em
freezer a -80°C no CPqQGM/FIOCRUZ para extracdo de DNA e realizacdo de qPCR.
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4.4 Analises laboratoriais

As amostras foram processadas no laboratério do CPgGM segundo as
especificacdes de cada técnica. Foram realizados exames de qPCR, ELISA e cultivo

parasitologico.

4.4.1 ELISA paradeteccao de anticorpos anti-Leishmania sp.

Antigeno de SLA (antigeno solavel de Leishmania) de L. infantum foi
distribuido na concentracdo de 3,125 pg/pL diluido em tampéo carbonato (0,06 M,
pH 9,6) em um volume de 100 pL em pocos de placas 96 pocgos de microtitulacao de
fundo chato (Cliniplate-Labsystem). Essa concentracdo de antigeno foi escolhida a
partir de ensaios preliminares usando soros de caes naturalmente infectados. Para o
bloqueio das reac¢des inespecificas foi utilizada solugdo de PBS-0,05% Tween 20
(PBST) e 4mg/mL de albumina bovina sérica (BSA) por 1 h a 37°C. Apoés trés
lavagens com PBST, 100 uL das amostras de soros caninos, diluidas de 1:800 em
PBST contendo BSA (4mg/mL), foram incubadas por 1 h a 37°C. As placas foram
lavadas com PBST trés vezes, e, em seguida, incubadas com solucdo de anticorpo
conjugado [Peroxidase AffiniPure Rabbit Anti-Dog I1gG (H+L), Jackson
Immunoresearch] na diluicdo de 1:10.000 por 1 hora a 37°C. A reacéo foi revelada
no escuro com 3,3', 5,5'-tetramethylbenzidine (TMB - Sigma Aldrich) na presenca do
substrato peroxido de hidrogénio a 30% (H,0O;) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Por fim, a reacao foi parada com a adi¢céo de H,SO,4 na concentracéo de
4A4M. A densidade optica foi lida no comprimento de onda de 450nm no
espectrofotdmetro (SpectraMax 340PC, Molecular Devices). A reacao foi realizada
conforme descrito por dos Santos e colaborados (1996). Todas as amostras foram
feitas em duplicata. O ponto de corte foi calculado para cada placa pela média dos
valores de absorbancia (D.O.) + 2 desvios padrdo (DP) do resultado de ELISA
utilizando soros de cées de areas endémicas e ndo endémicas, controles negativos

por cultura e gPCR de amostras de aspirado esplénico.
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4.4.2 Cultivo do parasita

As amostras de aspirado esplénico coletadas assepticamente no campo
foram armazenadas refrigeradas até serem processadas no laboratério. O aspirado
esplénico foi cultivado em meio MacNeal-Nicolle (NNN), agar sangue e meio
Schneider suplementado com SBF 20% (Soro Fetal Bovino — Gibco BRL, Nova York,
USA) e gentamicina a 100ug/mL para evitar contaminagdes (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) (Barrouin-Melo et al., 2006). O material foi incubado na estufa a 24°C.
As culturas foram examinadas semanalmente durante um més para verificacdo da

presenca do parasito.

4.4.3 Extracdo de DNA dos Tecidos

As amostras coletadas, tecido esplénico, biopsia de pele e sangue total, foram
submetidas a um processo de extracdo de DNA para posterior realizacdo de gPCR.
A extracdo foi realizada usando o kit DNeasy Blood & Tissue da Qiagen (Hilden,
Alemanha). Amostras de aspirado esplénico ou de sangue total em um volume de
200 pL, e um fragmento de pele de 4 mm foram processadas de acordo com 0s
procedimentos estabelecidos no protocolo do kit. Uma vez extraido, a concentracéo
e a qualidade das amostras foram determinadas usando o espectrofotdmetro digital
(Nanodrop® ND-1000 Thermo Scientific, Wilmington, USA). Posteriormente, foram
feitas aliquotas das amostras na concentracdo de 30 ng/uL e estocadas no freezer -

20°C até o seu uso.

4.4.4 Extracdo de DNA dos flebotomineos

As fémeas Lutzomyia longipalpis utilizados no xenodiagnoéstico foram
individualmente transferidos para tubos de 1,5 mL de fundo oval. A extracdo de DNA
foi realizada de acordo com o protocolo de Michalsky e colaboradores (2007)
modificado. Para obtencdo de extratos de DNA de fleb6tomos fémea foram

individualmente macerados com o uso de um pistilo plastico (Sigma Aldrich, St
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Louis, Missouri, USA) autoclavado, em tubos de 1,5 mL contendo 50 pL de tampéo
de lise celular (100mM Tris-HCL, 100 mM NacCl, 25mM EDTA, 0,5% SDS, pH 8,0)
contendo 10 pyL de uma solucdo de proteinase K a 1 mg/mL (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) incubados em banho-maria por um periodo de 16
a 18 h a 37°C. Ao final do periodo de incubacgéo, foram adicionados aos extratos de
DNA: 70 uL de agua miliQ ultrapura e 120 pl de fenol saturado em tampéo (10 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 1ImM EDTA). Em seguida, esses extratos foram homogeneizados e
centrifugados a 18500 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes obtidos foram homogeneizados em 120 pl de uma mistura de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), seguido de centrifugacéo por 5 min a 18.500 x g.
As amostras de DNA obtidas foram precipitadas em 200 pl de etanol absoluto gelado
e 20 pl de acetato de sodio (3M, pH 5.2) overnight a -20°C e, posteriormente,
centrifugadas a 18.500 x g por 20 min. Os sobrenadantes foram entdo descartados e
os pellets lavados por centrifugagao com 100 pl de etanol absoluto e submetidos a
uma ultima centrifugacéo a 18.500 x g por 20 min. Os sobrenadantes obtidos foram
descartados e os tubos mantidos a temperatura ambiente para secagem do restante
de alcool presente na parede no tubo. As amostras de DNA foram ressuspensas em
30 pl de tampao Tris-EDTA 1X (TE). Posteriormente, a concentragdo das amostras
foi determinada usando o espectrofotdmetro digital (Nanodrop® ND-1000 Thermo
Scientific, Wilmington, USA). Por fim, as amostras de DNA foram aliquotadas na
concentracdo de 10 ng/pL e estocadas no freezer -20°C até o seu uso.

4.5 PCR quantitativa (QPCR)

45.1 Quantificagdo de Leishmania KDNA

A PCR quantitativa foi utilizada para determinar a quantidade de DNA do
parasita nas amostras de tecidos dos cdes e dos fleb6tomos utilizados no
xenodiagnoéstico. Os ensaios de gqPCR realizados foram baseados no protocolo
descrito por Francino e colaboradores (2006). O alvo da reacdo € uma regiao
conservada do minicirculo do DNA do cinetoplasto (KDNA) de L. infantum que
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amplifica um fragmento de 120 pares de base (bp). As reac¢bes foram realizadas em
um volume final de 25 pL, consistindo de 5 pL de DNA em uma concentracédo de 30
ng/uL (para os tecidos dos cées) ou 10 ng/uL (para os fleb6tomos) e 20 pL de
mistura de gPCR, que consiste em: 12,5 pL da Mastermix Universal (Perkin-Elmer
Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), primer foward 5'-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3 (Leish-1) e primer reverse 5'-
ACCCCCAGTTTCCCGCC-3' (Leish-2), ambos em uma concentracdo final de 900
nM, uma sonda fluorogénica 5-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3' que foi sintetizada
junto com uma molécula FAM reporter ligado a extremidade 5', assim como um
MGB-QNQ quencher ligado a extremidade 3’ (Perkin-Elmer Applied Biosystems), em
uma concentracao final de 200 nM. A quantificacdo de DNA de Leishmania foi
realizada utilizando-se um método absoluto com base na comparacao dos valores
do threshold Cycle (CT) em relagcédo aos valores de Ct da curva padrdo construida a
partir de diluicbes seriadas de 10 vezes de DNA de Leishmania extraido a partir de
culturas axénicas de promastigotas com 10° até 10 parasitas em triplicata. A reacédo
de amplificacdo foi realizada utilizando o sistema de deteccdo ABI Prism 5900
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) com as amostras em triplicata. As condi¢cbes
estabelecidas para a reagao foram de 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, e
40 ciclos a 95°C durante 15 s e 60°C durante 1 min. Com intuito de minimizar as
variacdes entre as placas, os valores obtidos em cada placa foram normalizados a
partir de um threshold comum. Posteriormente, o valor do Ct de cada amostra foi
calculado com base na determinagcédo do ponto em que a fluorescéncia gerada na
reacao excedeu o threshold. Para determinagao do Ct definido como ponto de corte,
a reacdo de amplificacdo para kDNA de Leishmania foi realizada utilizando na
mesma placa DNA extraido de 20 cades controle negativos da area ndo endémica
para LVC, Pelotas (RS), e de 20 cédes parasitologicamente positivos da area
endémica de Jéquie (BA). Para calcular o valor do Ct da reacéo para deteccdo em
flebétomos de DNA de Leishmania, amostras de DNA de 12 fleb6tomos machos
foram utilizadas como controles negativos e amostras de DNA de fleb6tomos
machos misturadas ao DNA de Leishmania foram utilizadas como controle positivo.
Uma curva ROC foi construida e o ponto de corte correspondeu aquele que forneceu

0s maiores valores de sensibilidade e especificidade para o teste. Assim, o Ct de
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cada amostra testada foi considerado positivo ou negativo de acordo com o valor do

ponto de corte estabelecido.

4.5.2 Quantificacdo do gene canino rRNA 18S

O valor de amplificacéo do gene controle (rRNA 18S) de céo foi utilizado para
normalizar a concentracdo da amostra de DNA de Leishmania presente no tecido do
hospedeiro, bem como garantir que quando ocorresse resultado negativo no teste
nao seria devido a problemas na amostra, como degradacédo de DNA ou a presenca
de inibidores de PCR na amostra. Para amplificar o gene rRNA 18S como uma
referéncia interna do DNA genbémico canino, foram usados o pre-developed TagMan
assay reagents (Perkin-Elmer Applied Biosystems). Os primes tém como alvos o
gene rRNA 18S de mamiferos e ndo amplificam o DNA genémico da Leishmania. As
reacOes foram realizadas em um volume final de 25 uL, contendo: 5 pL da amostra
de DNA canino, diluido com agua deionizada na concentracédo de 30 ng/uL, e 20 pL
de mistura de gPCR, que consiste em 12,5 pL da Universal Mastermix (Perkin-Elmer
Applied Biosystems), 0,40 pL do 18S GeneEx Assay (Perkin-Elmer Applied
Biosystems) na concentracdo de 60X e agua deionizada para completar o volume
final da reacdo de 25 pL. Para cada reacdo de amplificacdo foi realizada uma curva
padrdo para o gene controle cuja concentracdo variou entre 450 a 18,75 ng,
utilizando DNA extraido do tecido de cades cuja integridade foi previamente avaliada
em gel de agarose 1%. A reacdo de amplificacdo também foi feita em duplicata para
cada amostra usando o ABI Prism 5900 sequence detection system (Perkin-Elmer
Applied Biosystems). As condicbes de temperatura da reacdo foram de 50°C por 2
min, 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. Para cada
amostra, a quantidade de DNA amplificado do alvo e do gene controle foi
determinado pela comparacdo entre os valores do Ct das amostras com o Cts da
curva padrdao. O slope da curva padrao do gene rRNA 18S foi calculado e
corresponde a -3,406 (DP 0,415), o qual representa a média dos valores de slope de
5 experimentos independentes com o coeficiente de correlagéo correspondente (r%)
de 0,993 (DP 0,002). Somente foram utilizadas amostras de DNA que amplificaram

para o gene rRNA 18S. A carga parasitaria foi expressa pelo nimero de parasitas e
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normalizada para 100 mg da amplificacdo do gene controle 18S rRNA nos tecidos

do hospedeiro.

4.6 Xenodiagnéstico

Todos os 35 animais selecionados foram submetidos ao xenodiagnéstico,
sendo este realizado 7 a 10 dias apds a coleta e diagnostico da infeccdo desses
animais. Um a dois dias antes da realizacdo da técnica, os cdes foram lavados com
um sabao neutro para eliminacdo de qualquer residuo de inseticida ou substancia
toxica para os fleb6tomos. Os fleb6étomos utilizados no estudo foram obtidos de
colénias de laboratério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz e da Universidade
Federal da Bahia. Para realizacdo da técnica os insetos foram deixados em jejum
durante 24 h antes da realizacdo do exame. Um cilindro de PVC transparente,
acoplado a uma malha fina, contendo de 30 a 40 fleb6tomos, foi fixado e deixado em
contato com a orelha do cao por 30 min, para que os insetos pudessem efetuar o
repasto sanguineo. Subsequentemente, o cilindro foi removido e transportado para o
CPgGM. Os insetos foram alimentados com uma solucao de saturada de glicose por
cinco dias. Apos esse periodo, os fleb6tomos foram congelados no freezer -80°C até
extracdo de DNA da amostra. A gPCR foi realizada para avaliar presenca do DNA
do parasito e determinar a carga parasitaria. O xenodiagnéstico foi utilizado para
avaliar a infectividade do cdo em relacédo ao vetor flebotomineo. A transmisséo de
Leishmania foi estimada por: i) infectividade de cées ao fleb6tomo calculada como a
porcentagem de cdes positivos na avaliacdo pelo xenodiagnéstico, i) a taxa de
infeccdo foi calculada como o niumero de fleb6tomos positivos por xenodiagndstico e

iif) Carga parasitaria transmitida aos flebotomineos durante o xenodiagnadstico.
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Figura 2 - Realizagdo da técnica de xenodiagndstico em um dos cées selecionados
para o estudo

4.7 Analise de resultados

A diferenca entre a carga parasitaria nos grupos de cdes com diferentes
manifestacdes clinicas foi avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis, com pd4s-teste de
comparagdes de Dunn. Para avaliagdo do percentual de cé&es infectados,
estratificados de acordo com a intensidade da carga parasitaria, foi aplicado o teste
Exato de Fisher. Como em cada xenodiagnostico, o0 numero de flebétomos utilizados
variou, o numero de fleb6tomos infectados e a carga parasitaria nos vetores foram
corrigidos para o valor comum de 30 flebétomos e o resultado foi expresso em
namero de fleb6tomos infectados e carga parasitaria por 30 flebétomos utilizados. O
teste de Spearman foi utilizado para seguintes correlacdes: i) entre a infectividade de
cdes ao vetor e a carga parasitaria nos tecidos de cdes naturalmente infectados, ii)
entre a carga parasitaria nos tecidos de cdes naturalmente infectados e a taxa de
infeccdo de fleb6tomos, i) entre a carga parasitaria nos tecidos de cées
naturalmente infectados e a carga parasitaria de fleb6tomos infectados. A diferenga
entre a carga parasitaria nos flebétomos infectados no xenodiagnostico realizados
nos grupos de caes com diferentes manifestagées clinicas foi avaliada pelo teste de
Kruskal-Wallis, com pés-teste de comparagfes de Dunn
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5 RESULTADOS

5.1 Populacéo do estudo

Para inclusdo no estudo, 35 cées foram selecionados devido ao resultado
positivo obtido em pelo menos um dos testes diagndsticos para LVC. Em nove cées
(25,7%), foi observada a presenca de formas promastigotas de Leishmania em
amostra de aspirado esplénico mantida em meio de cultura. Anticorpos anti-
Leishmania foram detectados no soro de oito (22,8%) de 35 cdaes infectados,
enguanto que a amplificacdo de DNA de Leishmania utilizando gPCR foi detectada
em todas as 34 amostras de pele avaliadas (100%), em 29 das 35 amostras de
aspirado esplénico (82,8%) e 27 das 35 amostras de sangue (77,1%) (Anexo 1).

De acordo com a avaliagao clinica realizada, doze animais ndo apresentavam
sinais clinicos da infeccdo (assintomaticos), quinze tinham até trés sinais clinicos
(oligossintométicos) e oito mais de trés manifestacdes clinicas da doenga
(polissintométicos). Em relacdo as formas clinicas, todos os 12 cdes assintomaticos
apresentaram resultado negativo no ELISA, mas foram diagnosticados como
positivos para infeccdo por Leishmania (100%), pois utilizando gPCR DNA do
parasito foi detectado em pelo menos um dos tecidos avaliados. Empregando cultura
para o diagndstico, somente dois dos 12 (16,7%) foram positivos.

Em relacdo a positividade no ELISA, a maior prevaléncia foi encontrada nos
cées polissintomaticos, com 62,5% dos animais positivos. Em relagcéo a cultura, as
formas clinicas em que mais amostras apresentaram o crescimento do parasita,
foram os cées oligossintomaticos e os polissintomaticos, 3 de 15 (30,7%) e 3 de 8
(37,5%), respectivamente (Tabela 1). Quanto a sensibilidade do diagnostico de LVC
nos 35 animais avaliados, a cultura e o ELISA obtiveram 25% e 23% de

sensibilidade, respectivamente.
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Tabela 1 - Positividade dos testes diagndsticos de acordo com as diferentes formas clinicas em cdes
naturalmente infectados

Formas Clinicas Testes Diagnosticos
Elisa in house Cultura gPCR
Baco Baco Pele Sangue
Assintomatico (n=12) 0/12 (0%) 2/12 (16,6%) 10/12 (83%) 11/11* (100%) 11/12 (91,6%)
Oligossintomatico (n=15) 3/15 (20%) 4/15 (26,6%) 12/15 (80%) 15/15 (100%) 11/15 (73,3%)
Polissintomético (n=8) 5/8 (62,5%) 3/8 (37,5%) 8/8 (100%) 8/8 (100%) 6/8 (75%)
Total 8/35 (22,8%) 9/35 (25,7%) 29/35 (82,8%) 34/34 (100%) 27/35 (77,1%)

*N&o foi coletada amostra de pele de um dos 12 cdes assintomatico

5.2 Carga parasitaria nas amostras de tecidos dos cdes infectados
apresentando diferentes apresentacdes clinicas de LVC

A carga parasitaria da infeccdo por Leishmania foi avaliada pela técnica de
gPCR nas amostras dos trés tecidos coletados. A mediana da carga parasitaria foi
de 75,0 + 5,9 x 10® parasitos em 100mg de DNA de pele, 158,0 + 4,4 x 10° nas
amostras de aspirado esplénico e 25,0 + 2,5 x 10* nas amostras de sangue.
Diferenca estatisticamente significante na carga parasitaria apenas foi detectada
entre as amostras de pele e sangue (p<0,05).

A avaliacdo da carga parasitaria nos tecidos relacionada com a manifestacéo
de diferentes sinais clinicos no cdo naturalmente infectado por Leishmania. As
amostras de aspirado esplénico apresentaram a maior carga parasitaria em caes
polissintomaticos quando comparada a carga do mesmo tecido em caes
oligossintométicos (p<0,05) e assintomaticos (p<0,01). N&o foram detectadas
diferencas significativas na carga parasitaria entre as amostras de pele e sangue

obtidas de animais com diferentes formas clinicas (Figura 3).
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Figura 3 - Quantificagdo da carga parasitaria por qPCR nas amostras de tecidos de cades naturalmente
infectados por L. infantum. Os caes selecionados foram agrupados conforme a apresentacao de sinais clinicos
como descrito na se¢do Metodologia. A carga parasitaria foi determinada a partir de DNA extraido de amostras
de sangue (A), pele (B) e aspirado esplénico (C) realizados em triplicata, utilizando a técnica de qPCR. O
resultado é representado pelo nimero de parasitos em 100mg de DNA do tecido avaliado. A linha representa a
mediana da carga parasitaria de cada grupo. * p<0,05; **p<0,01 (Kruskal-Wallis, pds-teste de comparagées
multiplas de Dunn).

Em seguida, os cées que apresentavam diferentes manifestacdes clinicas
foram caracterizados quanto a carga parasitaria. Para isso, 0 numero de parasitos
nos diferentes tecidos avaliados foi estratificado em faixas de acordo com a
intensidade, tendo sido considerada baixa quando eram detectados de 1 a 100

parasitos para cada 100mg de DNA do tecido avaliado, média de 101-10.000 e alta
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com mais de 10.000 parasitos, e 0s resultados foram expressos em percentual de
caes distribuidos de acordo com a intensidade da carga parasitaria. O maior
percentual dos caes assintomaticos apresentou baixa intensidade de carga
parasitéria (1 a 100 parasitos para cada 100mg de DNA parasitos) nas amostras de
sangue (83%) (p<0,01) e pele (90%) (p<0,01). Enquanto que a maioria dos céaes
oligossintomaticos apresentou baixa carga parasitaria apenas nas amostras de
sangue (46%) (p<0,05). (Figura 4; Anexo 2). Em relacdo, ao grupo de cdaes
polissintomaticos, ndo houve diferenca em relacdo a propor¢cédo dos caes com baixa
carga parasitéaria em relagdo aqueles com média e alta carga nos diferentes tecidos
(Figura 1C).
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Figura 4 - Percentual de caes infectados estratificados de acordo com a carga parasitaria. Amostras de pele
(barra branca), sangue (barra preta) e aspirado esplénico (barra cinza) foram obtidas a partir de caes apresentando
diferentes manifestagdes clinicas da LVC: (A) assintomaticos, (B) oligossintomaticos e (C) polissintomaticos. Para
determinacéo da carga parasitaria a partir de DNA extraido das amostras clinicas foi realizado a g°PCR de acordo
com o descrito na se¢do Metodologia. A carga parasitaria, detectada em amostras de pele, sangue e aspirado
esplénico, foi estratificada de acordo com intensidade em: baixa (1-100 parasitos em 100mg de DNA do tecido
avaliado), média (101-10000 em 100mg de DNA do tecido avaliado) e alta carga parasitaria (<10000 em 100mg de
DNA do tecido avaliado) e os resultados foram expressos em percentual de cdes que apresentaram carga
parasitaria em cada faixa. * p<0,05; **p<0,01 *** p<0,001 (Exato Fisher).
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5.3 Avaliacdao da capacidade de transmissao de cédes naturalmente
infectados ao vetor flebotomineo

Para determinar a capacidade de transmissdo de cédes naturalmente
infectados ao vetor flebotomineo foi realizado xenodiagndstico em cdes com
diferentes formas clinicas, e foram avaliados o0s seguintes parametros: a
infectividade, a taxa de infeccdo ao fleb6tomo e a carga parasitaria transmitida ao
vetor flebotomineo. Do total de 1035 flebétomos avaliados, 148 (14,2%) foram
positivos na gPCR para deteccdo de DNA de Leishmania. Em seguida, a
infectividade dos cédes ao flebotomo foi determinada de acordo com as diferentes
formas clinicas dos animais (Figura 5). O percentual de flebétomos que se
infectaram ao se alimentar de sangue de caes assintomaticos foi de 91% (11/12),
dentre os oligossintomaticos foi de 60% (9/15) e nos polissintomaticos foi de 75%
(6/8). Apesar dos percentuais de fleb6tomos positivos mostrarem diferencas
numéricas, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
(Figura 5).
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Figura 5 - Infectividade ao fleb6tomo de cdes com as diferentes formas clinicas. Cées apresentando
diferentes apresentagdes clinicas da LVC, assintomatico, oligossintomatico e polissintomatico foram submetidos
ao xenodiagndstico para avaliar a capacidade de o cao transmitir o parasito ao vetor flebotomineo. Para
determinacao da infectividade, amostras de DNA extraido a partir de fleb6tomos utilizados no xenodiagnéstico
foram submetidos a qPCR para deteccdo de DNA de Leishmania de acordo com o descrito na segdo

Metodologia
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Em seguida, avaliamos a taxa de infeccdo que mede o nimero de fleb6tomos
positivos, apés o xenodiagndéstico de cada animal, esta avaliacdo mostrou que o
maior percentual (51%) de cées transmitiram parasitos a um pequeno namero de
flebétomos (de 1 a 5) (Figura 6). Adicionalmente, a taxa de infeccdo ao fleb6tomo
mostrou que ndo houve diferenca estatistica entre o nimero de fleb6tomos positivos
no xenodiagnostico dos grupos de cdes assintomaticos, oligossintomaticos e

polissintomaticos.
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Figura 6 - Percentual de cdes naturalmente infectados com L. infantum distribuidos de acordo com
nimero de fleb6tomos infectados no xenodiagndstico. Os fleb6tomos foram considerados positivos quando
ocorreu deteccdo do DNA de Leishmania pela técnica de gPCR. O nimero de fleb6tomos infectados,
normalizado, foi estratificado em classes de 1 a 5, 6 a 10, 11 a 15, 16-20, 21 a 25 e 26 a 30 fleb6tomos positivos
ap6s o xenodiagnostico. Flebétomos infectados x 30 / total de fleb6tomos utilizados no xenodiagndstico) foi

avaliada nos 35 céaes selecionados

Assim, para adicionalmente avaliar a capacidade dos cdes em transmitir o
parasito ao flebétomo, foi determinada a carga parasitaria em cada fleb6tomo
submetido ao xenodiagnostico utilizando gPCR. No total de 148 fleb6tomos

infectados, a carga parasitaria variou de 1 a 5971 parasitos por fleb6tomo, com uma
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mediana de 3 £ 850,0. Devido ao baixo valor encontrado na mediana e a grande
variacdo da carga parasitaria, os fleb6tomos foram estratificados de acordo com o
namero de parasitos. A figura 7 ilustra o percentual de fleb6tomos infectados
estratificados de acordo com numero de parasitos, de 1 a 10, 11 a 100, 101 a 1000 e
acima de 1000. Foi observado que a maior proporcdo de fleb6tomos infectados

(67,5%) apresentava carga parasitaria entre 1 e 10 parasitos (p<0,01) (Figura7).
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Figura 7 - Quantificacdo da carga parasitaria nos fleb6tomos utilizados no xenodiagndstico de cées
naturalmente infectados por L. infantum. A carga parasitaria foi determinada a partir de DNA extraido de cada
flebétomo, utilizando gPCR. Foram identificados 148 fleb6tomos infectados ap6s o xenodiagnéstico realizados
em cées naturalmente infectados como descrito na se¢cdo Metodologia. A carga parasitaria nos fleb6tomos foi
estratificada em de 1 a 10, 11 a 100, 101 a 1000 e acima de 1000 parasitos por fleb6tomo.

A avaliacdo da média da carga parasitaria transmitida a cada fleb6tomo a
partir de cdes com diferentes formas clinicas demonstrou que néo houve diferenca
significativa entre os grupos de caes polissintomaticos, oligossintomaticos e

assintomaticos (Figura 08).
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Figura 8- Distribuicdo da média da carga parasitaria nos fleb6tomos infectados no xenodiagnéstico
realizados em caes naturalmente infectados por L. infantum. Xenodiagnoéstico foi realizado em cdes com
diferentes formas clinicas: assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos. A carga parasitaria em cada
fleb6tomo infectado (n = 148) foi determinada por qPCR e cada ponto corresponde a média da carga parasitaria

dos fleb6tomos infectados utilizados em cada xenodiagndstico.

A Figura 9 ilustra a distribuicdo da carga parasitaria nas amostras de sangue
de cades naturalmente infectados com L. infantum quanto a infectividade ao
fleb6tomo. Foi detectada correlacdo positiva entre a infectividade ao vetor
flebotomineo e o nimero de parasitas detectados nas amostras de sangue (r = 0,50,

p <0,01).
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Figura 9 - Distribuicdo da carga parasitaria nas amostras de sangue de cdes naturalmente infectados com
L. infantum quanto a infectividade ao fleb6tomo. O total de 35 cées foi submetido ao xenodiagndstico (ver
secdo metodologia) e agrupados conforme a capacidade de transmitir (infectivos) ou ndo (ndo infectivos) o
parasito ao vetor flebotomineo. A carga parasitaria foi determinada a partir de DNA extraido das amostras de
sangue conforme descrito anteriormente, representada pelo nimero de parasitos em 100mg de DNA de sangue.
Cada ponto representa a carga parasitaria de cada cdo. O indice de correlacdo de Spearman (r) e o valor de p

sé@o mostrados no gréafico

Em seguida foi avaliada correlacdo entre a taxa de infec¢cao do fleb6tomo e a
carga parasitaria nos diferentes tecidos. Foi observada, correlacdo positiva entre
menor taxa de infeccdo dos fleb6tomos e a baixa carga parasitaria no sangue (r =
0.53, p<0.01) (Figura 10).

N&o foram encontradas correlacdes entre a carga parasitaria nos demais
tecidos e a infectividade de cdes ao vetor ou a taxa de infec¢cdo dos fleb6tomos

(Figura 12 Anexa).
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Figura 10 - Correlacdo da taxa de infeccdo de flebétomos avaliados no xenodiagndstico e a carga
parasitaria nas amostras de sangue de cédes infectados com L. infantum. O percentual de fleb6tomos
infectados representa o nimero de vetores infectados apds o xenodiagnéstico de cada cédo. Os fleb6tomos séo
considerados positivos quando ocorre a deteccdo do DNA de Leishmania pela técnica de qPCR. A carga
parasitaria foi determinada a partir de DNA extraido das amostras de sangue, utilizando como ferramenta a
técnica de qPCR como descrito anteriormente, e é representada pelo nimero de parasitos em 100mg de DNA de
sangue. Os resultados foram plotados individualmente para cada c&o e a linha de tendéncia ilustra a correlacao.

A correlacéo de Spearman (r) e o valor de p sdo mostrados no grafico.

Na tentativa de identificar o tecido mais apropriado como marcador de
infectividade dos cées aos fleb6étomos, foi avaliado a correlagdo entre carga
parasitaria presente nos cdes em diferentes tecidos e a carga parasitaria transmitida
ao vetor flebotomineo no xenodiagnostico. A figura 11 ilustra a existéncia de
correlacdo positiva entre 0 numero de parasitos presentes no tecido sanguineo e o
namero de parasitos detectados nos flebotomos (r= 0,4156; IC= 0.9493 - 0.9899).
N&o foi detectada correlagéo entre carga parasitaria detectada na pele (Figura 11 B)
ou no aspirado esplénico (Figura 11 C) e a carga parasitaria transmitida ao vetor

flebotomineo.
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Figura 11 - Correlagdo entre a carga parasitaria nos fleb6tomos infectados e a carga parasitaria em amostras de
tecidos dos caes naturalmente infectados por L. infantum. A carga parasitaria foi determinada por qPCR. Cada
ponto representa a média normalizada da carga parasitaria detectada nos fleb6tomos utilizados no xenodiagnéstico
realizado em cada cdo como descrito na se¢cao Metodologia. Os resultados foram plotados individualmente para cada
cdo e a linha continua ilustra a linha de tend6encia da correlagédo. Correlagdo de Spearman (r) e os valores p, para
cada tecido, sé&o mostrados nos respectivos graficos.
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6 DISCUSSAO

Em resumo, o presente estudo visa correlacionar a carga parasitaria de
cdes com as diferentes apresentacdes clinicas da LVC e a transmissdo ao
vetor da Leishmania infantum. Baixa carga parasitaria na pele e no sangue foi
detectada em aproximadamente 85% dos caes assintomaticos, contudo estes
apresentaram alta infectividade ao flebétomo, sendo esta similar aos cdes com
manifestagdes clinicas. Em cades assintomaticos foram detectadas baixas taxas
de infeccdo e de carga parasitaria nos fleb6tomos. Na avaliacdo da correlacéo
entre a carga parasitaria dos tecidos de cées naturalmente infectados e sua
capacidade de transmissdo, o sangue foi o Unico tecido em que foi detectada
correlagao.

Em nosso estudo, a pele foi o tecido mais sensivel na deteccdo do DNA
de Leishmania, apresentando resultado positivo em 100% dos caes,
corroborando com dados na literatura que sugerem que a pele € o melhor
tecido para o diagnostico da infeccdo (Solano-Gallego et al., 2001; Manna et
al., 2004; Quaresma et al., 2009). Adicionalmente, na avaliagdo da carga
parasitaria detectada nos caes, a pele em comparacdo com o sangue foi o
tecido em que houve deteccdo do maior numero de parasitos, esses dados
estdo de acordo com o0 estudo de Reis e colaboradores (2006) que
demonstraram pelo método de imuno-histoquimica que a pele e o ba¢o sdo os
tecidos com deteccdo do maior nimero de parasitos. Baixa carga parasitaria no
sangue de cdes no curso da infeccdo por Leishmania foi anteriormente
demonstrada por MANNA e colaboradores (2006). Esses dados em conjunto
sugerem que o parasito circula no sangue, e ndo funciona como reservatorio do
parasito no cao (Quaresma et al., 2009).

Os grupos de cédes com diferentes formas clinicas: assintomaticos,
oligossintomaticos e polissintomaticos apresentaram diferenca estatistica na
carga parasitdria detectada nas amostras de aspirado esplénico. Nao foi
encontrada diferencga estatisticamente significante quando avaliados os demais
tecidos (pele e sangue). De acordo com Manna e colaboradores (2009) uma

relacdo positiva entre a carga parasitaria determinada por gPCR e a gravidade
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clinica da doenca é mais evidente em cdes com quadros clinicos graves. O
namero reduzido de animais apresentando quadro grave de LV no presente
estudo pode ter sido um empecilho para evidenciar diferencas estatisticas entre
a carga parasitaria nos tecidos de pele e sangue e as diferentes manifestacdes
clinicas.

Todos os cées assintomaticos apresentaram resultado negativo no
ELISA. Adicionalmente, o maior percentual dos cades assintomaticos
apresentou baixa carga parasitaria nas amostras de sangue (83%) e pele
(90%). Dados da literatura apontam que baixa carga parasitaria assim como
baixa resposta humoral estdo relacionadas com a auséncia de manifestacées
clinicas. Esses dados demonstram a dificuldade no diagndstico destes caes,
principalmente pelos métodos de detec¢cdo de anticorpos anti-Leishmania
(Reis, Teixeira-Carvalho, et al., 2006; Cortes et al., 2007).

A literatura é controversa em relacéo a infectividade ao vetor nos grupos
de cées assintomaticos e sintomaticos. Alguns autores demonstram que a
infectividade dos cdaes polissintomaticos é maior do que a de caes
assintomaticos (Courtenay et al., 2002; Vercosa et al., 2008). Entretanto os
achados no presente trabalho, assim como outros estudos realizados,
mostraram que a infectividade nos grupos de animais com diferentes formas
clinicas € similar, ndo havendo diferencas estatisticas entre os grupos de cées
com diferentes nimeros de sinais (Molina et al.,, 1994; Guarga et al., 2000;
Travi et al, 2001). Recentemente, Laurenti e colaboradores (2013)
demonstraram que cées assintomaticos podem transmitir o parasito, em maior
percentual que caes sintomaticos. Deste modo, nossos achados e os da
literatura indicam que cées assintomaticos participam da transmissdo da
infeccdo ao vetor e que o numero de manifestacées clinicas parece ndo ser um
bom marcador da infectividade de cées ao vetor.

A partir do nimero de flebétomos infectados em cada xenodiagndstico
foi identificado que o maior percentual dos cées avaliados transmitiu a um
namero reduzido de fleb6tomos (de 1 a 5), percentual que corresponde a
aproximadamente 10% dos fleb6tomos utilizados no xenodiagndstico. Nossos
resultados estdo de acordo com os obtidos por Courtenay e colaboradores
(2002) que mostraram que a maior parcela dos cées infectivos transmite a um
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percentual de até 10% dos flebétomos. Esses dados evidenciam que a
transmissdo a partir de caes ocorre geralmente para um numero pequeno de
flebotomos (L. longipalpis). Apesar de nossos dados corroborarem a outros
trabalhos, um fator limitante deste estudo € o fato da analise ter sido realizada
em todos os flebétomos, ndo apenas nos alimentados. Portanto, as taxas de
infeccdo dos fleb6tomos podem estar subestimadas, uma vez que nem todos
os fleb6tomos se alimentaram durante o xenodiagnadstico.

Assim como no presente trabalho, estudos anteriores mostraram que
ndo foi identificada diferenca na taxa de infeccdo de fleb6tomos apos o
xenodiagnéstico realizado em cées com diferentes manifestacfes clinicas
(Molina et al., 1994; Guarga et al., 2000). Entretanto, em outros estudos a taxa
de infeccao dos fleb6tomos foi maior para os caes sintomaticos em relacdo aos
cées assintomaticos (Courtenay et al., 2002; Michalsky et al., 2007). Portanto,
assim como na analise da infectividade de caes ao vetor, a correlacao entre a
taxa de infeccdo de fleb6tomos e as manifestacGes clinicas presente nos
animais permanece controversa.

Em relacdo a avaliacdo da capacidade de transmissdo de caes
naturalmente infectados, nesse estudo foi identificado que caes mesmo que
assintomaticos com baixa carga parasitaria na pele e no sangue sao capazes
de infectar o vetor flebotomineo. A elevada infectividade dos caes
assintométicos identificada pela gPCR no presente trabalho, difere do que
outros estudos encontraram. Essa diferenca pode ser devida ao fato que,
nesses estudos, a infeccdo do flebétomo foi avaliada pela visualizacdo do
parasito por microscopia, técnica consideravelmente menos sensivel quando
comparada & gPCR (Ranasinghe et al., 2008), uma vez que 95% dos
fleb6tomos infectados dos cées assintomaticos apresentavam carga parasitaria
menor que 13 parasitos.

No presente estudo, identificamos que quanto menor a carga parasitaria
no sangue, menor a taxa de infeccdo dos flebétomos (r = 0.53, p<0.01).
Estudos similares demostraram (Ribeiro et al., 2008; Miro et al., 2011) que em
cdes apos o tratamento com drogas anti-Leishmania, quando houve reducéo
da carga parasitaria em diversos tecidos, esta foi acompanhada de reducao
parcial ou completa da infectividade de céaes ao vetor flebotomineo. Esse
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estudo reforca a ideia que em cées existe associacao entre carga parasitaria e
a infectividade desses animais ao vetor.

A identificagcdo de cdes infectivos ao vetor, elementos essenciais na
dindmica de transmisséo da LV, é necessaria, sobretudo para colaborar com a
revisdo dos programas de controle da doenca, tornando-os mais efetivos.
Durante a infeccdo por Leishmania, o parasitismo em diferentes 6rgaos pode
variar, por isso é relevante a identificacdo de tecidos em que a carga
parasitéria seja correlacionada com a identificacdo de cées infectivos. Deane e
Deane (1954) demonstraram em &rea endémica, que caes assintomaticos
podem abrigar o parasito na pele. Esse achado foi a base para se propor que a
pele de cées assintomaticos pode ser uma fonte essencial do parasita na
transmissdo da doenca aos fleb6tomos. No entanto, ainda ndo é claro se os
parasitas sdo transmitidos diretamente da pele ou sao transmitidos a partir de
sangue dos capilares ao vetor flebotomineo durante o repasto sanguineo.
Vercosa e colaboradores (2008) demonstraram que apenas cées sintomaticos
com linfadenopatia e esplenomegalia apresentaram resultado positivo no
xenodiagnéstico. Os autores sugerem que essas manifestacdes clinicas estao
associadas com altas parasitemia e transmissdo. Adicionalmente, no presente
estudo foi identificada correlagdo positiva entre a carga parasitaria no sangue e
a infectividade de cées, bem como com a taxa de infeccdo dos flebétomos,
sugerindo que o numero de parasitos no sangue pode ser um importante
marcador para avaliar a transmissibilidade. Porém, para melhor compreender
a importancia da carga parasitaria na pele e no sangue na transmissao do
parasito, faz-se necessario a realizacdo de estudos adicionais, analisando a
carga parasitaria nestes dois tecidos e a transmissdo ao vetor ao longo da
infeccao.

Este estudo traz uma abordagem inovadora, que consiste na avaliacédo
da carga parasitaria pela qPCR de flebotomos infectados a partir de caes
naturalmente infectados, esta metodologia fornece dados mais préximos das
condicbes que ocorrem naturalmente no campo, quando comparada com
estudos que avaliam a carga parasitaria nos fleb6tomos a partir de uma
infeccdo experimental. Em nosso estudo, a carga parasitaria encontrada nos
fleb6tomos variou de 1 até 5971 Leishmania. Em trabalhos em que fleb6tomos
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foram infectados experimentalmente (com cerca de 10° parasitos) estes
apresentaram grande variacdo na carga parasitaria, alcancando valores entre
10° e 10° parasitos (Kimblin et al., 2008; Ranasinghe et al., 2008). A menor
carga parasitaria encontrada nos fleb6tomos em nosso estudo provavelmente
deve-se a menor disponibilidade do parasito nos tecidos do hospedeiro em
relacdo & quantidade de parasitos (10°) utilizados em infecc8es experimentais.

Foi demonstrado que o numero de parasitos transmitidos para o
hospedeiro € inferior & carga parasitéria presente no flebétomo infectado e
apresenta grande variacdo (Rogers et al., 2004; Kimblin et al., 2008). No
presente estudo, foi identificado que 95% dos fleb6tomos infectados a partir de
caes assintomaticos apresentaram carga parasitaria menor que 13 parasitas.
A partir desses dados pode-se sugerir que caes assintomaticos, com baixa
carga parasitaria, transmitem baixo niumero de parasitos ao vetor flebotomineo
e podem apresentar baixa importancia na transmissdo da doenca em areas
endémicas.

Dentre os tecidos avaliados no presente estudo, demonstramos uma
correlacdo positiva entre a carga parasitaria no sangue e esta em flebétomos
infectados.  Adicionalmente, foi identificada correlacdo positiva entre a
infectividade de cées ao vetor e o0 percentual de fleb6tomos infectados nesse
tecido. Esses achados sugerem que o sangue é um tecido importante na
transmissao do parasito ao vetor.

Em conjunto, estes dados mostram que caes com baixa carga
parasitaria sdo capazes de transmitir o parasito, porém a um pequeno ndmero
de fleb6tomos e com uma baixa carga parasitaria. O papel dos cdes com este
perfil no ciclo de transmissao da Leishmania precisa ser melhor investigado.
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7 CONCLUSAO

Cées com baixa carga parasitéria sdo capazes de transmitir o parasito,
porém a um pequeno numero de fleb6tomos e com baixa carga parasitaria.
Adicionalmente, o sangue foi 0 melhor tecido para avaliagcdo da capacidade de

transmissao do parasito por caes ao vetor flebotomineo.
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9 ANEXOS

Tabela 2-Anexo. Resultados dos testes diagnoésticos para LVC em 35 incluidos no estudo para avaliagdo de transmissibilidade de Leishmania por xenodiagnéstico

Formas clinicas da LVC

NUmero do cdo

Teste sorolégico
ELISA in house

Testes Parasitol6gicos

gPCR (KDNA de Leishmania)

Baco

Sangue

Assintomatico

Oligossintomatico

Polissintomatico

Positividade geral

Céo 30
Céo 16
Céo 20
Cédo 21
Céo 02
Cao 27
Céo 32
Céo 35
Céo 29
Céo 36
Cao 26
Céo 28
Céo 33
Cao 17
Céo 19
Cao 08
Cao 12
Cao 14
Cédo 31
Cao 22
Céo 25
Cédo 01
Cao 34
Céo 37
Céo 18
Céo 03
Céo 05
Céo 24
Cao 23
Céo 06
Céo 10
Cao 11
Céo 13
Cao 09
Céo 15

8/35 (22,80%)

9/35 (25,70%)

I I i I S

+ 4+ o+

+ 4+ o+ o+ o+

+
29/35 (82,80%)

B T T T S S S S S S A S I T T T T T T T T i i T S ST S S

+
34/34 (100%)

+ + +

R T T i T s T S T S S T S S S S A S A S S

+ +

+
+

27/35 (77,10%)

*N3o foi realizado
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Tabela 3 Anexos. Percentual de distribuicdo de caes de acordo com a quantidade de L. infantum determinada por

gPCR em trés amostras de tecidos avaliadas de cada animal

Distribuicdo de cdes de acordo com a carga parasitaria (%)

. . 1-100 100-1000 1000-10000 >10000
Forma clinica dos animais ) . : . .
Negativa parasitos parasitos parasitos parasitos
P S B P S B P S B P S B P S B
Assintomaticos 0O 8 17 91 83 42 0O 8 33 9 0 8 0 0 0
Oligossintomaticos 0 33 27 60 47 27 13 13 13 13 7 76.6 13 0 27
Polissintomaticos 0O 25 O 25 38 13 13 25 0 0O O 38 63 13 50

P: Amostra de biépsia de pele; S: Amostra de sangue periférico; B: Amostra de aspirado esplénico
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Figura 12 Anexo - Correlagédo da taxa de infec¢cdo de fleb6étomos avaliados no xenodiagndstico e a carga
parasitaria nas amostras de pele e aspirado esplénico de caes infectados com L. infantum. O percentual de
flebétomos infectados representa o nimero de vetores infectados apds o xenodiagndstico de cada cdo. Os
flebétomos séo considerados positivos quando ocorre a detec¢do do DNA de Leishmania pela técnica de gPCR. A
carga parasitaria foi determinada a partir de DNA extraido das amostras de pele e aspirado esplénico, utilizando
como ferramenta a técnica de gPCR como descrito anteriormente, e é representada pelo nimero de parasitos em
100mg de DNA do tecido. Os resultados foram plotados individualmente para cada céo e a linha de tendéncia
ilustra a correlagdo. A correlagédo de Spearman (r) e o valor de p séo mostrados no gréfico.
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