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RELACAO ENTRE CARGA PARASITARIA DE CAES
NATURALMENTE ACOMETIDOS POR LEISHMANIOSE VISCERAL E
INFECTIVIDADE PARA Lutzomyia longipalpis

RESUMO - Leishmaniose visceral é uma doenca grave que tem no céo
seu principal reservatério doméstico. Algumas lacunas no conhecimento
dificultam ainda mais o controle da doenca. Com relacéo ao reservatério canino,
a possibilidade de se estabelecer indicadores de infectividade ao vetor, como a
carga parasitaria, poderia resultar em melhor caracterizacdo de seu papel como
fonte de infeccdo na cadeia epidemioldgica. Foram realizados xenodiagnésticos
em caes acometidos de leishmaniose visceral, com subsequente avaliacao da
carga parasitaria no hospedeiro e no vetor, utilizando-se flebotomineos da area
urbana de Aracatuba,SP. Apds cinco dias do repasto, as fémeas foram
dissecadas e submetidas a avaliacao parasitolégica por meio da demonstracao
direta do parasito (DDP) e da contagem em camara de Neubauer (NC).
Fragmento de DNA de cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp. foi amplificado
por meio da PCR convencional e em tempo real (QPCR), para quantificacdo da
carga parasitaria. Os caes foram avaliados para a presenca de sinais clinicos e
amostras de sangue, swab conjuntival e de pele foram colhidas e processadas
por PCR e qPCR. Os resultados dos métodos diagndsticos utilizados foram
correlacionados em modelo de regressdo linear e a positividade de
felbotomineos foi corrigida pela positividade natural. Tanto a PCR convencional
quanto a gPCR mostraram-se adequadas para a avaliagdo da infectividade
canina. Houve correlacao entre a carga de parasitos presentes na pele e no swab
conjuntival do cdo bem como com a cargas de parasitos dos flebotomineos.
Alguns sinais clinicos dos caes, pela analise de componentes principais (PCA),

estiveram relacionados com a maior taxa de infec¢ao dos vetores.
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Palavras-Chave: Leishmania infantum - patogenicidade, Leishmaniose,
Reacédo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real, Xenodiagndstico
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RELATIONSHIP BETWEEN PARASITE LOAD OF DOGS NATURALLY
AFFECTED WITH VISCERAL LEISHMANIASIS AND INFECTIVITY TO

Lutzomyia longipalpis

SUMMARY - Visceral leishmaniasis is a severe disease that has the dog as
its main domestic reservoir. Gaps in the knowledge difficult even more the control
of this disease. Regarding the canine reservoir, the possibility of establishing
infectivity indicators, like the dogs parasite load, could result in better
characterization of its role as source of infection in the transmission chain.
Xenodiagnosis in dogs with visceral leishmaniasis were performed with
subsequent parasite load evaluation of the host and the vectors, using sandflies
captured in the urban area of Aracatuba,SP. After five days, the female sand flies
were dissected, subjected to parasitological evaluation by the direct
demonstration of the parasite (DDP) and by counting in a Neubauer chamber
(NC). A kinetoplast DNA fragment of Leishmania spp. was amplified by
conventional PCR and by gPCR to check the presence and quantification of
Leishmania KDNA. Dogs were assessed for clinical signs and blood, skin and
conjunctival swab samples were taken and tested for parasite load. The
diagnostic methods tested (NC, PCR and gPCR) were correlated by linear
regression and positivity results were corrected by the natural infection rate.
Conventional PCR and gPCR proved to be appropriate for evaluating canine
infectivity. There was a correlation between the parasite load present in the dog’
skin and the conjunctive swab, as well as with the sandflies parasite loads.
Principal component analysis revealed that some of the clinical signs shown by
the dogs were related to a highest sandfly infection rate.

Keywords - leishmaniasis, Leishmania infantum — pathogenicity, Polymerase

Chain Reaction in Real Time, xenodiagnosis
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é considerada um importante problema de
saude publica e uma das principais endemias parasitarias. Os protozoarios
causadores da LV pertencem a classe Zoomastigophorea, ordem
Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae e género Leishmania, sendo as
principais espécies no Novo Mundo a Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi, anteriormente denominada Leishmania (L.) chagasi - Cunha & Chagas,
1937 (GRIMALDI; TESH, 1993; LAINSON; SHAW, 1987; MAURICIO et al., 2000;
SHAW, 2006).

Trata-se de uma zoonose de transmissao vetorial que ocorre em pelo
menos 12 paises da América Latina, sendo que o Brasil responde por 90% dos
casos (ALBUQUERQUE et al., 2009).

Na década de 90 os estados brasileiros da regidao Nordeste foram
responsaveis pela notificacdo de 90% dos casos. No periodo de 2000 a 2002 a
doencga se expandiu para outras regides com consequente redugdo dos casos
notificados (77%) nesta regido (BRASIL, 2006). Em 2009, o Nordeste notificou
43,1% dos casos, a regidao Norte foi responsavel por 19,6%, a Sudeste por
16,8%, 0 Centro-Oeste por 11,6%, o Sul notificou 0,03% e 8,9% de UF ignorada
(BRASIL, 2014).

Os flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis sdao os principais
vetores da Leishmania infantum chagasi no Brasil (LAINSON; RANGEL, 2005).
No estado de Sao Paulo o vetor foi detectado em 1997 (COSTA et al., 1997), e
0s primeiros casos autéctones de leishmaniose visceral foram notificados em
1999 (CAMARGO-NEVES et al., 2001).
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A LV ocorre em pelo menos 100 municipios do estado de Sdo Paulo
(RANGEL et al., 2013), com 2.204 casos autéctones notificados até maio de
2013 (SAO PAULO, 2014). Observa-se a ocorréncia de dois eixos de
propagacao da doenca neste estado: um no sentido noroeste para sudeste,
acompanhando a rodovia Marechal Rondon e a constru¢ao do gasoduto Bolivia-
Brasil, e outro no sentido norte sul, seguindo a malha rodoviaria (CARDIM et al.,
2013). Os fatores relacionados com a urbanizacao da doenca e alteracao de seu
padrao epidemiolégico tém sido os constantes desmatamentos, os processos
migratorios e o crescimento urbano desordenado (MENDES et al., 2000;
RODRIGUES, 2008; SAO PAULO, 2006).

O céo domeéstico (Canis familiaris) é considerado o principal reservatorio
urbano da doenca (ALVAR et al., 2004) e o seu papel na dispersdo da doenca
adquire grande importancia epidemiolégica por sua proximidade com o homem.
Com o objetivo de reduzir a morbimortalidade da LV humana, o Programa de
Vigilancia e Controle da LV no Brasil se fundamenta na deteccéo e tratamento
precoce dos casos humanos, na reducao da densidade do vetor, bem como na
eliminacdo dos cdes sorologicamente positivos (BRASIL, 2006; SAO PAULO,
2006). A despeito disto, tem-se observado a expansado da doenca no pais
constituindo-se o seu controle, um grande desafio para a saude publica (MAYA-
ELKOURY et al., 2008; WERNECK et al., 2008).

Alguns fatores tém sido apontados como responsaveis pela baixa
efetividade das acdes aplicadas ao reservatorio canino, como o fato de que nem
todos os caes apresentam-se doentes nos primeiros estagios da infeccao, mas
podem ser igualmente infectantes para o vetor, dificultando a aceitacdo do
proprietario da indicacao de eutanasia; as caracteristicas dos testes diagnosticos
para a deteccédo desses caes; a demora na eliminacao dos caes infectados e a
reposicao dos que sao eliminados. Além destes, a heterogeneidade espacial da
distribuicao da doenca nas areas urbanas, o tamanho da populacao canina e as
condigdes socioeconémicas e ambientais, também interferem na eficacia das
medidas de controle (COSTA et al., 2013; WERNECK et al., 2008).
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Estas preocupacbes tém mobilizado uma grande parcela de
pesquisadores e profissionais da saude. Assim, alguns grupos tentaram
relacionar a infectividade do cdo com os aspectos da sintomatologia e da carga
do parasito através de xenodiagnésticos, porém com resultados bem
diversificados, talvez por se tratar de diferentes espécies de flebotomineos e
leishmanias (LAURENTI et al., 2013; MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al.,
2011; TRAVI et al., 2001) ou pelo complexo processo de interacao parasito-vetor
(PIMENTA et al., 1997).

Relacionar a carga de parasitos presentes em tecidos do reservatério
canino com as observadas no inseto vetor, através da técnica do
xenodiagnéstico, buscando entender o verdadeiro papel do reservatério na
dindmica da transmissao urbana, é fundamental para a melhoria na eficacia do
controle, alvo de tantas criticas. Nao menos importante € a busca por uma
metodologia para o diagnéstico entomolégico mais rapido e preciso, como
requerem os estudos epidemioldgicos.

Vetor e Leishmania

Flebotomineos sdao pequenos dipteros de 2 a 4 mm de comprimento,
extremamente pilosos, com comportamento de facil reconhecimento por leigos,
por pousar com as asas eretas e apresentar véo curto e saltitante. Sao dois os
géneros de importancia médica, nas Américas a Lutzomyia e no Velho Mundo o
Phebotomus (FORATTINI, 1973). Das aproximadamente 800 espécies
encontradas no mundo, 480 sdo encontradas nas Américas do Sul e Central
(AGUIAR; MEDEIRQOS, 2003).

No Novo Mundo, Lutzomyia longipalpis (LUTZ; NEIVA, 1912) é a principal
espécie vetora da LV, embora ja tenha sido observada a ocorréncia do parasito
em Lutzomyia cruzi no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil (GALATI et al.,
1997, SANTOS et al., 1998, 2003) e em Lutzomyia evansi (NUNES-TOVAR,
1924) (TRAVI et al.,, 1990, FELICIANGELLI et al., 1999), na Col6mbia e
Venezuela.
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Apoés o repasto infectante onde as fémeas do flebotomineo, com o auxilio
das pecas bucais curtas e rigidas rompem os tecidos do hospedeiro e ingerem
o sangue (RIBEIRO, 1986), ocorre o desenvolvimento e diferenciagcao dos
protozoarios no trato digestivo do inseto vetor (KILLICK-KENDRICK ,1979).

As leishmanias foram classificadas em subgéneros de acordo com seu
comportamento no trato digestério do flebotomineo: as do subgénero Viannia
sao as de comportamento peripilarico e se desenvolvem no médio abdominal e
na regiao posterior; as de comportamento suprapilarico que se desenvolvem na
por¢cao anterior ao piloro, nas regides abdominais e toracicas do intestino médio,
sao as do subgénero Leishmania. Um terceiro grupo de leishmanias sao as que
se desenvolvem na porcao posterior e infectam répteis, com desenvolvimento
hipopilarico (KAMHAWAI, 2006; LAINSON; SHAW, 1987).

Logo apds o repasto infectante, as formas amastigotas iniciam o processo
de diferenciacdo morfolégica e funcional que Ihes assegura a sobrevivéncia no
intestino do inseto vetor. As formas amastigotas, ingeridas com o sangue se
transformam em formas lentas, com flagelos curtos, denominadas promastigotas
procicliclas. Sao as primeiras formas observadas, sdo separadas do intestino por
um tipo de matrix peritrofica e possuem uma certa resisténcia as enzimas
digestivas produzidas pelo inseto. Essas, se diferenciam em promastigotas
nectomonas, maiores, bem mais esbeltas, com a funcao de escapar da matriz
peritrofica e se aderir as células do epitélio intestinal. Leptomonas que, surgem
das nectomonas, sdo formas mais curtas e submetem-se a um segundo ciclo de
multiplicacdo no vetor. Na vélvula estomacal, observam-se as formas
haptomonas e metaciclicas. As haptomonas sao formas precursoras das
metaciclicas, de flagelo curto e que se acumulam na valvula estomacal
juntamente com as formas metaciclicas, ja as formas metacilicas também
acumuladas nessa regiao, sao altamente moveis e adaptadas para a
transmissdo para o hospedeiro vertebrado. As promastigotas metaciclicas tém
um pequeno corpo celular, um longo flagelo, se locomovem livremente
sobrevivendo no hospedeiro vertebrado (KAMHAWI, 2006) (Figura 01).
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Intestino toraxico

Valvula estomacal

Intestino posterior

Intestino
anterior

BB prociclico, 24-48 hs
B nectomona, 48-72 hs

leptomona, 4-7 dias
Bl metaciclico, 5-7 dias
haptomona, 5-7 dias

Matriz peritrofica

Figura 01 — Desenho esquematico do ciclo da Leishmania spp. no flebotomineo.
(Adaptado de KAMHAWI, 2006)

Dentre as diferentes formas que se desenvolvem no trato digestério do
vetor durante o processo de diferenciacao, os protozoarios metaciclicos sao os
gue conseguem sobreviver nos vertebrados devido a presenca de uma molécula
de lipofosfoglicana que reveste toda a superficie celular, conferindo a essas
formas, resisténcia a lise mediada pelo complemento (PIMENTA et al., 1992;
SACKS et al., 1995).

As formas regurgitadas, as promastigotas metaciclicas, sdo as formas
infectantes, encontradas livres, e que migram para a regido anterior do tubo
digestivo do inseto no momento da transmissao BLANCO et al. (2003)
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O numero de promastigotas regurgitados por fémeas parece variar
dependendo da espécie da Leishmania e do vetor. Secundino et al. (2012),
trabalhando com Lu. longipalpis e com Leishmania infantum chagasi,
observaram que a maioria transmitiu uma carga abaixo de 300 parasitos, em
condigbes laboratorias. Ja Kimblin et al. (2008), avaliando Phlebotomus
duboscqui e Leishmania major, observaram que 75% dos camundongos
receberam dose abaixo de 600 parasitos e 25% acima de 1.000 parasitos,
porém, a carga podia chegar a 100.000 protozoarios, dependendo da carga
parasitaria da fémea de flebotomineo.

Deteccao de Leishmania spp. no inseto vetor

Um parémetro importante quando se avalia a infecgdo natural ou
experimental de flebotomineos por Leishmania é poder avaliar a intensidade da
infeccao e a localizagao das diferentes formas do protozoario no trato digestorio
do inseto vetor. Para tanto, a demonstragao direta do parasito ainda é importante
(MYSKOVA et al., 2008).

Com relacao a demonstracao direta do parasito (DDP), apesar de ser um
método trabalhoso e requerer analistas muito bem treinados e constantes
reciclagens, é possivel observar a localizacao dessas formas no trato intestinal
do inseto. A contagem em camara de Neubauer, por outro lado, permite a
quantificagéo e diferenciacdo das formas, porém, ndo permite conhecer sua
localizacdo. E uma técnica com restricdes para insetos com baixa taxa de
infeccado por conta do cut-off de aproximadamente 60 parasitos por intestino e
por conta da necessidade de uma boa homogeneizacao do material (MYSKOVA
et al., 2008).

No trato digestério dos flebotomineos desenvolvem-se também espécies
primitivas de outros tripanossomatideos que podem ser confundidas com as
formas promastigotas de Leishmania sp. sendo, portanto, importante a distingao
entre elas. Embora a demonstragdo direta tenha a vantagem de permitir a
localizagdo exata do parasito no tubo digestério do inseto e a avaliacao da
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metaciclogénese, ndo permite a distincao entre esses parasitos (SACKS et al.,
1984; VOLF et al., 2004).

Em contrapartida, as técnicas moleculares com sondas especificas para
a distincdo das espécies faciltam os estudos entomoldgicos pela sua
automacao, alta sensibilidade diagnéstica, rapidez de execucao e possibilidade
de quantificacédo do parasito no inseto (RANASINGHE et al., 2008).

A PCR é qualitativa e util para deteccao de infecgao parasitaria em um
grande numero de insetos pela praticidade, inclusive para deteccao de infeccao
natural em areas de baixa endemicidade, por conta da alta sensibilidade e
especificidade (CORDOBA-LANUS et al 2006; RANASINGHE et al., 2008).

A vantagem da PCR em tempo real (QPCR) é permitir a quantificacao da
carga parasitaria, sendo muito utilizada para estudos de infeccao experimental
(BEZERRA- VASCONCELOQOS et al., 2011).

Reservatorios e Leishmania

No ambiente silvestre, os principais reservatérios canideos sdo a raposa
Dusicyon vetulus (=Lycalopex vetulus) (ALENCAR, 1961; DEANE; DEANE,
1954, 1955) e a raposa Cerdocyon thous (LAINSON et al., 1969; LAINSON &
SHAW 1971; SILVEIRA et al., 1982). Entre os gambas, temos o Didelphis
albiventris (SHERLOCK et al., 1984) e Didelphis marsupialis (TRAVI et al., 1994).

Em 1955, Deane e Deane observaram intenso parasitismo na pele de
caes e estabeleceram sua importancia epidemioldgica. Ainda hoje, o cao
assume grande importancia no meio urbano, pela proximidade com o homem e
na dispersdo da doenca, sendo considerado o principal reservatério da
Leishmania infantum chagasi (WHO, 2010).

Apbés a reacdo inflamatoria provocada pela acdo da saliva do
flebotomineo, durante a picada e transmissdao dos protozoarios para o
hospedeiro vertebrado, inicia-se o desenvolvimento das leishméanias nos
macréfagos, principais células hospedeiras nos vertebrados. No local da picada,

uma série de reacdes entre o protozoario e as células do sistema imune do
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hospedeiro é desencadeada para o estabelecimento e sucesso da infecgdo. A
saliva dos flebotomineos tem sido associada a inducédo da infecciosidade das
leishmanias, por conta da presenca de substancias vasodilatadoras, anti-
agregadoras de plaquetas, anti-hemostaticas e imunossupressoras, presentes
na sua composicao (KAMHAWI, 2000; SOARES; TURCO, 2003).

A infeccao vai ser dependente da capacidade do macréfago em destruir
ou nao o parasito, dependente da acao das células Th1 e Th2. As células Th1
produzem citocinas que ativam a resposta celular mediada por células T CD4+
com producdo das citocinas IFN-y, IL-2 e TNFo que controlam a infeccéo
(MORENO e ALVAR, 2002). Ja as células Th2 estimulam a resposta humoral
produzindo imunoglobulinas e as citocinas IL-4, IL-5 e IL-3 que tornam o
hospedeiro suscetivel a infecgdo. Portanto, o desenvolvimento da infeccao esta
relacionado ao aumento da resposta humoral e diminuicdo da resposta celular
(ALVAR et al., 2004).

Os niveis das citocinas parecem variar dependendo da sintomatologia e
da evolucdo da doenca e a caracterizacao dessas citocinas através de técnicas
moleculares pode ser importante como uma ferramenta para avaliacao
especialmente dos animais assintomaticos em areas endémicas (MANNA et al.,
20086).

Uma vez infectados os caes podem ser clinicamente classificados como
doentes ou subclinicos/sadios, de acordo com a presenga ou auséncia de sinais
clinicos e/ou alteracbes clinicopatologicas, respectivamente (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009).

Os sinais clinicos mais frequentemente observados séo as lesdes na pele
(dermatite  esfoliativa, Ulceras cutdneas e alopecia), onicogrifose,
linfoadenopatia, hiperqueratose nasal e digital, perda de peso progressiva,
atrofia muscular generalizada, diminuicdo do apetite, letargia, esplenomegalia,
lesbes oculares (uveite, conjuntivite, ceratoconjuntivite seca, blefarite) e epistaxe
(ALVAR, 2004; BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
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Deteccao de Leishmania spp. no reservatorio vertebrado

O diagnéstico laboratorial da leishmaniose visceral em cédes pode ser
realizado por exames parasitologicos, apds puncao aspirativa e esfregaco de
medula éssea, linfonodo, baco, figado, pele ou sangue; por imunoistoquimica;
pela deteccdo de anticorpos circulantes anti-Leishmania, ou por exames
moleculares como a amplificacdo de DNA pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) (PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009).

Independentemente do exame utilizado, é necessario que se disponha de
testes diagnosticos sensiveis, especificos e com alto valor preditivo para que as
medidas de controle sejam desencadeadas (SCHMIDT; DUNCAN, 2003).

Exame Parasitoldgico

Os métodos parasitologicos baseiam-se na demonstracdo direta do
parasito em esfregaco de amostras de tecidos como baco, medula 6ssea, figado,
linfonodos, mucosa intestinal e sangue periférico, mediante coloracdo por
Giemsa, Romanovsky, Leishman ou Wright (BADARO; REED, 2001).

O isolamento em cultivo in vitro é outro método bastante utilizado para
deteccdo do parasito em hospedeiros vertebrados, sendo os meios de cultivo
mais comumente utilizados o NNN (Novy-Nicolle-McNeal) ou o LIT, MEM,
Scheneider’s e Evans (BADARO; REED, 2001).

Quanto ao isolamento em cultivo in vivo, as leishméanias sado inoculadas
no intraperitbneo ou na pele de animais suscetiveis. Os hamsters da espécie
BALB/c sdo bastante utilizados (BADARO; REED, 2001) e, nas formas
viscerotrépicas, o0 resultado é observado apds cerca de seis meses da
inoculacao, constituindo-se em método pouco pratico em rotinas laboratoriais,
porém, bastante Gtil para o diagnéstico de formas subclinicas (BADARO et al.,
1986).
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Testes soroldgicos

A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), com titulos iguais ou
superiores a 1:40, foi amplamente utilizada como método de triagem para o
diagnoéstico da leishmaniose visceral canina (LVC) em todo o pais (BRASIL,
2006) até o ano de 2012, em inquéritos soroepidemiolégicos visando a
identificagdo do reservatorio canino a ser eliminado. Tal diagnéstico era
realizado com antigeno bruto de L. major-like, produzido pelo Laboratério Bio-
Manguinhos® com sensibilidade de 68% e especificidade de 87,5% (LIRA et al.,
2006).

A partir de 2012, a triagem soroldgica dos caes é feita por meio de ensaio
cromatografico que utiliza a proteina recombinante K28 (rK28) como antigeno
em sistema de duplo fluxo (Dual Path Platform —DPP, Bio-Manguinhos®). A
positividade € confirmada por ensaio Imunoenzimatico (ELISA) com o kit EIE -
Bio-Manguinhos®, com o antigeno solivel de Leishmania major-like, que resulta
em sensibilidade de 72% e especificidade de 87,5% (LIRA et al., 2006).

Testes moleculares

As técnicas moleculares PCR e gqPCR tém sido usadas com diferentes
oligonucleotideos iniciadores, para identificacdo das espécies e quantificacéo do
parasito em diferentes tecidos e também tém-se mostrado alternativas para o
diagndéstico pela alta sensibilidade, especificidade e pela facilidade em estudos
epidemiolégicos (MOHAMMADIHA et al., 2013).

Os protozoarios de género Leishmania possuem uma organela
denominada cinetoplasto formada por moléculas de DNA agrupadas. Cerca de

95% do DNA de cinetoplasto (kDNA) é formado por minicirculos, com uma regiao
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conservada bastante homogénea entre os representantes do mesmo género,
sendo boas sondas moleculares (DEGRAVE et al., 1994).

Mesmo na presenca do DNA do hospedeiro ou de outro agente co-
infectante é possivel a deteccao e amplificacao do agente alvo, através da PCR,
desde que seja feita a escolha correta dos oligonucleotideos iniciadoresp
(COTRIM, 2001).

Varios oligonucleotideos estao sendo usados, na dependéncia do objetivo
da pesquisa e da amostra analisada: KDNA (ARANSAY et al., 2000; QUARESMA
et al., 2009; RODGERS et a.,1990) RNA ribossomal (18S) (ULIANA et al., 1991)
spliced leader mini-exon (SLME) (HARRIS et al.,, 1998), internal transcribed
spacer (ITS) (ABDA et al., 2011; PARVIZI et al., 2005).

Com o desenvolvimento da PCR em tempo real (QPCR) e de sondas
TagMan (HOLLAND et al., 1991), tornou-se possivel a quantificagdo absoluta de
agentes em amostras bioldgicas, a partir da analise de uma curva-padrao do
agente (CAVALCANTI, 2008).

Reale et al. (1999) trabalharam com amostras de sangue e aspirado de
linfonodo e para amplificacdo de kDNA do cinetoplasto de Leishmania spp. E
observaram limiar de detecgéo de 0,01fg de DNA.

Apesar da alta sensibilidade diagnéstica dos métodos moleculares
variacdes podem ocorrer na dependéncia da amostra biolodgica, da metodologia
da extracdo de DNA, dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e do tempo de
infeccdo (MANNA et al., 2004).

Xenodiagndstico

Trata-se de método indireto de demonstracdo do parasito no trato
intestinal dos insetos vetores, alguns dias apos estes se alimentarem de sangue
do hospedeiro infectado (BRUMPT, 1914). O xenodiagnostico pode ser util para

o isolamento do parasito, mas geralmente € mais utilizado para avaliacdo da
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infectividade de caes em diferentes estagios da doenca (MOLINA et al., 1994,
QUINNELL; COURTENAY, 2009).

Apesar de extremamente trabalhoso, devido a necessidade de utilizar
namero grande de insetos, o xenodiagndstico é igualmente Util para os estudos
epidemioldgicos, além de permitir a deteccao e mensuracao da carga parasitaria
obtida pelos insetos vetores, através da amplificacdo de fragmento de DNA do
parasito por PCR e por gPCR (SOARES et al., 2011).

Outra utilidade do xenodiagnostico diz respeito a avaliacdo da
infectividade de caes com diferentes sinais clinicos, particularmente quando se
considera que todos caes positivos submetidos a eutanasia, independentemente
da infectividade, podendo ser repostos por um novo cao infectado, aumentando
assim a forca de infeccdo na populacdo (NUNES et al., 2008; 2010;
COURTENAY et al., 2002a; QUINNELL; COURTENAY, 2009).

Esses estudos sao feitos desde a década de 30 quando Parrot et al.
(1930) e Adler e Theodor (1931) trabalharam com Phlebotomus perniciosus e
caes sintomaticos e a infectividade foi muito variavel de 7,5% nos experimentos
de Parrot et al. (1930) e de 32 a 65,4% nos de Adler e Theodor (1931). Rioux et
al. (1972) avaliou a infectividade de cinco cées em diferentes estagios clinicos,
para P. ariasi, e observou de 72 a 83% de infectividade, sendo que um céao
assintomatico nao foi infectante. Gradoni et al. (1987) avaliaram dois caes, um
oligossintoméatico com 56,4% de infectividade e outro com infecgéo patente, com
79,7% de infectividade. Molina et al. (1994) trabalharam com trés grupos de caes
classificados em sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos e
observaram que a infectividade foi independente dos sintomas.

Ja Costa-Val et al. (2007), diferentemente de Molina et al. (1994),
observaram que caes naturalmente infectados com L. infantum e sintomaticos
foram mais infectantes para o vetor.

Segundo Quinnell e Courtenay (2009), em estudo de meta-analise de
quatro experimentos realizados no Brasil, a infectividade aumenta com a
severidade clinica, porém os autores ndo descartam a necessidade da

continuidade das acbes de controle nos caes assintomaticos. Soares et al.
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(2011) também observaram infectividade maior dos cées sintomaticos (13%)
guando comparado aos assintomaticos (3,5%), quando avaliados pela PCR.

Ja nos experimentos de Laurenti et al. (2013), a infectividade foi maior
para os caes assintomaticos quando comparados aos sintomaticos, pela
avaliacao parasitolégica.

Outro fato a ser considerado quando da avaliagéo por xenodiagnostico €
que a carga parasitaria nos caes varia nao somente nos diferentes estagios da
doenca, mas também nas diferentes amostras de tecidos do reservatério, seja
pele, medula 6ssea ou sangue (MANNA et al., 2006; MANNA et al., 2004,
QUARESMA et al., 2009), podendo interferir na infectividade ao inseto vetor.
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OBJETIVOS

Geral:

Avaliar a infectividade de caes naturalmente infectados por Leishmania

spp. € sua relacdo com a carga parasitaria em pele, tecido conjuntival e sangue.

Especificos:

» Avaliar as caracteristicas diagnésticas das técnicas de DDP, NC, PCR e
gPCR em flebotomineos.

* Quantificar a carga parasitaria de caes naturalmente infectados por
Leishmania spp. em amostra de pele, tecido conjuntival e sangue por PCR
em tempo real;

* Quantificar a carga parasitaria de flebotomineos submetidos a
xenodiagndstico em caes naturalmente infectados por Leishmania spp.;

« Comparar a carga parasitaria de amostras de pele, tecido conjuntival e
sangue de caes naturalmente infectados por Leishmania spp. com a carga

parasitaria de flebotomineos submetidos a xenodiagndstico nestes caes.
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CAPITULO 2 - DETECCAO DE Leishmania spp. EM FLEBOTOMINEOS
SUBMETIDOS A XENODIAGNOSTICO

RESUMO - Um dos fatores essenciais para a transmissdo da
leishmaniose visceral (LV) é a presenca do vetor cuja taxa infeccdo é um
importante parametro a ser considerado para a vigilancia desta zoonose. O
presente estudo objetivou comparar métodos de deteccédo de Leishmania spp.
em flebotomineos submetidos a xenodiagnéstico realizado em caes acometidos
por leishmaniose visceral, com o intuito de contribuir com estudos sobre a
infectividade de caes ao vetor. Flebotomineos foram capturados em area urbana,
metade das fémeas foram mantidas como controle para avaliagdo de
infectividade natural e a outra metade foi exposto ao cado acometidos por
leishmaniose visceral, por 12 horas. Apds cinco dias, as fémeas foram
dissecadas e submetidas a avaliagao parasitoldgica (demonstracao direta do
parasito- DDP e contagem em camara de Neubauer-NC) e molecular (PCR
convencional e em tempo real - gPCR). A taxa de infec¢do natural foi zero pela
DDP, 1,4% por PCR e 2,36% por gPCR. A positividade dos flebotomineos p6s-
xenodiagnéstico foi de 18,6%, por DDP, de 19,9 por NC, de 25,9% por PCR e de
84% por qPCR. A concordancia entre a DDP e NC foi considerada excelente
(K=0,8653), entre a DDP e a PCR foi boa (K=0,6316), bem como entre a PCR e
gPCR (K=0,79). Ja a concordancia entre a DDP e a gqPCR foi considerada
moderada (K=0,4011) e entre qPCR e NC foi considerada leve (K=0,14).
Considerando-se a gPCR como teste padrao, a sensibilidade da DDP foi de 53%
e a especificidade de 90%, da PCR a sensibilidade foi de 94% e a especificidade
de 84%. A sensibilidade da NC foi de 44% e a especificidade de 82%. Tanto a
PCR convencional quanto a PCR em tempo real (QPCR) revelaram-se mais
adequadas para a avaliacao da infectividade canina.



Palavras-Chave: Leishmaniose visceral, Lutzomyia longipalpis, PCR, qPCR.
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DETECTION OF Leishmania spp. IN SANDFLIES INFECTED DURING
XENODIAGNOSIS

SUMMARY - A key to the transmission of visceral leishmaniasis (VL) is
the presence of the vector whose infection rate is an important parameter to be
considered for the surveillance of this zoonotic disease. The present study aimed
to compare Leishmania spp. detection methods in sandflies that underwent
xenodiagnosis performed in dogs with visceral leishmaniasis, aiming at
contributing to studies on the infectivity of dogs to the vector. Sandflies were
captured in urban areas, half of the females were kept as controls for the natural
infectivity evaluation and the other half was exposed to the dog affected by f
visceral leishmaniasis, for 12 hours. After five days, the females were dissected
and subjected to parasitological evaluation (direct demonstration of the parasite-
DDP and counting in a Neubauer chamber-NC) and molecular evaluation
(conventional PCR and real-time PCR (qPCR). Sandflies natural infection rate
was zero by DDP, 1.4% by PCR and 2.36% by gPCR. Sandflies positivity post-
xenodiagnosis was 18.6% by DDP, 19.9 by NC, 25.9% by PCR and 84% by
gPCR. Agreement between DDP and NC was considered excellent (K=0.8653),
between DDP and PCR was good (K = 0.6316), as well as between PCR and
gPCR (K=0.79). Correlation between DDP and the gqPCR was considered
moderate (K = 0.4011) and between gPCR and NC was considered slight
(K=0.140). Considering gPCR as the standard method, DDP showed sensitivity
of 53% and specificity of 90%; PCR showed sensitivity of 94% and specificity of
84%. The sensitivity of the NC was 44% and the specificity was 82%. Both
conventional PCR and real-time PCR (qPCR) were appropriate for evaluating

canine infectivity to sandflies.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis, PCR, gPCR.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € um importante problema de saude publica
no Brasil, tanto por sua gravidade quanto pela velocidade de expansao que se
tem observado, principalmente nas tltimas décadas (SAO PAULO, 2006).

Um dos fatores essenciais para a transmissao da LV é a presenca do
vetor, sendo importante a identificagao correta da espécie de flebotomineo e das
espécies de Leishmania transmitidas por esses dipteros (BRAZIL; BRAZIL,
2003; KATO et al., 2005; MICHALSKY et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 1999).
Além disto, a taxa de flebotomineos naturalmente infectados é um parametro
importante a ser considerado para a vigilancia desta zoonose, bem como para
estudos epidemioldgicos.

O cao assume grande importancia na dispersdo e transmissdo desta
zoonose, por sua proximidade com o homem, sendo considerado o reservatorio
doméstico mais importante na area urbana (LAINSON; SHAW 1987, MARZOCHI
et al., 1994; VIEIRA; COELHO, 1998). A infectividade do reservatorio canino é
avaliada por meio de xenodiagndstico. Assim, a avaliagcdo da taxa de infecgcéao
de flebotomineos requer testes que tenham alta sensibilidade e especificidade.

Alguns testes diagnésticos tém sido utilizados para avaliacao da infeccao
em flebotomineos, como por exemplo, o parasitoldgico por visualizacao direta do
parasito (DDP) ou por contagem em camara de Neubauer (NC) e, mais
recentemente, a amplificagdo de DNA por PCR e a quantificagdo do protozoario
por PCR em tempo real (QPCR) (MYSKOVA et al., 2008). Os métodos
parasitolégicos sdo mais trabalhosos e tém baixa sensibilidade, PCR e gPCR
tem maior sensibilidade e especificidade, podem ser feitos mais rapidamente
mas sao mais caros e requerem mais equipamentos (MYSKOVA et al., 2008).

Objetivou-se, portanto, comparar os métodos parasitolégicos, de
visualizacdo direta (DDP) e contagem em camara de Neubauer (NC), e os
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métodos moleculares de PCR convencional e PCR em tempo real (gPCR)
utilizados para detectar a presenca de Leishmania spp. em flebotomineos
submetidos a xenodiagndstico com o objetivo de contribuir com os estudos de
avaliacdo da infectividade de caes naturalmente acometidos por leishmaniose

visceral.

MATERIAL E METODO

Capturas entomoldgicas

Exemplares adultos de flebotomineos foram capturados em area urbana
do municipio de Aracgatuba, SP, Brasil, em imdveis previamente selecionados
por apresentarem ambiente propicio para a criacdo e manutencao do vetor e
presenca de animais como fonte de alimento. As coletas foram realizadas com
aspirador manual e os exemplares vivos foram dispostos em gaiolas de voil
20x20cm em estufa (D.B.O — Eletro lab - 101 M), sob umidade de 86% e
temperatura de 25,5°C, alimentados com solucéo de mel de abelha (1:1 em agua
destilada) e permaneceram em repouso por 12 horas. ApGs este periodo, 0s
exemplares de Lu. longipalpis que foram utilizados no xenodiagnéstico
permaneceram em jejum por 12 horas; os do grupo controle permaneceram nas
condigdes ja mencionadas, sendo posteriormente dissecados e acondicionados
em alcool isopropilico 90% ou em RNA later (AMBION®), a 4°C, para avaliagao
da infec¢do natural por Leishmania spp. por meio da amplificacdo de DNA por
PCR em tempo real (qQPCR).
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Infeccao de flebotomineos por meio de xenodiagnodstico canino

Um total de 32 experimentos de xenodiagnosticos foi realizado durante o
periodo de novembro de 2012 a maio de 2014, em local devidamente telado.

Os cées submetidos ao xenodiagnéstico foram aqueles indicados para
eutanasia, conforme legislacao vigente e protocolo estabelecido pelo Programa
de Controle de Populagdes de Caes e Gatos do Estado de Sao Paulo (2006),
por apresentarem presenga de anticorpos anti-Leishmania e/ou avaliacédo
parasitolégica positiva de biopsia aspirativa de linfonodo popliteo.

Em cada experimento foi utilizado um céo, o qual foi mantido por 12 horas,
a partir do crepusculo, em gaiolas de metal revestidas por capa de tecido voil,
confeccionada com manguito para adequada manipulacao dos flebotomineos. O
namero de fémeas de Lu. longipalpis sem sangue no abdémen ou que
apresentavam apenas um terco do abdémen preenchido, bem como similar
namero de machos, que foram soltos na gaiola para a realizacdo do repasto no
céao variou de cinco a 49 e foram recapturados depois de 12 horas de exposi¢ao,
com o auxilio de capturadores manuais. As condi¢des de temperatura e umidade
relativa do ar foram verificadas durante o periodo de exposicao das fémeas e
correlacionadas com a taxa de mortalidade das mesmas.

Apo6s o periodo de exposicéo, os flebotomineos foram mantidos em estufa
nas condi¢gdes controladas anteriormente citadas, por cinco dias, sendo
alimentados com solucdo de mel de abelha (1:1 em agua destilada), quando
entao foram expostos ao frio (-20°C) para dissecacao.

Um total de 2.902 exemplares de Lu. longipalpis foram utilizados para a
realizacdo dos experimentos de xenodiagnéstico, sendo no total 828 fémeas
para os testes e 623 para os controles.

Para a comparacao dos métodos DDP e PCR foram utilizadas 981 fémeas
de Lu. longipalpis de 27 experimentos de xenodiagnosticos; para a comparagao
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do DDP e gPCR utilizou-se 206 exemplares de 15 experimentos e para a
comparacao de DDP e NC 285 amostras de 12 experimentos.
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Avaliacao laboratorial dos flebotomineos

Avaliacao parasitolégica (demonstracao direta do parasito e

contagem em camara de Neubauer)

As fémeas foram dissecadas sob estereomicroscépio, com o auxilio de
estiletes, sobre lamina contendo 50 pL de solucdo fisiolégica 0,9%. A
confirmacéo da espécie do flebotomineo baseou-se no aspecto morfoldgico da
espermateca, ao microscopio éptico (aumento de 400 vezes), segundo a chave
taxonémica proposta por GALATI (2003).

Realizou-se a extragcéo de todo o tubo digestério para pesquisa de formas
evolutivas de Leishmania spp. Considerou-se positiva a fémea que apresentasse
ao menos uma forma flagelada do parasito.

Para quantificar o nimero de parasitos por flebotomineo, o intestino médio
de cada flebotomineo foi transferido para tubos plasticos contendo PBS 0,01M,
pH 7,0, sendo macerados com o auxilio de pistilo plastico. A contagem foi

realizada no volume de 10 L, em camara de Neubauer.

Para o célculo do numero de parasitos total (N), foi aplicada a férmula:

x.500
N=— — ;
niimerodecampos visualizados

onde x = numero de parasitos visualizados na camara de Neubauer.

O material proveniente da dissecacdo foi acondicionado em tubos
plasticos em RNA later®, a 4°C, para posterior extracdo e amplificagdo de DNA,
por PCR convencional e por PCR em tempo real (qQPCR).
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Extracado e amplificacado de kDNA de Leishmania spp. de

flebotomineos

Seguiu-se o protocolo de KATO et al., (2007), com modificacées. O
material proveniente da avaliagdo parasitolégica dos flebotomineos foi
centrifugado por 2 minutos, a 15.871g, e macerado com pistilo e pérolas de vidro
(2 mm). ApGs descarte do sobrenadante, adicionaram-se 75 pL de solugéo de
tampao de lise (150 mM de NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0;
0,1% SDS e 200 pg/mL de proteinase K - Ambion®-D10860413), seguindo-se a
incubacgao por 6 horas, a 65°C. As amostras foram entao centrifugados por 2 min.
a 15.871g e posteriormente adicionados 35 pL de agua estéril, misturando-se
cuidadosamente, seguindo-se nova centrifugacdo e transferéncia do
sobrenadante contendo o DNA.

A amplificacdo de DNA de cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp. em
flebotomineos foi realizada por PCR convencional utilizando-se o kit
EmeraldAmp GT master mix (Clontech®, Takara RR320B), 1 uL do DNA diluido
1:10 e 10 pmol/uL de cada um dos oligonucleotideos iniciadores que amplificam
um fragmento de KDNA de Leishmania spp. de 120 pb descritos por FRANCINO
et al., (2006) e modificados por Calvo-Bado (ndo publicado): forward 5’-
AACTTTTCT GGTCCTCCGGGTAG-3 e reverse: 5-ACCCCCAGTTTTCCGCC-
3’, em volume final de 12,5 uL, de acordo com as recomendag¢des do fabricante.
As condicdes da PCR foram 35 ciclos a 98°C por 10s, 60°C por 30s e 72°C por
30s. O resultado final foi visualizado em gel de agarose a 2%, sob luz ultravioleta.

A amplificacdo de kDNA de Leishmania spp. também foi realizada por
gPCR, utilizando-se 900 nM dos oligonucleotideos iniciadores ja descritos,
250nM da sonda 6FAM 5’ -AAAAATGGGTGCAGAAACCCCGTTC-3-BBQ, hum
volume final de 15 pL, contendo 2X TagMan master mix (Applied Biosystems®).
As condi¢des da reacao foram 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
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min, em termociclador 7500 Fast-Real Time PCR system (Applied Biosystems).
A quantificacao absoluta de Leishmania spp. foi feita com base na comparacéao
dos valores dos limiares de fase exponencial (Ct - do inglés cycle threshold) com
os obtidos na curva padrao, construida a partir de 10 séries de diluicoes (0,01 a
10° parasitos/mL) de DNA extraido de cultura de promastigotas de Leishmania
infantum (ITAMP-263 DD8). Todas as amostras foram avaliadas em triplicata.
Considerou-se positiva a amostra que apresentasse resultado de carga maior

que zero em Ct menor ou igual a 36.

Analise estatistica

A concordancia entre as técnicas diagndsticas foi avaliada por meio do
coeficiente de concordancia Kappa e interpretado de acordo com a classificacao
de Landis e Koch (1977).

Uma vez que a distribuicao dos valores de carga parasitaria apresentou-
se assimétrica, os valores de carga parasitaria resultantes da qPCR e de
contagem direta de parasitos foram transformados para logaritmos de base 10,
a fim de se obter uma distribuicdo log normal dos dados. Uma vez que o
logaritmo de zero (auséncia do parasito) ndo é definido matematicamente,
considerou-se para auséncia de parasito o valor igual a -2, pois é um valor
abaixo do limite de deteccao. Adotou-se nivel de confianca de 95% em todas as
analises estatisticas.

Esta pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Experimentagao
Animal (CEUA) da UNESP, campus de Aracgatuba (processo FOA 01984-2012).
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RESULTADOS

Um total de 2.902 espécimes de Lu. longipalpis foram utilizados para os
xenodiagnésticos sendo 1451 machos, 828 fémeas testes e 623 fémeas
controle. Entretanto, nem todos os exemplares de flebotomineos puderam ser
avaliados por todos os testes: 982 exemplares de 27 xenodiagnésticos foram
avaliados pela DDP e pela PCR, 285 de 12 xenodiagnosticos foram avaliados
pela DDP e NC, e somente 206 exemplares de 12 xenodiagnédsticos foram
avaliados pela gPCR.

Limiar de deteccao e ponto de corte da qPCR

Considerando-se os valores de Ct de todas as reagbes de qPCR
realizadas dos padrdes, calculou-se o limiar de detecgdo de maneira similar
aquele utilizado para eletrodos ion-seletivos, que apresentam o mesmo padrao
de resposta (método IUPAC — Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada)
resultando em valor de 0,04 parasitos/flebotomineo (cujo logaritmo € igual a
- 1,40) (BUCK e LINDNER, 1994).
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Figura 1- Curva de calibracdo da técnica de PCR em tempo real para
amplificacdo do kDNA de Leishmania spp. e limiar de deteccéo
estimado.

Os resultados de cada um dos métodos quantitativos (QPCR e contagem
em camara de Neubauer - NC) foram separados em dois grupos: um formado
por fémeas que tiveram os resultados da demonstragao direta do parasito (DDP)
positivos e outro grupo formado por fémeas que tiveram os resultados da DDP
negativos. As curvas de distribuicdo de frequéncias acumuladas para a gPCR e
para a camara de Neubauer sdo apresentadas na Figura 2. Um dos problemas
relativos a validacao da qPCR é o estabelecimento do ponto de corte (cut-off).
Considerando-se o limiar de detecgao da gPCR (0,04 parasitos), adotou-se o

valor de 0,1 parasitos por flebotomineo (logaritmo igual a -1) para o ponto de
corte.
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Figura 2- Distribuicdo de frequéncia acumulada dos logaritmos de numero de
parasitos observados pela qPCR (A) e pela contagem em camara de
Neubauer (B), considerando-se os resultados positivos e negativos

observados pela demonstracéo direta do parasito (DDP).

Infeccao natural e pos-xenodiagndstico de Lutzomyia longipalpis

A taxa de infeccdo natural foi de 1,4% considerando-se a avaliacao por
PCR, 2,36% por qPCR e zero pela demonstragéo direta do parasito, nao houve
avaliagao da infectividade natural através da camara de Neubauer (Tabela 1).

A positividade geral, po6s-xenodiagnéstico, foi de 18,6% (140/752)
considerando-se a demonstracao direta do parasito (DDP), de 19,9% (58/292)
para a contagem em camara de Neubauer, de 25,9% (165/638) por PCR e de
84,0% (116/138) por gPCR.
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Tabela 1 - Percentual de positividade para Leishmania spp. de Lutzomyia
longipalpis submetidas a xenodiagnostico em caes acometidos por
leishmaniose visceral e capturadas no campo (controle) aos testes
diagnésticos de demonstracao direta do parasito (DDP), PCR e gPCR.

Classificacio Metodologia Infecgéo Intervalode
das fémeas  Laboratorial (%) (Positivas/  Confianca (%)
total examinadas) (95% confianca)
DDP 19,3 (140/752) 15,8a21,4%
Pés NC 19,9 (58/292) 15,3 a 24,4%
xenodiagnéstico PCR 25,1 (165/638) 22,5 a 29,3%
qPCR 84,1 (116/138) 78,0 2 90,2%
DDP 0,0 (0/623) -
Controle
PCR 1,4 (6/424) 0,3a2,5%
(Campo)
gPCR 11,4 (10/88) 0,0a18,%

Validacao dos métodos diagnosticos

A concordancia entre a DDP e NC foi considerada excelente (K=0,8653);
entre a DDP e a PCR foi considerada boa (K=0,6316), bem como entre a PCR e
gPCR (K=0,79).

Ja a concordancia entre a DDP e a gqPCR foi considerada moderada
(K=0,4011) e entre gPCR e NC foi considerada leve (K=0,14). Considerando-se
a qPCR como teste de referéncia, a sensibilidade da DDP foi de 53% e a
especificidade de 90%, da PCR a sensibilidade foi de 94% e a especificidade de
84%. A sensibilidade da NC foi de 44% e a especificidade de 82% (Tabela 02).
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Tabela 2- Resultado dos testes de deteccdo de Leishmania spp. em
flebotomineos submetidos ou ndo a xenodiagnoéstico em caes

naturalmente infectados, considerando-se a qPCR como teste de

referéncia
Testes qPCR
Positivo Negativo Total

PCR Positivo 106 11 117
Negativo 7 57 64
Total 113 68 181
Positivo 65 8 73

DDP Negativo 57 76 133
Total 122 84 206
Positivo 21 2 23

NC Negativo 27 9 36
Total 48 11 59

DISCUSSAO

A avaliacdo dos métodos diagnosticos utilizados para identificar a
infeccdo de flebotomineos por Leishmania spp. foi realizada com flebotomineos
submetidos a xenodiagndstico com o objetivo de contribuir com os estudos de
avaliagdo da infectividade de cées naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral.

A taxa de infeccdo natural foi baixa, independentemente do método
diagnéstico utilizado, variando conforme o método diagnéstico (de zero a 11,4%.
Tais resultados sdo concordantes com os observados por Cérdoba-Lanus et al.
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(2006) que, embora tivessem avaliado area endémica para leishmaniose
cutanea no noroeste da Argentina, observaram 0,9% das fémeas de Lutzomyia
neivai positivas a PCR convencional, e também ndo observaram o protozoario a
avaliagdo microscépica. Carvalho et al. (2008) avaliaram flebotomineos de
pesquisa realizada em Belo Horizonte, MG e ndo observaram nenhuma forma
flagelada a DDP enquanto que utilizando a PCR convencional puderam detectar
0,83% de Lu. whitmani naturalmente infectada com Le. (Viannia) spp. e 7,14%
de Lu. cortelezzii infectadas por L. chagasi. Felipe et al. (2011) observaram taxa
de infeccédo natural baixa no municipio de Raposa, MA com 1,6% de positividade
entre as 448 Lu. longipalpis analisadas por meio da PCR, confirmando que a
positividade natural dos flebotomineos, em geral, é baixa. Assim como na
presente pesquisa, outros autores também observaram taxa de infeccao maior
quando utilizaram a PCR comparando a dissecagdo (RYAN et al., 1990;
MIRANDA et al.,2002; RODRIGUEZ et al., 1999).

As taxas de infeccao observadas a gPCR, tanto do grupo controle
(infeccao natural) quanto para o grupo teste foram superiores as da visualizacao
direta do protozoario (DDP), possivelmente pelo limiar de deteccédo da qPCR ser
mais baixo que o da DDP, além da dificuldade de se observar algum parasito a
microscopia 6tica quando a carga parasitaria € muito baixa. Nicolas et al. (2002)
também utilizaram a amplificacao de fragmento de 120 pares de bases de kDNA,
porém trabalharam em amostras de tecidos de camundongo e observaram
deteccdo a partir de 0,1 parasito a gPCR, segundo eles essa técnica mostrou-se
tao sensivel quanto a PCR convencional, porém mais rapida.

Por outro lado, Ranasinghe et al. (2008) observaram sensibilidade
diagnéstica de aproximadamente 120 parasitos, enquanto que na presente
pesquisa, esta foi de 0,04 parasitos. Ja Bezerra-Vasconcelos et al. (2011)
mostraram um limiar de deteccdo dez vezes menor (0,004 parasitos/
flebotomineo) que o da presente pesquisa trabalhando com os oligonucleotideos
inciciadores do DNA do cinetoplasto (KDNA).
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Algumas questdes metodoldgicas como a transferéncia do flebotomineo
da lamina para o microtubo e a homogeneizacdo adequada também podem
contribuem para o baixo limiar de deteccdo desses testes (MYSKOVA et al.,
2008). Nossa experiéncia pessoal confirma tal observacdo uma vez que de 10
falsos negativos observados a contagem em céamara de Neubauer, oito
coincidiram com o inicio do uso desta metodologia.

Com relacao as técnicas parasitolégicas é importante ressaltar que a
demonstracao direta do parasito (método qualitativo) é importante para avaliagao
de metaciclogénese (SACKS et al. 1984, 1987; PIMENTA et al., 1991; PIMENTA
et al., 1989) bem como para a localizagdo das formas do protozoario no inseto
vetor (VOLF et al., 2004) sendo, portanto, imprescindiveis para os estudos da
interacao parasito e vetor.

No Brasil, a borrifacdo para o controle do inseto € preconizada pelo
Programa de vigilancia e controle da leishmaniose visceral em um raio de 200
metros em torno de cada caso humano, independente da infectividade do vetor
(SAO PAULO 2006). Esta é uma atividade de alto custo operacional e que, por
este motivo, muitas vezes nao realizada. Considerando-se que Miranda et al.
(2002), apontaram a heterogeneidade na distribuicdo espacial de flebomineos
infectados, com a formacéao de agregados, a rapida deteccao destes agregados
pelas técnicas moleculares, devera resultar em reducao da area de aplicacao de
inseticida bem como contribuir para a diminuicdo do risco de inducao de

resisténcia desses insetos.

CONCLUSAO

As técnicas moleculares de PCR e gPCR revelaram boas caracteristicas
diagnésticas demonstrando ser uma ferramenta adequada para a avaliacdo da

infectividade canina, apresentando ainda a vantagem do processamento de um
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grande numero de flebotomineos em pouco tempo, podendo ser bastante util
para as atividades de vigilancia entomoldgica da leishmaniose visceral.

Assim, considerando-se o uso da PCR convencional (qualitativo) ou da
gPCR (quantitativo), a grande vantagem da automagcéao do processo de deteccao
de infeccdo de um grande numero de flebotomineos em pouco tempo, avaliamos
que seriam técnicas vantajosas a serem introduzidas nos laboratorios de

entomologia médica como ferramenta de vigilancia entomoldgica.
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CAPITULO 3 - RELACAO ENTRE CARGA PARASITARIA E SINAIS
CLINICOS DE CAES NATURALMENTE ACOMETIDOS POR
LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - Avaliar, por xenodiagnostico, a infectividade de caes com
diferentes sinais clinicos da doencga, quantificando a carga parasitaria de
amostras de pele, swab conjuntival e de sangue do cao e dos vetores foi 0
objetivo deste trabalho. Para tanto, realizaram-se 38 xenodiagndsticos com
flebotomineos capturados em area urbana de Aracatuba,SP em céaes
sorologicamente positivos. Apés cinco dias do repasto no cao, as fémeas foram
dissecadas, submetidas a avaliacdo parasitoldgica através da demonstracao
direta do parasito (DDP) e contagem em camara de Neubauer (NC), o DNA foi
extraido e a PCR convencional e quantificagdo da carga parasitaria, por gPCR,
foi realizada. Dos caes foi feita a avaliacdo dos sinais clinicos e amostras de
sangue, swab conjuntival e de pele de orelha foram colhidas e processadas para
a presenca e avaliagdo da carga parasitaria. A positividade das fémeas pés-
xenodiagnéstico, corrigida com a positividade natural, variou de zero a 75,0% a
DDP e esteve correlacionada, em modelo de regressao linear, com a da NC, da
PCR e da gPCR, revelando r superior a 0,79. A média das cargas parasitarias
dos flebotomineos apresentou correlacao positiva (r=0,7547; p<0,001) com a
carga parasitaria da pele e da conjuntiva do cao (r=0,523; p=0,046), entretanto,
nao apresentou correlacdo com a carga no sangue (p=0,877). Avaliando-se os
sinais clinicos por meio da Analise de Componentes Principais (PCA), observou-
se que alguns sinais estiveram relacionados com a maior carga parasitaria na

pele do cao e com a maior infectividade deste ao vetor.

Palavras-chave: Infectividade, Leishmania spp., Lutzomyia longipalpis, gPCR,
xenodiagnéstico.
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RELATIONSHIP BETWEEN PARASITE LOAD AND CLINICAL SIGNS OF
DOGS NATURALLY AFFECTED BY VISCERAL LEISHMANIASIS

SUMMARY - The objective of this research was to evaluate the infectivity of dogs
with different visceral leishmaniasis clinical signs, by xenodiagnosis, quantifying
the parasite load on the dog ‘skin samples, conjuntival swab and blood samples.
For this we conducted 38 xenodiagnosis using sandflies from a visceral
leishmaniasis endemic urban area and seropositive dogs. Sandflies were allowed
to feed on the dog for 12 hours and, five days after it, females were dissected,
subjected to parasitological evaluation by direct demonstration of the parasite
(DDP) and by counting in a Neubauer chamber (NC). Sandflies DNA was
extracted and amplified by conventional PCR and by real time PCR. Dogs clinical
evaluation, and blood samples, conjunctival swabs and signals ear skin was
taken were collected and examined and tested for the presence of kDNA
Leishmania and to quantify the parasite load. The positivity of females ‘sandlfies,
corrected by the natural positivity, ranged up to 75.0% and DDP was correlated
in a linear regression model with NC, PCR and gqPCR, revealing r greater than
0.79. The mean sandflies ‘parasite load was positively correlated (r=0.7547, p
<0.001) to the dogs’parasite load of the skin and the conjunctiva (r=0.523,
p=0.046) but showed no correlation to the parasite load in the blood (p=0.877).
Evaluating the clinical signs by Principal Component Analysis (PCA), we
observed that some signs were related to the higher parasite load in the dogs’skin
and to the greater infectivity to the vector.

Keywords: Leishmania spp., Lutzomyia longipalpis, xenodiagnosis, qPCR.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral americana (LVA) € uma zoonose causada pelo
protozoario Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, cujo principal vetor no
Brasil é o flebotomineo Lutzomyia longipalpis (MICHALSKY et al., 2009).

A doenca esta presente nas cinco regioes do Brasil, que responde por
90% dos casos que ocorrem na América Latina (ALBUQUERQUE et al., 2009).
No estado de Sao Paulo, os primeiros casos autdctones surgiram em 1999, um
ano apés a deteccdo da doenca no cao (CAMARGO-NEVES et al., 2001) e dois
anos apos a notificagdo do vetor na area urbana (COSTA et al., 1997).

Nesse estado, o agravo é igualmente um importante problema de saude
publica, pela dificuldade em se deter a expansao verificada nos ultimos anos,
onde foram notificados 2.204 casos até meados de 2013. Segundo Cardin et al.
(2014), os casos distribuiram-se num eixo principal no sentido noroeste para
sudeste, acompanhando a rodovia Marechal Rondon e o gasoduto Bolivia-Brasil,
e outro, na dire¢ao norte-sul acompanhando a malha rodoviaria.

O controle dessa zoonose, apesar de bem fundamentado e baseado na
deteccéo e tratamento dos casos humanos, na aplicacédo de inseticidas contra o
vetor e na retirada da fonte de infecgéo canina, nao tem sido efetivo (COSTA et
al., 2013). Sendo o cao principal reservatorio doméstico, um dos pontos frageis
do controle é a sua eliminacéao, pela falta de indicadores clinicos ou laboratoriais
de infectividade deste ao vetor (COSTA 2008; 2011).

A infectividade canina tem sido associada ao estado clinico do cdo,
havendo estudos em que se observou maior infectividade de caes sintomaticos
(COURTENAY et al., 2002; MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011),
porém Laurenti et al. (2013) observaram maior poder infectante para caes

assintomaticos.
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Considerando-se que a infectividade dos caes depende do estagio clinico
da doenca, objetivou-se avaliar, por xenodiagnéstico, a infectividade de caes
com diferentes sinais clinicos da doenga, por meio da positividade e
quantificacao da carga parasitaria de amostra de pele, sangue e swab conjuntival

do cdo, bem como dos vetores submetidos a xenodiagnostico.

MATERIAL E METODO

Caes

Trinta e oito cdes submetidos ao xenodiagndstico eram soropositivos e
foram indicados para eutanasia, segundo orientacdes do Programa de Vigilancia
e Controle da Leishmaniose Visceral Americana do estado de Sao Paulo (Sao
Paulo, 2006), no periodo compreendido entre novembro de 2012 a maio de 2014.

Em cada xenodiagnéstico, que iniciou-se meia hora apds o crepusculo,
um céo era mantido por 12 horas em gaiola de metal revestida por outra de tecido
voil, onde um numero variavel de flebotomineos fémeas, (de 11 a 53 expostas)
e similar numero de machos eram introduzidos.

Finalizados os xenodiagnosticos os caes eram identificados, fotografados,
avaliados clinicamente e amostras de sangue eram colhidas (em papel de filtro),
por meio da puncao da veia cefélica ou jugular. Apdés anestesia (thiopental
sédico, 25-50 mg/Kg, IV) foram coletadas amostras de pele e de swab conjuntival
bilateral e, em seguida, procedeu-se a eutanasia com cloreto de potéssio
(0,8mL/kg, IV), conforme legislacao vigente (Sao Paulo, 2006).
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As amostras colhidas foram processadas para a presenca e quantificacao
de kDNA de Leishmania spp. no Laboratério da “University of Warwick — School
of Life Sciences (Warwick — UK)”.

A avaliacdo clinica pesquisou-se a presenca de infartamento ganglionar,
perda de massa muscular, uveite e alopecia periocular; os demais sinais clinicos
foram classificados em até trés cruzes (+,++,+++) dependendo do nivel de sua
intensidade. As alteracdes cutaneas foram subdivididas em dermatite, alopecia
(+++) e hiperqueratose, lesdes (++), alteracdes oftalmicas foram subdivididas em
conjuntivite (+++) e uveite (presenca/auséncia), onicogrifose (++), palidez de
mucosa (++). Adicionalmente classificou-se o score corporal em (1=caquético;

2=magro; 3=normal; 4=0beso) de acordo com as condicbes gerais do animal.

Xenodiagndstico

Flebotomineos

Exemplares adultos (1034 fémeas utilizadas nos experimentos e 825
fémeas utilizadas nos controles e igual nimero de machos) de flebotomineos
foram capturados em area urbana do municipio de Aracatuba, SP, em imdveis
com ambiente propicio para a criacdo e manutencao do vetor, com auxilio de
aspiradores manuais. Os exemplares foram dispostos em gaiolas de voil
(20x20cm), em estufa (D.B.O — Eletro lab - 101 M), sob umidade de 86% e
temperatura de 25,5°C, alimentados com solucao de mel de abelha (1:1 em agua
destilada) e mantidos em repouso por 12 horas.

Apbs este periodo, as fémeas de Lu. longipalpis utilizadas para
xenodiagnéstico ficaram em jejum por 12 horas e foram triadas para verificacao

do conteudo intestinal, através de observacao visual. Somente as fémeas sem
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sangue e as que apresentaram até um terco do abdémen com presenca de
sangue participaram dos experimentos, visto 0 abdémen n&o estar preenchido
completamente e a possibilidade de terminar o repasto sanguineo: as do grupo
controle permaneceram nas condi¢des ja mencionadas, sendo posteriormente
dissecadas e acondicionadas em alcool isopropilico 90% ou em RNA later
(AMBION®), a 4°C, para posterior processamento por PCR e PCR em tempo real
(gPCR). Estes exemplares fémeas foram utilizados para avaliagdo da infec¢ao
natural e correcéao da infectividade natural.

As fémeas usadas no experimento foram recapturadas, ap6s 12 horas de
exposicao ao cao, sendo mantidas nas mesmas condicdes pré- experimentais,
por cinco dias, para a ocorréncia da multiplicacao e diferenciacdo em formas
infectivas, (periodo da metacilogénese) (VOLF et al., 2004), até a realizacao da
dissecacao. A observacao das formas flageladas foi feita por microscopia direta,
sob aumento de 400 vezes (demostracdo direta do parasito - DDP),

posteriormente, o material foi avaliado por PCR e por gPCR.

Avaliacao da infeccao por Leishmania spp. em flebotomineos

Apo6s a pesquisa das formas evolutivas de Leishmania sp., feita sob
estereomicroscépio, e confirmacao da espécie do flebotomineo (aumento de 400
vezes) segundo a chave taxondémica proposta por Galati (2003), a contagem do
nuamero de parasitos por flebotomineo foi realizada em camara de Neubauer,
onde o numero total de parasitos foi calculado a partir do numero de parasitos
visualizados em todos os nove campos multiplicado pelo fator de diluicao igual

, . .500 .
a 55,56 obtido pela férmula : N = al — , onde x = numero
niimerodeca mpos visualizad os

de parasitos visualizados na camara de Neubauer.
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Nem todos exemplares submetidos aos xenodiagnésticos foram avaliados
por todas as técnicas: dos 38 xenodiagndsticos realizados, 32 foram avaliados
pela demonstracao direta do parasito (DDP), 12 xenodiagnésticos foram também
avaliados pela camara de Neubauer, 32 pela PCR e 20 pela gPCP.

Para extracdo e amplificacdo de DNA, por PCR convencional e PCR em
tempo real (QPCR), seguiu-se o protocolo de Kato et al. (2007), com
modificacoes. O material proveniente da avaliagdo parasitolégica dos
flebotomineos foi centrifugado por 2 minutos, a 15.871¢g, e macerados com pistilo
e pérolas de vidro (2 mm). Apés descarte do sobrenadante, adicionaram-se 75
UL de solucédo de tampéao de lise (150 mM de NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 10
mM EDTA pH 8,0; 0,1% SDS e 200 ug/mL de proteinase K - Ambion®-
D10860413), seguindo-se a incubacgao por 6 horas, a 65°C. As amostras foram
entdo centrifugadas por 2 min. a 15.871g e posteriormente adicionados 35 L de
agua estéril misturando-se cuidadosamente, seguindo-se nova centrifugacao e
transferéncia do sobrenadante contendo o DNA para novo tubo.

A amplificagcdo de fragmento de DNA de 120 pares de base do
cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp. em flebotomineos foi realizada por PCR
convencional utilizando-se o kit EmeraldAmp GT master mix (Clontech®, Takara,
RR320B), 1 pyL do DNA diluido 1:10 e 10 pmol/uL de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores descritos por Francino et al. (2006) e modificado
por Calvo-Bado (nédo publicado): forward 5- AACTTTTCT
GGTCCTCCGGGTAG-3 e reverse: 5-ACCCCCAGTTTTCCGCC-3’, num
volume final de 12,5 uL, de acordo com as recomendagdes do fabricante. As
condicoes da PCR foram 35 ciclos a 98°C por 10s, 60°C por 30s e 72°C por 30s.
O resultado final foi visualizado em gel de agarose a 2%, sob luz ultravioleta.

A quantificacdo da carga parasitaria nos flebotomineos foi realizada por
gPCR utilizando-se 900 nM dos oligonucleotideos iniciadores ja descritos,
250nM da sonda 6FAM 5° -AAAAATGGGTGCAGAAACCCCGTTC-3-BBQ, num
volume final de 15puL, contendo 2X TagMan master mix (Applied Biosystems®).
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As condicdes da reacao foram 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
min, em termociclador 7500 Fast-Real Time PCR system (Applied Biosystems).

A quantificacado absoluta de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi foi
feita com base na comparacgao dos valores dos limiares de fase exponencial (Ct-
do inglés cycle threshold) com os obtidos na curva padréo, construida a partir de
10 séries de diluicdes (0,01 a 10° parasitos/mL) de DNA extraido de cultura de
promastigotas de Leishmania infantum (ITAMP-263 DD8). Todas as amostras

foram avaliadas em triplicata.

Carga parasitaria dos caes

O DNA das amostras de pele da orelha foi extraido utilizando-se o kit para
tecido Chemagen (PerkinElmer®, cmg-1011), de acordo com as recomendagdes
do fabricante, exceto para a lise, que foi realizada usando-se 50-100uL,
dependendo do tamanho (espessura e peso) do tecido da orelha. O DNA foi
eluido em 200 yL de tampédo de eluicdo e armazenado a -80°C, até
processamento.

O DNA da conjuntiva foi extraido usando-se o kit de zaragatoa Chemagen
(PerkinElmer®, cmg-1211) de acordo com as recomendacdes do fabricante,
exceto para a lise de células ligadas a compressa a qual foi realizada utilizando-
se 500uL de tampao de lise, por 30 min., a 56°C. O DNA foi entdo eluido em
70uL de tampéo de eluicdo e armazenadoa -80°C, até processamento.

O DNA de amostras de sangue colhidas em papel filtro Whatman®, (DNA-
FTA cards), foi extraido utilizando-se 0 mesmo Kit Chemagen (PerkinElmer®),

seguindo as instrucdes do fabricante, e armazenados a -20°C.
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Analise Estatistica

A infectividade observada foi corrigida pela infectividade natural através

da férmula:
_0
%l = n(+).(L00— %c(+))
nToml
onde:

n(+) = numero de fémeas infectadas
NTotal = NUMero total de fémeas ao final do ensaio de xenodiagnéstico,

O/w( +) — neontr()/e(+) 100

Total(controle)

A correlacdo entre a infectividade ao vetor e a carga parasitaria da pele
da orelha e do tecido conjuntival (swab direto e esquerdo) bem como do sangue
foi feita por regressao linear, assim como entre as infectividades obtidas por
diferentes métodos diagnésticos.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada com auxilio do
programa Statistica 8.0, utilizando-se a presenca dos 12 sinais que foram
escalonados, ou seja, as intensidades foram matematicamente convertidas na
faixa de -3 (auséncia de sinal) até + 3 (sinal intenso).

A correlagéo entre o0 sexo e a idade dos céaes e a infectividade foi feita por
Teste de Mann Whitney U, Correlacao de Spearman e Regresséao Linear Simples
(Bio Estat. 5,0 e Statistica 8.0).

Esta pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Experimentagao
Animal (CEUA) da UNESP, campus de Aracgatuba (processo FOA 01984-2012).
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RESULTADOS

Infectividade para o vetor

Dos caes que fizeram parte dos experimentos, 22 eram fémeas e 15
machos; a idade variou de 7 a 120 meses, sendo que a mediana foi de 48 meses,
o primeiro quartil de 29 meses e o terceiro de 72 meses (0 primeiro cao nao teve
esses dados coletados). Nao foram observadas diferencas significativas entre os
sexos dos animais em relagéo a infectividade medida por todos os métodos (p >
0,26 para o Teste de Mann Whitney U), nem para as suas idades em relagéao a
infectividade (p > 0,14 para a Correlagdo de Spearman e p > 0,10 para
Regressao Linear Simples).

Os 38 xenodiagnésticos realizados nao puderam ser avaliados por todas
as técnicas diagndsticas, assim, a positividade das fémeas, ou seja, o percentual
de fémeas que foram infectadas em relagcdo ao numero de fémeas analisadas
por xenodiagnaostico variou de 0,0 a 75,0% nos 32 xenodiagnosticos analizados
considerando-se a visualizacdo direta do parasito (DPP). Considerando-se a
contagem em camara de Neubauer (NC) variou de 0,0 a 68,8% (n=12), por PCR
variou de 0,0 a 77,3 (n=32) e, por gPCR, de 0,0 e 78% (n=20).

A infectividade observada por meio da PCR, da contagem em camara
de Neubauer e da qPCR foi corrigida com a infectividade natural e correlacionada
com a obtida pela DDP, em modelo de regresséo linear, resultando em r = 0,9769
para Camara de Neubauer (NC), em r = 0,7989 para gPCR e em r = 0,8293 para
PCR (Figura 01). Dados da positividade de cada xenodiagnéstico segundo a

técnica utilizada no anexo 01.
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Figura 1 — Correlacdo entre o percentual de positividade observada pela
contagem em camara de Neubauer- NC («),PCR (o) e gqPCR (e) e
infectividade observada pela DDP.

A avaliacdo da carga parasitaria em amostras de pele da orelha dos caes
revelou que quanto maior a carga neste tecido, maior é a carga parasitaria dos
flebotomineos infectados ao xenodiagndstico. A regressao linear da médias do
logaritmos da carga parasitaria da pele do cao e dos flebotomineos apresentou
correlacéo de 0,7547, enquanto com o uso de todos os valores de logaritmo das

cargas das fémeas a correlacao foi de 0,4312 (Figura 2).
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Figura 2- Correlagao entre o logaritmo das cargas parasitarias de pele de caes
infectados por Leishmania spp. e o logaritmo da carga parasitaria dos
flebotomineos. (A) média dos logaritmos da carga parasitaria dos
flebotomineos (B) logaritmos da carga parasitaria dos flebotomineos

individualizados.

Observou-se correlacao entre a carga parasitaria das amostras de swab
conjuntival direito e esquerdo (r=0,9294) ndo tendo sido observada diferenca
significativa entre os dois lados (p=0,2363). Desta forma, usaram-se apenas 0s
resultados do swab direito para as analises. Observou-se correlagdo positiva
entre a carga parasitaria do swab conjuntival (n=15) e a dos flebotomineos
(r=0,523 e p=0,046), porém ndo houve correlacdo entre a carga de Leishmania
presente no sangue (n=19) e a carga do protozoario no flebotomineo (r=0,038
e p=0,877).
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Aspectos clinicos e infectividade

A analise de componente principal (PCA) foi realizada visando-se
identificar padrdes de sinais clinicos de acordo com a carga parasitaria dos caes
submetidos a xenodiagnédstico, bem como com sua infectividade ao vetor.
Inicialmente 36 caes foram classificados por categorias de intensidade de sinais
(Tabela 1).

Tabela 1 — Percentual e numero de sinais clinicos classificados por
presencga/auséncia e/ou intensidade (0=auséncia), (+), (++), (+++) €
classificcao do score corporal: 1- caquético, 2- magro, 3- normal e 4-
obeso dos caes sorologicamente positivos para Leishmania spp. e
submetidos aos xenodiagnésticos no CCZ de Aracgatuba, Sdo Paulo.

Sinais Clinicos Categorias: % (numero)
0 + ++ +++ :ﬁta?i:ais
Infartamento Ganglionar 30,6(11) 69,4(25)
Perda de massa muscular 50,0(18) 50,0(18)
Palidez de mucosa 38,9(14) 55,6(20) 5,6(2)
Onicogrifose 13,9 (5) 50,0 (18) 36,1(13) 86,1
2 Dermatite 41,7(15) 30,6(11) 13,9(5) 13,9(5)
;C; Alopecia 52,8(19) 27,8(10) 13,9(5) 5,6(2) 47,2
g Hiperqueratose 69,4(25) 25,0(9) 5,6(2) 30,6
S Lesoes 36,1(13)  36,1(13) 27,8(10)
% Alopecia periocular 72,2(30) 27,8(6)
g, § Conjuntivite 41,7(15) 25,009) 19,4(7) 13,9(5) 58,3
2 2 Uyeite 72.2(30)  27,8(6) 1
1 2 3 4

Score corporal 11,1 (4) 47,2(17) 38,9(14) 2,78(1) 58,3
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A PCA selecionou dois componentes principais: o PC1 e o PC2. O PCA1
explicou 26,86% da variancia total e o PC2 16,33% (Figura 3). O PC1 foi
associado a todos os sinais clinicos com os loadings negativos. Os valores de
loading obtidos pelo PC1 de cada variavel avaliada foram: dermatite (-0,86),
alopecia (-0,75), hiperqueratose (-0,64), lesdes (-0,62), alopecia periocular (-
0,62), conjuntivite (-0,40), uveite (-0,05), palidez de mucosa (-0,58), score
corporal (-0,38), onicogrifose (-0,26), infartamento ganglionar (-0,24) e perda de
massa muscular (-0,35). O PC2, por outro lado, separou os dados em duas
categorias de sinais (grupo A - loadings negativos e grupo B — loadings
positivos). No grupo A (PC2-) foram englobados palidez de mucosa (-0,34), score
corporal (-0,56), onicogrifose (-0,68), enfartamento ganglionar (-0,48) e perda de
massa muscular (-0,21) e lesées (-0,10). No grupo B (PC2+) os sinais foram
dermatite (+0,18), hiperqueratose (+0,37), alopecia periocular (+0,49),
conjuntivite (+0,49) e uveite (+0,32).

Na Figura 3C sao apresentadas as curvas de nivel da porcentagem de
infectividade para as fémeas de flebotomineos, obtidas por PCR convencional,
em funcédo dos escores do PC1 e do PC2.Quadrante | [PC1 (-) e PC2 (-)]; Il
[PC1(+) e PC2(-)];III [PC1(-) e PC2 (+)], IV[ PC1 (+) e PC2 (+) ].



80

Alt
Aleragbes Alteragies ::f:‘::s oﬂ::ac:
Cutiineas ) Ofﬁlmm. Ii ' |
D'o I_I T T L 1T 1
g o L] - -1 g g © E o - =
R (TR RE A A Ik
all= g & g 8 g g E g 03
5 H £ HEE
-0.3 E = E |z —‘
% é g’lﬂo T T T T T T T T T T T
3 Esgth—'a-;-:S‘sz[jJ
- s |82 58§ %8 Bz 3|2]5|5 :
& 05 LI — 8-0_3.5 g < 8 I E
[ | g i i |e 5
= a Z
06 - c -
094
(A) (B)
25
o 20}
% 15 ¢
(G}
w 10}
E -
8 054802
]
o 0.0 +—
o
-05 F 3
J . > 70
s 10f 1l <70
=Y . 5 1 Il <60
1 B N . ot 5 (1 B < 50
20 ¢ (|) - Ij<40
2% i <30
25 20 15 10 -05 00 05 1.0 15=jfg
PC1 - escores
Sinais mais intensos Sinais menos intensos
(C)

Figura 3 - Andlise de componentes principais dos sinais clinicos dos caes. (A)

gréfico de loadings de PC1, (B) gréafico de loadings de PC2. (C) Grafico
de superficie de infectividade medida pela PCR x scores de PC1 e PC2.
Quadrante |- PC1 (-) e PC2 (-); Il - PC1 (+) e PC2 (-); lll PC1 (-) e PC2
(+); IV PC1 (+) e PC2 (+).
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A distribuicdo de frequéncia da infectividade nos xenodiagnésticos, de
acordo com o resultado da PCA, revelou um percentual acima de 30% de fémeas
infectadas no quadrante I, enquanto o quadrante IV apresentou a menor
infectividade (abaixo de 20%). No quadrante lll, a maioria dos xenodiagndsticos
apresentou infectividade com menos de 30%, e o quadrante Il revelou percentual
heterogéneo (Figura 4).

=Y PC1(-)PC2(+) =X PC1(+)PC2(+)
Quadrante Il Quadrante IV

10 20 30 40 50 60 7'0'8060 10 20 30 40 50 60 70 80

Numero de Xenodiagnédsticos

| 853 PC1(-)PC2(,) E=Y PC1(+)PC2(-)
§ Quadrante | Quadrante Il
44 44
2 21
0 T T T O T T T T T T

0 1IO 2IO 30 40 50 60 70 8 O 10 20 30 40 50 60 70 80

% Infectividade

Figura 4 - Frequéncia do percentual de fémeas que se infectaram durante os
experimentos de xenodiagndsticos avaliadas por PCR convencional,
e agrupados de acordo com resultados das anélises de PCA.
Quadrantes I, II, lll e IV.

A PCA indicou que os caes do Quadrante |, que apresentam onicogrifose,
infartamento ganglionar, perda de massa muscular, lesées cutaneas, pior score
corporal e palidez de mucosa (mais intensos que os do Quadrante Il) infectaram
um maior numero de flebotomineos do que os caes do Quadrante IV, que
apresentaram dermatite, hiperqueratose, conjuntivite, alopecia periocular, e

uveite (menos intensos que o quadrante ).
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Os xenodiagnésticos que apresentaram mais de 30% de fémeas
infectadas a PCR, foram distribuidos de acordo com a classificacdo proposta
pela PCA (Tabela 2). Verificou-se que, no Quadrante |, a taxa de infectividade
foi alta, ou seja, 88% dos xenodiagndsticos apresentaram infectividade para os
flebotomineos superior a 30%, enquanto o quadrante 1V ndo houve infectividade
acima de 30%. O grupo constituido pelo quadrante Il também apresentou uma
elevada taxa de infectividade (40% dos xenodiagnésticos desse grupo tiveram
uma infectividade superior a 30%), e para o quadrante Il em 13% dos
xenodiagnédsticos a infectividade das fémeas foi superior ao valor de 30%.
Portanto, o quadrante | apresentou a maior taxa de infectividade, ou seja a
maioria dos cées (7/8) apresentou infectividade superior a 30%, sendo que 0s
caes desse quadrantes apresentaram os sinais mais intensos (loadings
negativos do PC1), associados a onicogrifose, infartamento ganglionar, perda de
massa muscular, lesdes cutdneas, pior score orporal e palidez de mucosa
(devido ao PC2(-)).

Tabela 2- Percentagem de xenodiagndstico com infectividade superior a 30 %
em cada quadrante da PCA

Quadrante Descricao % (numero de xenodiagndstico com
Quadrante infectividade superior a 30% /

xenodiagnéstico total)

| PC1() PC2(") 88 (7/8)
I PC1(+) PC2(-) 38 (4/10)
Il PC1() PC2(+) 13 (1/8)
IV PC1(+) PC2(+) Zero (0/6)

Klinblin et al (2008) estabeleceram valores para alta e baixa dosagem de
inoculacdo de parasitos no camundongo (BALB/c) e relacionaram essas
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diferentes cargas com maior ou menores alterac¢oes clinicas. Assim, escolhemos
a dosagem de 5000 parasitos por flebotomineo como cut-off para classifica-los
de acordo com a capacidade infectante. O percentual médio das fémeas
infectantes pds xenodiagnédstico, de acordo com o cut-off estabelecido, foi de
39,0%, 37,9%, 31,9% e 46,7% para os grupos |, II, lll e IV, respectivamente da
PCA (Tabela 3). Considerando o mesmo cut-off (5.000 parasitos por
flebotomineo), calculou-se o percentual por xenodiagnéstico que sao

apresentadas na mesma tabela.
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Tabela 3 — Distribuicao do percentual médio de fémeas infectantes por quadrante
da PCA e percentual de fémeas infectantes por xenodiagnéstico.

% médio de o % de fémeas Infectantes
Quadrante  fémeas Infectante Iden’flflca%;a(.) por xenodiagndstico
(GPCR)* Xenodiagnéstico (GPCR)**
12 90,9
39,0% 27 20,0
13 45,5
14 20,0
15 100,0
I 37.9% 16 63,6
20 50,0
25 25,0
28 0,0
18 0,0
21 23,1
31,9% 22 58,8
! 24 0,0
26 20,0
29 44 4
17 33,3
19 66,7
v 46,7% 23 14,3
30 0,0
31 0,0

* percentual médio de flebotomineos infectantes por quadrante (fémeas com
carga superior a 5.000 parasitos por flebotomineo).

**percentual médio de flebotomineos infectantes por xenodiagndstico (fémeas
com carga superior a 5.000 parasitos por flebotomineo).



85

Ao testar a PCA dos sinais clinicos e as médias das cargas parasitarias

das amostras de pele, de swab conjuntival, de sangue e dos flebotomineos

(Figura 4) verificou-se que, a excecao do sangue (Figura 4C), para os demais,

ocorreram padrdes de distribuicao.

logaritmo da carga parasitaria - pele de cao

s
<6
<4

2.5 <2
2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 TS @ <o

PC1

logaritmo da carga parasitaria - swab direito de cao

2.5 -2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5
PC1

logaritmo da carga parasitaria - sangue

| B
M <4
M <3
<2
J<1
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PC1

sE <0
Tl <

logaritmo da carga parasitaria - flebotomineos
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Figura 4 - Gréafico de superficie da Analise de Componentes Principais (PCA)

dos sinais clinicos dos caes submetidos ao xenodiagnédstico e carga

parasitaria de Leishmania spp. a gPCR x escores de PC1 e PC2. Carga

parasitaria em pele de caes (A); em swab conjuntival de cées (B); em

sangue de caes (C) e em fémea de Lu. longipalpis (D).
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Portanto, a PCA foi capaz de agrupar os mais sintomaticos com os de
maior positividade e carga, sendo coincidentes no quadrante |, enquanto os

com menos sinais e os de menor positividade, no quadrante V.

Para as cargas de pele e de swab conjuntival ha uma distribuicéo tal que
0s maiores valores se encontraram no quadrante | e 0s menores no quadrante
IV. Em relagdo ao swab conjuntival a carga parasitaria maxima ficou abaixo e
620 parasitos por amostra no quadrante |V, e nos demais quadrantes a carga
maxima ficou acima de 10.000 parasitos por amostra. Para a média das
cargas nos flebotomineos verificou-se que nos quadrantes Il e IV os valores
foram menores que nos quadrantes | e lll. Isso significa que apenas o PC1
explicou o comportamento dessa variacao de carga e pode-se ver que quanto
maior o niumero de sinais e maior intensidade, maior a média de carga nos

flebotomineos nesses dois quadrantes.

DISCUSSAO

A infectividade aos vetores de caes naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral e com diferentes sinais da doenca foi avaliada por meio da
quantificacao da carga parasitaria de amostra de pele, swab conjuntival e sangue
bem como dos vetores submetidos a xenodiagnéstico.

O percentual de flebotomimeos infectados apresentou grande variagéo
entre os xenodiagnésticos (de zero a 70%), em todas as técnicas diagndsticas
utilizadas, possivelmente pela diversidade de interacao entre o parasito e o vetor,
bem como pelo processo de fisiologia da digestdo neste ultimo (SECUNDINO et
al., 2011).

Quando se comparou as similaridades entre as infectividades dos

flebotomineos obtidas pelas diferentes técnicas, verificou-se 6tima correlacao
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entre a visualizacao direta (DPP) e as demais, oferecendo, portanto, alternativas
para o uso de outras técnicas, ndo s6 em xenodiagndsticos bem como em
inquéritos entomoldgicos. Particularmente, as técnicas de biologia molecular
podem ser vantajosas por serem automatizadas, oferecem a vantagem de
processamento de um numero grande de amostras em menor tempo, bem como
por serem quantitativas, no caso da qPCR (RANASINGHE et al., 2008).

Neste estudo, observamos correlacao positiva (r=0,7547) entre a carga
parasitaria da pele dos caes e a carga parasitaria dos flebotomineos. Resultado
semelhante foi observado em estudo realizado por Amorim et al. (2011) cujos
caes com menor carga parasitaria na pele foram os menos infectantes aos
flebotomineos, a visualizagdo direta do parasito nos flebotomineos. Por outro
lado, Kimblin et al. (2008) referem-se ao fato de que, apds o repasto infectante
e durante o processo da metaciclogénese, pode ocorrer variagao entre a carga
parasitaria no hospedeiro e a presente no fleb6tomo infectado, portanto nessa
avaliagdo ndo podemos desconsiderar essas observacoes.

Apesar da heterogeneidade da populagao canina estudada a analise de
Componentes Principais (PCA) identificou dois grupos distintos (PC1 e PC2),
guando se considerou o padrado de sinais clinicos dos caes. Assim, em 88% dos
xenodiagnésticos do quadrante |, observou-se infectividade superior a 30%,
sugerindo que a combinacdo dos sinais onicogrifose, infartamento ganglionar,
perda muscular, lesdes, palidez de mucosa e score corporal baixo favoreceu a
alta infectividade.

Em contrapartida, ndo se observou nenhum xenodiagnéstico com
infectividade superior a 30% para os flebotomineos expostos ao grupo de caes
com menor numero de sinais clinicos (PC1 com loadings positivos) ou com sinais
mais acentuados de dermatite, hiperqueratose, alopecia peri-ocular, conjuntivite
e uveite (grupo B do PC2+). Esse resultado é interessante uma vez que,
usualmente sdo estudados os resultados de infectividade entre os céaes
sintoméaticos e assintomaticos (TRAVI et al., 2001; QUINNELL; COURTENAY,
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2009). Neste trabalho foi possivel distinguir grupos de sinais clinicos mais
importantes para a infectividade entre os sintoméaticos, através do PCA.

Porém, quando avaliamos, nos quadrantes da PCA, a distribuicdo do
percentual das fémeas com alta carga de parasitos, ndo foi concordante com a
positividade obtida nos xenodiagnédsticos (Tabela 2). Talvez por conta da
heterogeneidade nas cargas das fémeas (a média das cargas das fémeas por
xenodiagnéstico).

Werneck (2008) discute a heterogeneidade da doenca como
consequéncia do processo de sua adaptacao a area urbana, sua distribuicéo e
a complexidade de todos os fatores envolvidos. E um grande desafio encontrar
um padrdo na sintomatologia dos caes doentes e associar com a infectividade
principalmente em é&rea endémica onde a dificuldade da manutencdo das
atividades de vigilancia e controle sdo tdo marcantes e por consequéncia disso
vé-se essa complexidade também na populacdo canina como um todo.

Observou-se entre os caes um padrao de sinais clinicos que se relaciona
com a maior infectividade obtida pelos flebotomineos, bem como com a carga
parasitaria da pele e swab conjuntival, mas ndo do sangue dos caes avaliados
avaliados. Também foi possivel verificar que quanto maior a carga parasitaria na
pele e no swab dos caes maior foi a carga parasitaria nos flebotomineos, porém,
hd uma grande variagdo no numero de parasitos entre os flebotomineos
alimentados num mesmo céo, indicando que aspectos da interacdo parasito-

vetor-reservatorio devam ser melhor investigados.
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Resultado da infectividade dos xenodiagndsticos e controle obtidos pelos
diferentes meétodos diagndsticos (DDP, NC, PCR e gPCR) e carga
parasitaria de amostras de pele da orelha, sangue e swab conjuntival de
caes e de valores médios de flebotomineos.

Log (carga parasitaria)

“§ o P o o o % ‘E § é
g &5 g & 9 9 § & 5 g 2 £E
g X x & g o o & & 5 3 g3
5 s 3 2 R R e @ © o 585
2 =g g &g
1 37,5 NR 50,0 NR 0,0 0,0 NR 550 4.82 4.49 NR
2 41,7 NR 30,3 NR 0,0 33,3 NR  6.65 ND 2.23 NR
3 0,0 NR 3,2 NR 0,0 33,3 NR 484 ND 3.49 NR
4 45 NR 9,5 NR 0,0 0,0 NR 495 165 2.63 NR
5 15,4 NR 39,1 NR 0,0 0,0 NR 5.66 ND 3.65 NR
6 0,0 NR 0,0 NR 0,0 33,3 NR ND ND ND NR
7 16,7 NR 36,7 NR 0,0 0,0 NR 555 219 422 NR
8 0,0 NR 0,0 NR 0,0 33,3 NR 658 186 1.24 NR
9 23,8 NR 35,0 NR 0,0 0,0 NR 3.80 290 NR NR
11 0,0 NR 0,0 NR 0,0 50,0 NR ND 4.09 NR NR
12 38,7 NR 38,7 354 0,0 00 8,6 6.36 3.15 NR NR
13 41,2 NR 714 78,0 0,0 0,0 0,0 6.67 337 155 13.73
14 15,8 NR 15,8 15,8 0,0 0,0 0,0 2.86 ND 1.30 4.57
15 8,3 NR 8,1 8,1 0,0 2,9 2,9 5.36 ND 0.02 3.02
16 20,0 NR 335 36,8 0,0 2,9 2,9 5.06 ND 2.63 4.94
17 12,5 NR 18,8 18,8 0,0 0,0 0,0 5.63 ND 2.79 4.56
18 0,0 NR 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ND ND ND 5.01
19 13,0 NR 17,4 13,9 0,0 0,0 8,5 545 333 4.67 NR
20 33,3 NR 478 522 0,0 0,0 0,0 491 266 399 473
21 NR NR 8,3 33,3 NR 0,0 0,0 2.96 2.86 2.70 4.45
22 NR NR 22,1 59,3 NR 14,7 5,9 6.86 ND 414 3.62
23 NR NR 1,5 12,9 NR 37,5 20,8 -0.25 ND 0.02 4.42
24 NR NR 0,0 15,8 NR 37,5 20,8 ND 3.56 -1.20 5.53
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% DDP — percentual demonstragdo direta do % C-DDP — percentual DDP no Controle

% NC - percentual da camara de Neubauer

parasito

% PCR — percentual da Reagdo em cadeia pela ND — néo detectado

% qPCR — percentual da PCR em tempo real (QPCR)

polimerase (PCR)

NR- nao realizado

% C-PCR — percentual PCR no Controle
% C-gPCR — percentual da gqPCR no Controle



