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RESUMO

Com o avanc¢o da biologia molecular, como ferramenta no diagndstico de cdes infectados
por L. infantum, a qPCR vem sendo utilizada para a quantificacdo da carga parasitaria em
diferentes tecidos de cdes, com ou sem manifestagdes clinicas, podendo ser empregada no
diagndstico, monitoramento da infec¢do durante o tratamento e em estudos clinicos de
validagdo de vacinas. Com o objetivo de aprimorar o diagndstico molecular e o consequente
monitoramento da infec¢do, o presente estudo avaliou a carga parasitaria em varios tecidos de
céies naturalmente infectados por Leishmania infantum apresentando diferentes status clinicos.
Para isso, foi realizada a qPCR em amostras de pele, swab conjutival e pung¢des de linfonodo
popliteo e medula d6ssea de 65 cdes naturalmente infectados por L. infantum e provenientes do
Centro de Controle de Zoonose de Betim/MG. Os cées foram divididos em trés grupos de
acordo com o escore clinico: grupo 1 (n=12) composto por animais com zero pontos € sem
manifestagdes clinicas da doenga, grupo 2 (n=35) composto por animais com escore variando
de 1 a 5 pontos e com manifestacdes clinicas moderadas e grupo 3 (n=18) de cées com
escore variando de 6 a 11 pontos e manifestacdes clinicas intensas. Outra andlise foi realizada
classificando os animais em dois grupos de acordo com a presenca ou auséncia de sinais
clinicos da doenga. As qPCRs realizadas nas amostras dos 65 cédes indicaram que a pele foi o
tecido com maior carga parasitaria, seguido das amostras de pun¢des de linfonodo popliteo e
medula 6ssea, sendo as amostras de swab conjutival as que apresentaram as menores cargas.
Além disso, a pele também foi o tecido com maior carga parasitaria ao se avaliar os grupos
individualmente. Os animais do grupo 3, com manifesta¢des clinicas intensas, apresentaram
maior carga parasitaria nos diferentes tecidos quando comparados aos animais dos grupos 2 e
3. Por fim, os animais com manifesta¢cdes clinicas da doenca, apresentaram maior carga
parasitaria quando comparados aos cdes sem manifestacdes. O fato de a pele ser o principal
local de acesso do vetor ao parasito e neste estudo foi o tecido que apresentou a maior
quantidade de parasitos/uL. em todas as analises, refor¢a a importancia do cdo como
reservatdrio de L. infantum na natureza. Além disso, foi observada uma correlagdo forte e
positiva entre a intensidade das manifestagdes clinicas com o aumento da carga de parasitos
na pele. Em conclusdo, a pele é o tecido de elei¢do para o diagnostico molecular da infecg¢do

por L. infantum nas diferentes situagdes clinicas dos animais.

Palavras-Chave: Leishmaniose Visceral Canina, qPCR, status clinico.



ABSTRACT

The development of molecular biology methodologies as tools in the diagnosis of dogs
infected with Leishmania infantum, qPCR has been used to quantify the parasite load in
different dog tissues, with or without clinical manifestations, and can be used in the diagnosis,
during treatment and in clinical trials of vaccine validation.In order to improve the molecular
diagnosis and the consequent infection monitoring, the present study evaluated the parasite
load in several tissues of dogs naturally infected with L. infantum presenting different clinical
status. For this, qPCR was performed on skin samples, conjunctival swabs and popliteal
lymph nodes and bone marrow from 65 dogs naturally infected by L. infantum from the
Zoonosis Control Center of Betim / MG. The dogs were divided into three groups according
to the clinical score: group 1 (n = 12) composed of animals with zero points and no clinical
manifestations of the disease, group 2 (n = 35) composed of animals with a score ranging
from 1 to 5 points with moderate clinical manifestations and group 3 (n = 18) of dogs with
scores varying from 6 to 11 points and intense clinical manifestations. Another analysis was
performed by classifying the animals into two groups according to the presence or absence of
clinical signs of the disease. The qPCRs performed on the samples of the 65 dogs indicated
that the skin was the tissue with the highest parasitic load, followed by samples of popliteal
lymph node and bone marrow, with the conjunctival swab having the lowest loads. In
addition, the skin was also the tissue with the highest parasitic load when evaluating the
groups individually. The animals of group 3, with intense clinical manifestations, presented
higher parasitic load in the different tissues when compared to the animals of groups 2 and 3.
Finally, the animals with clinical manifestations of the disease presented higher parasitic load
when compared to dogs without clinical manifestations.The fact that the skin is the main
access point of the vector to the parasite and in this study was the tissue that presented the
highest number of parasites in all the analyzes, reinforces the importance of the dog as
reservoir of L. Infantum in nature. In addition, a strong and positive correlation was observed
between the intensity of the clinical manifestations and the increase in parasite load on the
skin. In conclusion, the skin is the tissue of choice for the molecular diagnosis of L. infantum

infection in the different animal clinical situations.

Keywords: Visceral Canine Leishmaniasis, qPCR, clinical status.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma das enfermidades parasitarias mais negligenciadas no
mundo, que afeta individuos com baixo poder socioecondmico, principalmente, nos paises em

desenvolvimento (Alvar, 2006).

Em 2017, foi reportado pela World Health Organization (WHO) 200 paises e territorios
contendo casos de leishmanioses, sendo que destes, 10 sdo endémicos somente para LV
(WHO, 2019). Ja nas Américas, a LV encontra-se distribuida em 12 paises, com 96% dos
casos sendo reportados no Brasil, com aproximadamente, 4.200 a 6.300 casos por ano

(PAHO, 2017).

No Brasil, a area rural era a mais afetada pela doenga, onde 95% dos casos eram relatados
entre os habitantes da zona rural ou de pequenos vilarejos (Deane & Deane, 1957). A partir da
década de 80, a LV passou a ter uma maior distribui¢do nos centros urbanos (MS, 2006).
Entre os anos de 1980 a 2005, foram reportados no pais, 59.129 casos de LV, sendo que
82,5% destes encontravam-se na regido Nordeste do Brasil (Maia-Elkhoury et al., 2008). Em
estudo realizado por Bezerra et. al (2018), pode-se observar que no ano de 2016 os maiores
valores de mortalidade decorrente de LV ocorreram em estados do Nordeste e Sudeste, como
consequéncia do processo de urbanizacdo da doenga. Além disso, observou-se um aumento

dos casos de LV ao longo dos anos.

Os agentes etiologicos da leishmaniose visceral pertencem ao complexo Leishmania
(Leishmania) donovani. Na India, Paquistio, China Oriental, Bangladesh, Nepal, Sudio e
Quénia a doenca é causada pela espécie Leishmania donovani (Laveran & Mesnil, 1903).
Nestas regides, o homem atua como reservatdrio do parasito e a doenca apresenta um perfil
antroponotico (Tavares et al., 2003).

No Velho Mundo, a espécie Leishmania (Leishmania) infantum  (Nic
olle, 1908) ¢ o agente etioldgico da LV zoonotica presente nas regides sudoeste e central da
Asia, nordeste da China, norte da Africa e Europa Mediterrdnea. No Novo Mundo, a espécie
L. infantum (sin: Leishmania chagasi Cunha & Chagas, 1937) é o agente da LV, que também
apresenta um carater zoondtico (Dantas-Torres, 2006).

No Brasil a Leishmania (Leishmania) infantum ¢ transmitida aos hospedeiros vertebrados

pela picada de fémeas de flebotomineo do genéro Lutzomyia. A hematofagia ¢é realizada
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somente pelas fémeas, que podem alimentar-se em um grande ntimero de vertebrados, entre:
mamiferos, répteis e passaros (Tesh et al., 1972; Morrison et al., 1993). Os flebotomineos
estdo frequentemente associados com florestas, entretanto, também podem ser encontrados

em areas sem cobertura vegetal como centros urbanos e cavernas (Galati et al.; 2010).

A espécie vetora de maior importancia no Brasil, Lutzomyia longipalpis, foi descrita pela
primeira vez por Lutz e Neiva em 1912, mas, foi Evandro Chagas em 1936, quem associou
casos de LV observados em pacientes residentes do estado de Sergipe, com flebotomineos da

espécie Lutzomyia longipalpis, encontrados ao redor de suas casas (Lainson & Rangel, 2005).

Entre os principais potenciais reservatorios silvestres e sinantropicos de Leishmania
infantum nas Américas foram apontadas varias espécies de mamiferos tais como: Didelphis
marsupialis e, D. albiventris (marsupiais), o roedor Thrichomys laurentius, Cerdocyum thous
e Speothos venaticus (carnivoros) e Carollia perspicillata (quirdptero). Estes animais tém
importancia na manuten¢do da circulagdo do parasito nos ambientes silvestres, sendo que
algumas espécies podem fazer a ligacdo entre o ciclo silvestre e peridoméstico, por possuirem

habitos sinantropicos como as espécies de marsupiais (Roque & Jansen, 2014).

Devido a grande proximidade com o homem e ao intenso parasitismo cutaneo, o cio
(Canis familiaris) ¢ o animal doméstico mais importante como reservatdrio de Leishmania
infantum nos centros urbanos (Ryan et al; 2003; Borja et al., 2016; Laurenti et al., 2013). Na
literatura j& foi descrita a infec¢do de cdes com outras espécies além da L. infantum: L.
tropica, L. major (Baneth et al., 2017), L.braziliensis (Quaresma et al., 2009) e L.

amamzonensis (Valdivia et al, 2017).

De acordo com alguns autores, os cdes apresentam uma grande importincia na
manuten¢do da doencga, principalmente, em grandes metropoles, por serem reservatorios
naturais do parasito e por estarem associados aos casos de epidemia e por manter a
endemicidade da LV no meio urbano (Teixeira-Neto et. al, 2014; Teles et. al, 2015; Ursine et

al., 2016; Campos et al., 2017).

A urbanizagdo descontrolada tem trazido graves problemas para as comunidades, como:
falta de saneamento bésico, acimulo de lixo nos espacos urbanos, enchentes e no ambito
social o desemprego, pobreza, falta de educacdo em saude bésica, propiciando o aparecimento
de doengas infecto-parasitarias nos centros urbanos. Alguns autores apontam que a pobreza

associada a fatores ecoldgicos/ambientais aumentam o risco da ocorréncia de vetores,
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principalmente, devido as mdas condigdes habitacionais e da precariedade na higiene
ambiental, que favorece a proliferagdo do vetor (Ranjan et al., 2005; Bern, 2005; Quinnell,

1994),

Outro fator importante para o crescimento da LV nas grandes cidades, consequente a
urbanizagdo, foi o aumento da populagdo canina nos grandes centros urbanos, aumentando a
incidéncia da doenca nos animais e consequentemente no homem. Como exemplo, podemos
citar importantes cidades de Minas Gerais que passaram por este processo: Betim, Belo
Horizonte, Governador Valadares, Montes Claros, Paracatu (Gontijo & Melo 2004, Cardoso

et al., 2019; Prado et al., 2011; Dias et al., 2011).

Além do processo de urbanizagdo, outros fatores podem contribuir para o aumento e
redistribuicdo de casos da doeng¢a no Brasil, como o processo de migracdo humana e

alteragdes ambientais causadas pelo homem (Berry & Berrang-Ford, 2016; Purse et al., 2017)

No intuito de monitorar e controlar a LV no Brasil, o MS desenvolveu um Programa de
Controle da Leishmaniose Visceral no pais. Como componente deste programa, a vigilancia
epidemioldgica tem como finalidades reduzir as taxas de letalidade e grau de morbidade
mediante a utilizagdo de estratégias que incluem: inquérito soroldgico canino, eutanasia dos
cdes positivos, controle quimico do vetor, diagndstico e tratamento precoce dos casos

humanos e campanhas de prevenc¢do da doenga para alertar a populacdo (Brasil, 2006).

Com relagdo ao controle da LVC no Brasil, uma das principais medidas adotadas e
recomendadas pelo MS, desde 1963, ¢ a eutanésia de cdes soropositivos nos testes sorologicos
realizados em inquéritos epidemioldgicos (Dantas-Torres et al., 2018). Entretanto, a eficacia
desta medida vem sendo questionada ja que os testes soroldgicos utilizados no diagnostico

destes animais ndo apresentam uma boa especificidade (Alves et. al, 2004).

Com isso, medidas complementares como a utilizacdo de vacinas ou o uso de repelente
em cdes sdo almejadas, entretanto, a Unica vacina comercial licenciada e disponivel para uso
individual no Brasil (Leish-Tec), ndo faz parte das estratégias de controle propostas pelo MS

devido a falta de comprovacao da sua eficacia (Regina-Silva et al., 2016).

Sendo assim, outra medida de controle e prevencdo da LVC que vém sendo avaliada é a
utilizagdo da coleira impregnada por deltametrina, a fim de reduzir a infec¢do por L. infantum

em cdes e consequentes casos humanos da doenca (Kazimoto et al., 2018; Coura-Vital et al.,

2018)
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1.2 Leishmaniose Visceral Canina

Historico

Até meados do século XIX, nenhum relato sobre LV em cdes ou no homem havia sido
descrito na literatura. Foi no ano de 1827 que o cirurgido militar William Twining publicou
um artigo sobre pacientes em Bengal, India, com sinais clinicos compativeis a LV (aumento

no bago, febre e anemia).

Em 1908, o bacteriologista francés, Charles Jules Henry Nicolle, reportou casos de LV
decorrentes da espécie Leishmania infantum em criangas na Tunisia e que apresentavam
anemia esplénica. Neste mesmo ano Charles Comte e Nicolle encontraram cées infectados por
Leishmania na Tunisia (Nicolle, 1908).A partir destes achados, os cdes foram primeiramente
descritos como um importante hospedeiro/reservatorio de Leishmania infantum no Velho

Mundo.

No Brasil, o primeiro relato de LV ocorreu em 1934 onde formas amastigotas do parasito
foram achadas em laminas histoldgicas do figado de pacientes que vieram a dbito, com

suspeita de febre amarela (Penna, 1934).

Entre os anos de 1936-1940, uma comissdo liderada pelo pesquisador Evandro Chagas,
juntamente com os colaboradores Leonidas Deane e Maria von Paumgartten, foi proposta para
estudar o processo epidemioldgico da LV. A pesquisa foi desenvolvida nos municipios de
Abaetetuba e Moju, proximos a Belém/Par4, onde haviam sido reportados 8 casos humanos
da doenga. Em algumas areas foram encontrados 7 cdes e 1 gato infectados, entretanto,

nenhum animal silvestre apresentou-se doente (Chagas et. al, 1937).

Em 1954, Deane & Deane, associaram raposas da espécie, Lycalopex vetulus, como um
importante reservatorio do parasito no estado do Ceara. J4 no ano de 1969, Lainson et. al.
conseguiram isolar Leishmania de uma raposa da espécie Cerdocyon thous sem sinais clinicos
aparentes no Pard. Com o desenvolvimento desses estudos foi possivel observar que algumas
espécies de canideos apresentam um importante papel no ciclo de transmissdo da L. infantum

no Brasil.

A partir de 1980 grandes cidades brasilieiras apresentaram casos autoctones da LV.

Dentre elas: Sdo Luis (MA), Teresina (PI), Natal (RN), Aracaju (SE), Fortaleza (CE), Rio de
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Janeiro (RJ), Corumba (MS), Montes Claros e Sabard (MG). Em 1994, o primeiro caso
autdctone de LVC foi confirmado em Belo Horizonte (MG), demonstrando a importancia do

cdo como hospedeiro/ reservatorio da Leishmania na area urbana (Maia-Elkhoury et al.,2008;

Oliveira et al., 1999)

A partir de entdo, diversos estudos foram realizados sobre a infec¢do em cées tanto no
ambiente rural como em centros urbanos e foi constatada a sua importancia como reservatorio
do parasito e participagdo crucial nos ciclos de transmissdo e manutengdo de Leishmania
infantum nestes ambientes (Dantas Torres, 2007;Teixeira Neto et al, 2014;Thomaz Soccol et

al., 2017; Abrantes et al., 2018; Costa et al., 2018; Rocha et al, 2018).

Etiopatogenia, manifestagdes clinicas e susceptibilidade de cdes a infecg¢do por L. infantum.

Com o repasto sanguineo realizado pelo flebotomineo, formas promastigotas metaciclicas
do parasito sdo inoculadas nos animais, sendo o tecido cutdneo o primeiro sitio de infecgao
(Killick-Kendrick, 1999). As areas de preferéncia para a picada do inseto no animal so

aquelas sem grande quantidade de pelos, como: focinho, palpebras e pontas de orelha

(Saridomichelakis, 2009).

No tecido cutaneo as formas promastigotas de Leishmania disseminam-se através da
corrente sanguinea e infectam os macréfagos. Dentro dos macréfagos ira ocorrer a mudanga
da forma promastigota para amastigota (Banuls et al., 2007). De acordo com Saridomichelakis
(2009), os macréfagos exercem a fungdo de transportar e distribuir Leishmania pelo corpo do
hospedeiro, sendo que inicialmente, esta infec¢do aconteceria nos linfonodos e depois passaria
para outros tecidos como medula 6ssea, baco, figado e conjutiva ocular. Como o tecido
cutaneo e o sangue sdo as primeiras vias de entrada do parasito para a infeccfo, estes tecidos

servem como importantes marcadores na avaliagdo da capacidade de infecc¢do vetorial (Borja,

2016).

Os principais sinais clinicos encontrados em cées infectados por L. infatum sdo: lesdes na
pele, linfoadenopatia generalizada, perda de peso, atrofia muscular, intolerancia ao exercicio,
perda do apetite, letargia, esplenomegalia, poliuria e polidpsia, altera¢cdes ocurales, epistaxe,
onicogrifose, anemia, vomito e diarréia (Ciaramella et al., 1997; Koutinaset al., 1999; Baneth

et al., 2008).
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E importante ressaltar que estas manifesta¢des clinicas consequentes ao processo de
patogénese da LV, ndo acometem todos os cdes de maneira uniforme. De acordo com Baneth
et al., (2005) em uma mesma regido, os cdes apresentam uma variedade de manifestagdes
clinicas que estdo relacionadas com a carga genética e resposta imune de cada animal,

podendo influenciar diretamente na resisténcia ou susceptibilidade dos mesmos a infecgéo.

Ja se sabe que, o desenvolvimento da LVC estd intimamente relacionado com o tipo de
resposta imune do individuo. O céo tera uma resposta imune do tipo protetora quando esta
for, predominantemente, mediada por células Thl, com estimulo a producdo de citocinas que
induzem a atividade anti-Leishmania pelos macrofagos. A resposta imunomediada por células
Th2 ira induzir a produgdo de citocinas que irdo estimular o linfécito B, com expressiva
resposta humoral produtora de anticorpos anti-Leishmania, ndo tendo uma eficacia protetora

contra o processo de infec¢do (Baneth, et al., 2008).

Caes mais resistentes a infeccdo e que ndo apresentam manifestagdes clinicas da doenga,
sdo considerados um grave problema para a saude publica no pais (Laurenti et al., 2013; Silva
et al., 2016). Sendo assim, o entendimento e estudo dos mecanismos de patogénese da LVC
sdo de fundamental importidncia para o desenvolvimento e melhoramento dos testes

diagnosticos e consequente aprimoramento de medidas de controle e tratamento da doenga.

Principais métodos de diagndstico da infec¢do por Leishmania

Diferentes tipos de testes diagnosticos sdo utilizados na detecg¢@o do parasito. Estes testes
contribuem para a confirmagdo da infec¢do, j4 que a LVC apresenta sinais clinicos
semelhantes a outras enfermidades, ndo sendo diagnosticada, exclusivamente, pelo exame
clinico e laboratorial do animal (Solano-Gallego et al., 2009). Sendo assim, os principais
métodos de diagnostico podem ser: soroldgicos, parasitologicos e moleculares (Duthie et al.,

2018).
Sorolégicos

O TR DPP foi desenvolvido pelo Chembio Diagnostic Systems (Medford, NY, USA),
sendo atualmente produzido por Biomanguinhos como um Dual-Path Platform (DPP®) LVC

teste rapido (Bio-Manguinhos/Fiocruz, RJ, Brasil). O teste apresenta a capacidade de detectar
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anticorpos utilizando a proteina recombinante rK28 (antigenos rK9, rK39 e rK26), encontrada

em Leishmania infantum (Mettler et al., 2005; Porrozzi et al., 2007).

Em 2011, foi realizado um ensaio de validacdo multicéntrica e 0 TR DPP® tornou-se o
teste de triagem recomendado pelo Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral/Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2011). Atualmente, outros testes rapidos estio
disponiveis no mercado, como o Alere Leishmaniose Ac Test Kit, Kalazar Detect e IDEXX

Elisa.

Dentre as vantagens atribuidas a este tipo de ensaio tem-se a facilidade de poder ser usado
em estudos a campo, sem requerer equipamentos sofisticados na realizagdo da leitura, alta
sensibilidade e especificidade e a utilizagdo de pouca quantidade de amostra (Grimaldi Jr. et
al., 2012). Entretanto, estudos epidemiologicos que utilizaram o TR DPP no diagnéstico da
infeccdo de cées com Leishmania mostraram que o teste foi mais sensivel na forma severa da
doenca, com manifestagdes clinicas evidentes, sendo menos eficaz na deteccdo de animais

sem sinais clinicos (Quinnell et al., 1997; Courtenay et al., 2002; Figueiredo et al., 2018).

O ELISA é o teste de diagnostico de escolha atualmente indicado pelo Ministério da
Saude para a confirmag¢do dos casos de infec¢do canina por Leishmania no pais, sendo
utilizado nos inquéritos epidemioldgicos, apods a triagem com o TR DPP (Coura-Vital et al.,

2014).

Até 0 ano de 2012 o teste utilizado na confirmagdo dos casos caninos era a IFI, enquanto
que o ELISA era utilizado na triagem. Ambos os testes utilizavam amostras de soro ou sangue
coletado em papel filtro (MS, 2006; Silva et al., 2011). Essa mudanga ocorreu devido a alguns
estudos terem estimado a sensibilidade da IFT em torno de 68% a 100% e especificidade entre
52% a 100%, enquanto que, o teste ELISA, apresentou sensibilidade de 91% a 97% e
especificidade entre 83% a 98%, sendo maior quando comparado a IFI (Lira et al., 2006;
Ferreira et al., 2007; da Silva et al., 2006; Scalone et al., 2002; de Arruda et al., 2013). Outra
limitacdo relacionada a IFI é a possibilidade de reagdo cruzada em areas onde ha a ocorréncia

de outras doengas tripanossomatideas (Ferreira et al, 2007; Madeira et al., 2009).

Enquanto que o ELISA pode ser facilmente padronizado e a sua leitura realizada de
maneira automatizada por espectrofotometro, a IFI necessita de uma pessoa treinada para
realizar a leitura da fluorescéncia das formas promastigotas em laminas, através da

visualiza¢do em microscopio de fluorescéncia (Paltrinieri et al., 2016).
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E importante ressaltar que os métodos indiretos citados, principalmente o TR DPP ¢ o
ELISA, utilizados nas campanhas de controle da LVC no Brasil, ndo apresentam 100% de
especificidade e sensibilidade, fazendo com que estas técnicas ainda sejam falhas no
diagndstico da LVC. Considerando que no Brasil, resultados falso-positivos podem conduzir
cdes que ndo estejam infectados a eutandsiae resultados falso-negativos podem resultar na
manutengdo de cdes infectados entre a populagdo, testes diagnosticos que apresentem uma
maior acuracia sdo de extrema importancia. Além disso, a combina¢do de diferentes testes
também poderia conduzir a diagnosticos mais confidveis (Costa et al., 2015; Lopes et al.,

2017; Laurenti et al., 2014).

Parasitologicos

O método parasitologico de visualizagdo direta das formas amastigotas do parasito é
considerado pelo Ministério da Saude como o teste de referéncia padrio-ouro. Ele apresenta
100% de especificidade, entretanto, possui algumas limitagdes como: baixa sensibilidade que
ird variar com a carga parasitaria do animal, via de coleta das amostras mais invasivas
(pungdo de linfonodo, bago, medula 6ssea e pele) e por ser um método pouco pratico em
inquéritos epidemioldgicos, devido ao grande niimero de cdes a serem avaliados em curto

periodo de tempo (MS, 2006).

Com o auxilio da técnica histologica é possivel visualizar, pela coloragdo de eosina/
hematoxilina, as formas amastigotas encontradas nas células de cées infectados. Entretanto,
quando essa técnica ¢ comparada com a PCR e o exame parasitoldgico, ela apresenta duas
importantes limitagdes: é mais laboriosa e as formas amastigotas sdo mais dificeis de serem
visualizadas. A sua vantagem estd na possibilidade de diferenciar cdes com lesdes tipicas de

LV daqueles acometidos por outras enfermidades (Paltrinieri et al., 2016).

Com a finalidade de isolar o parasito dos tecidos de animais infectados com Leishmania a
cultura é um método direto utilizado como exame laboratorial de diagndstico. O meio de
cultura mais utilizado no isolamento e crescimento das formas promastigotas da Leishmania
spp. € o meio bifasico Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) (Nicolle, 1908). No entanto, esta
técnica requer um longo periodo de observagdo o que o torna invidvel para o diagndstico

rapido da doenga.
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Com o auxilio da técnica histologica é possivel visualizar, pela coloragdo de eosina/
hematoxilina, as formas amastigotas encontradas nas células de cées infectados. J&4 o método
de imunohistoquimica pode ser utilizado como uma ferramenta auxiliar na confirmagdo dos
casos de LVC, principalmente, em amostras com baixa carga parasitaria (Paltrinieri et al.,

2016; Tafuri et al., 2004).

Moleculares

Meétodos moleculares como a PCR vém sendo largamente empregados no diagnéstico da
infeccdo por Leishmania, principalmente, por apresentarem uma boa sensibilidade e
especificidade. O diagnostico utilizando a PCR convencional € baseado em uma amplificagéo
in vitro de sequéncias especificas de nucleotideos encontradas no parasito (Gomes et al.,

2008).

Diferentes ensaios com variada gama de alvos, utilizando regides do DNA gendmico
(gDNA) de Leishmania, bem como do cinetoplasto (kDNA), tem sido considerados os mais
sensiveis na detec¢do do parasito, em diferentes tecidos de hospedeiros ou vetores (Gomes et
al., 2008; Maia & Campino, 2008; Mir6 et al., 2008). Wirth e MacMahon-Pratt (1982)
descreveram a ausé€ncia de hibridag@o cruzada entre o KDNA total de espécies dos complexos
L. braziliensis e L. mexicana. Através desta descoberta, foram abertas novas diregdes no
desenvolvimento de sondas baseadas nas moléculas do minicirculo, 0 maior componente do
kDNA. O minicirculo esta presente no KDNA em grande niimero de cdpias, cerca de 10.000 e
contém uma regido conservada com 120 pares de base (pb), que pode ser evidenciada em cada
molécula. Sendo assim, a clonagem de todo o minicirculo e fragmentos vem sendo utilizados
na tipificacdo e detecg¢do de espécies de Leishmania com sucesso (Barker & Butcher, 1983;

Barker et al., 1986; Lopes & Wirth, 1986, Rogers et al., 1988).

Em estudo realizado por Moreira et al. (2007) foram comparados os métodos de
diagndstico: parasitologico, soroldgico e molecular em cdes com LV e com diferentes status
clinicos. Neste estudo foi possivel observar que a técnica de PCR convencional apresentou
uma melhor sensibilidade quando comparada a outros testes, demonstrando, ser um eficiente

método no diagnostico da infeccdo por Leishmania.

As limitagdes da técnica estdo relacionadas com a necessidade de utilizacdo de

equipamentos de ponta, mdo de obra laboratorial qualificada, auséncia de padronizagio entre
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os diversos protocolos existentes e cuidados com a contaminagdo, ja que a técnica € capaz de

detectar pequenas quantidades de DNA do parasito (Roura et al., 1999).

Outra variagdo da PCR que vém sendo amplamente empregada no diagndstico e
monitoramento de cdes infectados por Leishmania ¢ a PCR quantitativa (QPCR). Esta técnica
permite o continuo monitoramento dos produtos acumulados da PCR, durante o processo de
amplificacdo da reacdo. Isso permite a identificacdo do ciclo inicial (threshold cycle) de
produtos logaritimos da PCR e, através de métodos de inferéncia, a quantificacdo precisa dos

moldes de DNA presentes no inicio da reacdo (Gomes et al., 2008).

Bretagne et al. (2001) e Nicolas et al. (2002), foram os primeiros pesquisadores a
descreverem dois métodos de qPCR para a detec¢do de Leishmania, utilizando como alvos o
gene DNA polimerase e 0 DNA do minicirculo do cinetoplasto (KDNA). A partir deste feito, a
técnica de qPCR vém sendo empregada ndo somente na quantificagdo do parasito, mas

também na identificacdo de espécies e genotipagem (Galluzzi et al., 2018).

A sensibilidade da qPCR ira depender do desenho do ensaio (tipo de primer e regido alvo
escolhidos), tipo de reagente utilizado (SYBER® Green - Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
ou TagMan"Life Technologies - Foster City, CA, USA), tipo de amostras clinicas,bem como,

o método de extracdo empregado (manual ou kit comercial) (Gomes et al., 2017).

A gPCR desenvolvida para o diagndstico de casos de LV em humanos, mostrou uma
especificidade que pode variar entre 29,6 a 100% e uma sensibilidade entre 91,3 a 100%
(Mohammadiha et al., 2013; Junior et al., 2013). Sendo assim, esta técnica podera ser bem
utilizada em casos onde a sensibilidade € crucial no diagnostico (de Paiva-Cavalcanti et al.,
2015). Este aumento na sensibilidade estd diretamente ligado a escolha do alvo a ser
detectado. Como citado na PCR convencional, os minicirculos estdo presentes em milhares de
copias por célula e representam, aproximadamente, 95% do kDNA, sendo assim, este alvo ¢
considerado ideal para o aumento da sensibilidade da qPCR na detecgdo de Leishmania spp.

(Stuart et al., 2005; Jara et al., 2013; Ceccarelli et al., 2014).

As vantagens da qPCR em rela¢do a PCR convencional € que ela ocorre em menor tempo,
com menor risco de contaminagdo e apresenta melhor sensibilidade (Mortarino et al., 2004).
Este fato pode ser observado em estudo realizado por Francino et al. (2006) onde foram
comparados os resultados de 25 amostras de aspirado de medula dssea de cédes positivos para

LVC, entre as técnicas de PCR convencional ¢ qPCR. Das 25 amostras analisadas, foi
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possivel detectar o DNA de Leishmania em 21 delas, em uma escala de 0,001 a 3.400
parasitos, na técnica de qPCR. Na PCR convencional, que normalmente ¢ a técnica mais
utilizada para diagnosticar cdes com LV, amostras com menos de 30 parasitos/pul. foram
negativas o que correspondeu a 7 das 21 amostras (7/21). Sendo assim, a qPCR teve uma
maior sensibilidade quando comparada com a PCR convencional, pois detectou um nimero

maior de cdes verdadeiros positivos.

Importdncia do estudo da carga parasitdria no monitoramento do tratamento de cdes

infectados por L. infantum.

A gPCR também tem sido empregada no monitoramento de cfes tratados com
antiparasitarios. Até 2016, ndo era permitido o tratamento de cles diagnosticados com LV,
sendo a eutandsia destes animais uma das medidas de controle recomendadas pelo Ministério
da Saude (MS, 2006). Em 2017, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), juntamente com 0 MS, divulgou uma nota técnica
(N°11/2016/CPV/DFIP/DAS/GM/MAPA) na qual liberou a utilizagdo do medicamento
Milteforan™, da empresa Virbac Saude Animal, para ser utilizado por veterinrios no

tratamento de cdes diagnosticados com LV.

Com essa medida, o emprego da qPCR pode ser de grande valia no monitoramento de
cdes tratados com Milteforan™, sendo possivel o acompanhamento da carga parasitaria nos
tecidos dos animais, durante e apos o periodo de tratamento. Manna et al. (2008) realizaram
um estudo para quantificar a carga parasitaria de Leishmania em cies naturalmente infectados
e tratados com Miltefosina. Com este estudo os autores puderam concluir que, a gPCR provou
ser a técnica padrdo ouro em casos ativos da doenga, monitoramento da cura parasitologica de
cdes infectados e uma 6tima ferramenta na deteccdo da infeccdo por Leishmania spp. em
hospedeiros vertebrados, bem como nos vetores do parasito. Além disso, ela permite a
diferenciagdo de importantes microrganismos patogénicos pela analise da curva de melting de
produtos fluorescentes da PCR (Logan et al., 2001). Sendo assim, estudos que avaliem a
quantidade de carga parasitaria nos tecidos de caes sdo importantes para a elei¢do da melhor
amostra bioldgica,que sera utilizada pela qPCR para o monitoramento de cées infectados por

L. infantum.
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2. JUSTIFICATIVA

No contexto da crescente utilizagdo e aprimoramento de técnicas baseados na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), para o diagnostico das enfermidades infecto-parasitarias, a PCR
quantitativa se apresenta como uma valiosa ferramenta na avalia¢do de cura parasitologica de
protocolos de tratamento e ensaios clinicos. Desta forma, esta metodologia podera auxiliar nas
estratégias de prevencdo e controle da LVC. Esta técnica tem a capacidade de detectar
pequenas cargas parasitarias em diferentes tecidos o que a torna muito aplicavel nas situagdes
epidemioldgicas onde observamos um grande numero de cdes infectados sem sinais clinicos
aparentes e com baixa carga parasitaria. Considerando estes aspectos, o presente estudo se
propds a contribuir no aprimoramento do diagnostico molecular da infec¢do por Leishmania
infantum, pela avaliacdo da melhor amostra biologica a ser utilizada no diagndstico de cées
sem manifestagdes clinicas ou com diferentes graus da doenga, aumentando a sensibilidade da
técnica. Além disso, as analises realizadas neste estudo poderdo subsidiar a escolha da melhor
combinagdo tecido, alvo/status clinico para o monitoramento da infeccdo de cdes com LV e
que estejam sendo tratados com diferentes protocolos, utilizando imunoterapia e/ou

quimioterapia e medicamentos (leishmanicidas e/ou leishmaniostaticas).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a carga parasitaria de Leishmania infantum em amostras biologicas de cées,
naturalmente infectados, para o aprimoramento do diagndstico molecular e monitoramento da

infecgdo.

3.2 Especificos

e Analisar a carga parasitaria em amostras bioldgicas de punc¢do de linfonodo
popliteo, medula 6ssea, swab conjutival e pele;

e Avaliar a associacdo da carga parasitaria nas diferentes amostras com o status
clinico dos animais;

e Definir a melhor amostra biologica para o diagndstico molecular e monitoramento

da infec¢do nos animais sem manifestacdes clinicas e com diferentes graus de

severidade da LVC.
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4. METODOLOGIA

Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) (processo n° 071/2015).

Amostras biologicas

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas amostras de DNA de pun¢do de linfonodo
popliteo e medula 6ssea, swab conjutival e pele, de 65 cdes infectados por Leishmania
infantum e provenientes do Centro de Controle de Zoonose (CCZ) do municipio de
Betim/MG. Estes animais foram soropositivos pelo Teste Rapido Dual Path Platform (TR
DPP) e no Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), e infectados por Leishmania infantum em pelo
menos um dos tecidos avaliados pela técnica de PCR-RFLP utilizando como alvo o gene

hsp70 (Garcia et al, 2004).

Os 65 cédes foram divididos em trés grupos, a partir dos sinais clinicos observados nesta
populagdo e de acordo com os escores apresentados no quadro 1. O grupo I (n=12) foi
composto por animais com zero pontos ¢ sem manifestacdes clinicas da doenga. O grupo 2
(n=35) com animais de escore variando de 1 a 5 pontos e com manifestagdes clinicas
moderadas e no grupo 3 (n=18) foram incluidos os animais com escore variando de 6 a 11

pontos e manifestagdes clinicas intensas.
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QUADRO 1 - Pontuagéo atribuida para categorias variaveis associadas com a LVC obtidas de exame
clinico dos animais investigados.

Pontuacio
Categoria 0 1 2
Pele Normal Alterada (alopecia, descamac@o ou Lesdo(s), ulceras, hiperqueratose
hiperqueratose localizada) disseminada
Peso Normal Magro Caquético
Mucosa Oral e Ocular Normal Alteragdo discreta Hiperémica ou palida
Ungula Normal Aumento discreto Onicogrifose
Baco Normal Aumento discreto Palpavel
Linfonodos Nao Aumento discreto Palpavel
palpaveis
Lesdo oral-nasal Ausente Uma pequena lesdo Multipla e/ou lesdo grande
Lesdo ocular (Secregdo, opacidade da Ausente Discreto (unilateral, seroso ou mucoso) Intenso (bilateral, purulento)
cornea, conjuntivite)

FONTE: Elaborado pela Dra. Andreza Pain Marcelino e baseado nos sinais clinicos da populago estudada.

Quantificag¢do da carga parasitaria das amostras por gPCR

A quantificacdo da carga parasitaria contida nas amostras foi realizada pelo sistema de
detecgdo com intercaladores ndo especificos SYBER® Green. A curva padrio foi construida a
partir de diluicdes seriadas ao décimo da cultura de Leishmania infantum
(MHOM/BR/74/PP75), onde 200 fg de DNA equivalem a um parasito (Deborggraeve et al.,
2008), e partindo da concentrago equivalente a 2 x 10> parasitos/uL até a concentragio de 2 x
10™" parasitos/puL.

A amplificagdo foi realizada no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Foram utilizados os iniciadores A: 5°(C/G)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T
TAC ACC AAC CCC 3" e B: 5 GGG GAGGGG CGT TCT GCG AA 37, senso e anti-senso,
respectivamente, dirigidos a regido conservada do kKDNA de Leishmania e que amplificam um
fragmento de 120 pb (Degrave et al., 1994).

As reagdes foram preparadas com a adi¢do de 1,0 pLL de cada iniciador (A e B) a uma
concentracdo de 10 pmoles por pl, 12,5 pl. de GoTag® qPCR Master Mix(Promega), 5,0
puLde DNA a uma concentragcdo de 10 ng/uL, 5,5 uL. de agua deionizada para completar o

volume final da reagdo de 25 pL. Apds a aplicacdo das amostras a placa foi selada e colocada
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no equipamento para que ocorresse amplificagdo, com as seguintes etapas: um ciclo de
desnaturagdo a 95°C por 10 minutos; seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos para
completa desnaturagdo, 65°C por 1 minuto com aquisi¢do da fluorescéncia neste momento.
Apds o periodo de amplificagdo a analise de dissociagdo foi realizada em um ciclo adicional
cuja temperatura aumentou de 60°C a 95°C a uma taxa de 0,3°C por segundo, com aquisi¢do
de fluorescéncia continua.

Os resultados foram analisados utilizando o programa 7500 Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems) onde foi avaliado: a curva de dissociagdo formada, intensidade de fluorescéncia
da amostra a cada ciclo e a quantificacdo do numero de cdpias de DNA conforme a curva
padrdo da diluicdo seriada. A quantidade de DNA detectada foi convertida em nimero de
DNA de parasitos/uL, pelo fator de corre¢do. Em seguida este nimero de DNA de
parasitos/uL foi normalizado pela quantidade de tecido utilizado na extra¢do de DNA (20 mg
para o tecido de pele e 200 pL para os demais tecidos), juntamente com o volume no qual este
DNA foi diluido para seu uso nas rea¢des (200 pl), sendo o resultado final reportado em DNA
de parasitos/ul (onde 1mg equivale aluL) (Tupperwar et al., 2008).

Andlises estatisticas

Para avaliar se a carga parasitaria nos cdes difere entre os tecidos analisados e entre os
grupos clinicos (com auséncia, moderada ou intensa manifestagdo clinica) foi utilizado,
primeiramente, o teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados sdo ou ndo paramétricos.

Ap0s esta primeira andlise, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
detectar se ha diferen¢a na carga parasitaria ao considerarmos mais de dois grupos.

No caso de se observar diferenga entre os grupos, foi feito o teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney para verificar entre quais grupos estd a diferenga. Valores de p<0,05 indicam
diferenga estatistica significativa.

Foi realizado o teste de coeficiente de correlacdo de postos de Spearman para avaliar a
intensidade de correlagdo entre a carga parasitaria nos diferentes tecidos e o escore clinico dos
animais. Se o resultado da correlag@o for proximo ou igual a 1, esta sera forte ou perfeita, se o

valor for préximo ou igual a -1, ela sera fraca ou completamente oposta.
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4. RESULTADOS

A andlise da carga parasitaria pela qQPCR nas amostras de pele, pun¢do de linfonodo
popliteo, medula 6ssea e swab conjutival dos 65 cdes naturalmente infectados por L. infantum

foi realizada considerando trés cendrios.

Cendrio 1: Avaliagdo da carga parasitaria nos diferentes tecidos de cdes naturalmente

infectados por Leishmania infantum

Foram avaliadas pela qPCR amostras de DNA provenientes da pele, pun¢do de linfonodo
popliteo, medula Ossea e swab conjutival dos 65 cdes, naturalmente infectados por L.

infantum.

A carga parasitaria nas amostras de pele apresentou uma variagdo de 0,10 a 97,6 x
10’"(DNA de parasitos/uL), no linfonodo popliteo de 0,007 a 28.8 x 10°(DNA de
parasitos/pL), na medula 6ssea de 0,059 a 64,2 x 10*(DNA de parasitos/pL) e de 0,001 a 12,3
x 10*(DNA de parasitos/pL.) no swab conjutival.

As médias e os respectivos desvios padrdes (DNA de parasitos/pl) nos tecidos analisados
foram: pele 30,5 x 10+ 13,2 x 104, seguido de 96,2 x 10°+ 41,1 x 10 4 1o linfonodo popliteo,

15,2 x 10° + 82,0 x 10° na medula 6ssea e 34,4 x 10 + 15,8 x 10% no swab conjutival.

TABELA 1 -Valores da variagdo da carga, média, desvio padréo e mediana dos 65 caes.

Tecido Variacfo da carga Média Desvio padrao Mediana

Pele 0,10297,6 x 10 30,5 x 10° 13,2 x 10 23,40 x 10*
Linfonodo | 0,007 28,8 x 10° 96,2 x 10° 41,1x10* 18,62 x 10"
Medula 0,059 a 64,2 x 10" 152 x 10° 82,0 x 10° 15,5x 10"

Swab 0,001 a 12 x 10° 34,4 x 10 15,8 x 10° 22,27

FONTE: Elaborado pela autora.

Ao analisarmos o grafico 1 pode-se observar que a mediana da carga parasitaria nas
amostras de pele € a maior em relag@o aos outros tecidos € que o swab conjutival apresentou a

menor mediana. Os tecidos apresentaram diferenga estatistica significativa quando
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comparados entre si (p<0,05), entretanto, ndo ha diferenca entre a carga parasitaria das

amostras de linfonodo popliteo e da medula 6ssea.

GRAFICO 1 - Carga parasitaria obtida nas amostras de DNA provenientes de diferentes

tecidos dos cies infectados por Leishmania infantum.
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Letras diferentes: p< 0,05; letras iguais: p> 0,05.

FONTE: Elaborado pela autora.

TABELA 2 -Valores de p no teste de Mann-Whitney.

Amostra Pele |Linfonodo| Medula Swab
Pele 438E-06 | 9,61E-08 | 6,24E-13
Linfonodo | 4,38E-06 1 1,55E-04
Medula 9,61E-08 | 1,00E+00 0,003766
Swab 6,24E-13 | 1,55E-04 | 3,77E-03

FONTE: Elaborado pela autora.
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Cendario 2: Avaliagdo da carga parasitdria de cdes por escore clinico

Grupo 1 (n=12, 0 pontos no escore clinico, sem manifestagoes clinicas)

A carga parasitaria nos ces deste grupo teve uma variagio de 0,10 a 55,9 x 10° (DNA de
parasitos/uL) na pele, 0,004 a 11,5 x 10° (DNA de parasitos/uL) no linfonodo popliteo, 0,05 a
51 x 10° (DNA de parasitos/uL) na medula 6ssea e de 0,02 a 30,3 x 10 (DNA de parasitos/uL)

no swab conjutival.

As médias e os respectivos desvios padrdes (DNA de parasitos/pl) nos tecidos analisados
foram: pele 47.2 x 10° + 16,1 x10°, seguido de 96,2 x 10°+ 33,1 x 10" no linfonodo popliteo,

46,3 x 107 £ 14 x 10° na medula 6ssea e 57,4x 10+ 10,6 x 10! no swab conjutival.

TABELA 3 - Valores da variagdo da carga, média, desvio padrido e mediana do grupo 1.

Tecido Variacfo da carga Média Desvio padrao Mediana
Pele 0,10a559x10° 472 x 10° 16,1 x10° 12,66 x 10°
Linfonodo | 0,004a11,5x 10° 96,2 x 10° 33,1 x 10* 0,49
Medula 0,05a51x 10’ 46,3 x 10* 14x10° 4,79
Swab 0,02 2 30,3 x10 57,4 x 10 10,6 a 10" 1,3

FONTE: Elaborado pela autora.

A mediana da pele foi a maior em relacdo aos outros tecidos. A diferenca estatistica
significativa (p<0,05) pode ser observada entre a pele e o swab conjutival representados no

grafico 2.



GRAFICO 2 - Comparagio da carga parasitaria entre os tecidos do grupo 1.
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FONTE: Elaborado pela autora.

TABELA 4 -Valores de p no teste de Mann-Whitney.

Amostra Pele |Linfonodo| Medula Swab
Pele 0,1572 0,278 0,0213
Linfonodo | 0,1572 1 1
Medula 0,278 1 1
Swab 0,0213 1 1

FONTE: Elaborado pela autora.
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Grupo 2 (n=335, escore clinico entre 1 e 5 pontos, manifestagoes clinicas moderadas)

A carga parasitdria teve uma variacdo de 2,94 a 94,95 x 10° (DNA de parasitos/ul.) na
pele, 0,08 a 28,81 x 10° (DNA de parasitos/uL) no linfonodo popliteo, 0,04 a 27.30 x 10°
(DNA de parasitos/pL) na medula 6ssea e de 0,003 a 12,33 x 10° (DNA de parasitos/pL) no

swab conjutival.

As médias e os respectivos desvios padrdes (DNA de parasitos/pL) nos tecidos analisados
foram: pele 75 x 10° + 21,7 x106, seguido de 10,2 x 10*+ 49 x 10* no linfonodo popliteo, 25 x

10% + 54,91 x 10% na medula éssea e 42 x 10" + 21 x 10% no swab conjutival.

TABELA 5 - Valores da variagdo da carga, média, desvio padrido e mediana do grupo 2.

Tecido Variacio da carga Média Desvio padrao Mediana
Pele 2,94 294,95 x 10° 75 x 10° 21,7 x10° 67,15x 10°
Linfonodo | 0,08 228,81 x 10° 10,2 x 10* 49 x 10* 13,5 x10'
Medula 0,04 227,30 x 10° 25 x 10? 54,91 x 10° 19,18 x 10"
Swab 0,003 a 12,33 x 10° 42 x 10 21 x 10? 6,38

FONTE: Elaborado pela autora.

A mediana da pele foi maior em relagdo aos outros tecidos e o swab conjutival apresentou
a menor mediana. Os tecidos apresentaram diferenca estatistica significativa quando
comparados entre si (p<0,05), entretanto, ndo ha diferenca entre a carga parasitiria do

linfonodo popliteo e da medula 6ssea como representado no grafico 3.



GRAFICO 3 - Comparagio da carga parasitaria entre os tecidos do grupo 2.
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FONTE: Elaborado pela autora.

TABELA 6 -Valores de p no teste de Mann-Whitney.

Amostra Pele |Linfonodo| Medula Swab
Pele 0,003355 | 0,001696 1,39E-07
Linfonodo | 0,003355 1 0,00446
Medula 0,001696 1 0,008204
Swab 1,39E-07 | 0,00446 0,008204

FONTE: Elaborado pela autora.
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Grupo 3 (n=18, escore clinico entre 6 e 11 pontos, manifestagdes clinicas intensas)

A carga parasitaria nas amostras de pele apresentou uma variagdo de 2,74 a 97,6 x
10’"(DNA de parasitos/uL), no linfonodo popliteo de 33,3 a 12,16 x 10°(DNA de
parasitos/pL), na medula 6ssea de 0,1 a 64,2 x 10*(DNA de parasitos/uL) e de 0,082 a 27,10 x

10> (DNA de parasitos/pL.) no swab conjutival.

As médias e os respectivos desvios padrdes (DNA de parasitos/pL) nos tecidos analisados
foram: pele 92,42 x 10° + 24,16 x 10, seguido de 84,77 x 10°+ 28,50 x 10* no linfonodo
popliteo, 46,33 x 10° + 15,25 x 10* na medula 6ssea e 38 x 10 =+ 75,83 x 10* no swab

conjutival.

TABELA 7 -Valores da variagio da carga, média, desvio padréo e mediana do grupo 3.

Tecido Variacao da carga Média Desvio padrao Mediana
Pele 2,74297,6x 10 92,42 x 10° 24,16 x 10’ 41,82 x 10°
Linfonodo | 33,32a12,16 x 10° 84,77 x 10° 28,50 x 10* 42,95 x 10°
Medula 0,1 264,22 x10* 46,33 x 10° 15,25 x 10* 31,41 x 10"
Swab 0,082 a 27,10 x 10 38x 10 75,83 x 10* 34,65

FONTE: Elaborado pela autora.

Ao analisarmos o grafico 4 pode-se observar que a mediana da pele ¢ a maior em relagéo

aos outros tecidos e que o swab ocular apresentou a menor mediana. Os tecidos apresentaram

diferenga estatistica significativa quando comparados entre si (p<0,05), entretanto, ndo ha

diferenga entre a carga parasitaria do linfonodo popliteo e da medula 6ssea.
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GRAFICO 4 - Comparagio da carga parasitaria entre os tecidos do grupo 3.
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FONTE: Elaborado pela autora.

TABELA 8 -Valores de p no teste de Mann-Whitney.

Amostra Pele |Linfonodo| Medula Swab
Pele 5,60E-04 1,66E-04 | 2,90E-05
Linfonodo | 5,60E-04 0,2477 0,001065
Medula 1,66E-04 | 0,2477 1
Swab 2,90E-05 | 0,001065 1

FONTE: Elaborado pela autora.

Ao compararmos os grupos: G1 (sem manifestagdes clinicas), G2 (com moderada
manifestagdo clinica) e G3 (com intensa manifestacdo clinica), por tecido, foram observadas
diferengas entre as medianas das cargas parasitarias, como representado no grafico 5. Na pele
e linfonodo popliteo a diferencga foi significativa entre os grupos G1/G2 e o grupo G3. Nao foi

observada diferenca significativa entre as cargas parasitarias nos grupos G1, G2 e G3 quando
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avaliadas as amostras de medula 6ssea. A carga parasitaria das amostras de swab conjutival

apresentou diferencga significativa entre os grupos G1 e G2 em relagdo ao grupo G3.

GRAFICO 5 - Comparagio da carga parasitaria entre os grupos por tecido.
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FONTE: Elaborado pela autora.

O teste de correlagdo de Spearman representado pela figura 1 indica haver uma correlagdo
positiva (mais proxima de 1) entre a carga parasitaria observada em todos os tecidos e o
escore clinico dos cdes. As amostras de pele, linfonodo popliteo e swab conjutival
apresentaram uma correlacdo positiva e moderada com o escore clinico, como apresentada

pela figura 1. A medula 6ssea foi o tecido cujas amostras mostraram uma correlagdo fraca
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com o escore clinico dos animais. Estas observacdes corroboram o que foi mostrado na

analise apresentada no grafico 5 onde a quantificacdo da carga parasitaria nas amostras de

medula éssea dos trés grupos ndo apresentou diferenca estatistica.

FIGURA 1 - Correlagio entre a carga parasitaria dos tecidos e o escore clinico dos cées.
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FONTE: Elaborado pela autora e baseado no artigo de Jonhson et al., (2014).

Cenario 3: Avaliagdo da carga parasitdria de cdes sem e com manifestagdes clinicas

Ao compararmos a carga parasitaria nos tecidos entre os grupos sem e com manifestagdes

clinicas foi observada diferenga entre as medianas da pele e linfonodo popliteo (p<0,05).

Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre as cargas parasitarias da medula 6ssea e

swab conjutival, sendo o valor de p>0,05. Os resultados estdo representados no grafico 6.



GRAFICO 6 - Comparagio da carga parasitaria entre os grupos por tecido.
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FONTE: Elaborado pela autora.

TABELA 9 - Valores das medianas dos cdes sem ¢ com manifesta¢des clinicas.

. Mediana
Tecido . .
Sem manifestacoes Com manifestacoes
Pele 12,66 x 10 26,74 x 10
Linfonodo 0,49 41,74 x 10
Medula 4,79 22,20 x 10"
Swab 1,3 25,324

FONTE: Elaborado pela autora.
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FIGURA 2 - Carga Parasitaria nos Cenarios Analisados.
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FONTE: Elaborado pela Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo.
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5. DISCUSSAO

A importancia do papel do cdo no contexto da leishmaniose visceral, principalmente em
areas urbanas, ¢ indiscutivel. Entretanto, a medida de controle preconizada pelo Ministério da
Satude do Brasil em relagdo ao reservatdrio doméstico tem sofrido severas criticas por parte
dos tutores, veterinarios clinicos e setores da comunidade cientifica. Os estudos que avaliaram
a eficacia da eutanasia de cdes soropositivos como medida para diminuir a prevaléncia da
infec¢do em cdes e consequentemente em humanos ndo encontraram evidéncias consistentes
(Melo et al., 2018). Apds a liberagdo do uso da miltefosina, o tratamento da leishmaniose
visceral canina tem sido apontado como uma alternativa a eutandsia. Porém, o tratamento
deve ser feito de forma responsavel pelos veterindrios e tutores, realizando o
acompanhamento sistematico da carga parasitaria dos animais. Estudo realizado por Borja et
al., (2016) indicou que a carga parasitaria na pele e sangue ¢ um potencial biomarcador da

infectividade de cées, naturalmente infectados por L. infantum, para o vetor.

Com o avango da biologia molecular como ferramenta no diagndstico de cées infectados
por L. infantum, a qPCR vem sendo utilizada para a quantificagdo da carga parasitaria em
diferentes tecidos de cdes, com ou sem manifestacdes clinicas, podendo ser empregada no
diagnostico, monitoramento da infec¢do durante o tratamento e em estudos clinicos de
validacdo de vacinas (Francino et al., 2006;de Paiva Cavalcante et al., 2009; Quaresma et al.,

2009; Andrade et al., 2011; Reis et al., 2013; Carvalho et al., 2018).

No presente estudo, foi utilizada a qPCR tendo como alvo o KDNA de Leishmania. 1sso
porque este alvo apresenta um maior numero de copias no genoma mitocondrial do parasito,
aumentando assim, significativamente, a sensibilidade das técnicas moleculares na deteccdo e
tipificacdo de Leishmania spp. nos diferentes tipos de tecidos (Jara et al., 2013; Lukes et al.,

2002).

Foi empregada nas qPCRs, o sistema SYBR Green, composto de pequenas moléculas que
se ligam a dupla fita do DNA e que amplificam o sinal de deteccdo da técnica. O sistema
SYBR Green € caracterizado por uma boa especificidade e sensibilidade, além de, apresentar

menor custo quando comparado ao sistema de sondas TagMan (Galuzzi et al., 2018).

46
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No primeiro cendrio, o estudo se propds avaliar a carga parasitaria no tecido cutaneo,
swab conjutival e pungdes de linfonodo popliteo e medula 6ssea dos 65 cdes soropositivos

sem levar em consideragdo informagdes sobre o status clinico dos animais.

A escolha para a avaliacdo da carga parasitaria nas amostras provenientes da pun¢do de
linfonodo popliteo e do swab conjutival, deu-se devido a coleta de amostras nestes tecidos
serem menos invasivas. A utilizacdo de amostras com coleta menos invasiva pode ser util em
situacdes onde os tutores ndo permitem a realizagdo de coletas invasivas ou as condigdes

locais de suporte técnico e material sejam precarias.

A medula 6éssea por ter um importante papel na imunopatogenia da infec¢do e apresentar
um parasitismo significativo e o tecido cutaneo por ser considerado um potencial marcador da
infectividade do cdo para o flebotomineo também foram amostras selecionadas para o estudo

(Maia et al., 2009; Carson et al., 2010; Borja et al., 2016).

Como resultado deste cenario, a pele foi o tecido que apresentou a maior quantidade de
DNA de parasitos/ul. e o swab conjutival obteve a menor. Neste contexto, resultado
semelhante foi encontrado por Ferreira et al., (2012) que avaliaram a detecgdo e quantificacdo
de DNA de L. infantum, pela qPCR, em tecidos de pele, swab conjutival, sangue e medula

Ossea de cdes provenientes de Belo Horizonte.

Sudarshan et al., (2014) sugerem que através da utilizacdo da qPCR, cdes com baixa carga
parasitaria e que ndo apresentem manifestagdes clinicas da doenca, poderdo ser corretamente
diagnosticados, ja que métodos como a PCR convencional ou, particularmente, testes
sorologicos como o TR DPP e o ELISA utilizados nas campanhas epidemioldgicas do pais,

apresentam baixa sensibilidade e especificidade quando comparados a PCR quantitativa.

Interessantemente observamos que as amostras de medula 6ssea e linfonodo popliteo néo
apresentaram diferenga significativa na quantidade de DNA de parasitos/ul. corroborando
com os resultados encontrados por Ramos et al. (2013). Entretanto, os niveis de parasitismo
nestes tecidos foram elevados indicando que a pungdo de linfonodo popliteo é um tecido
promissor para o diagnéstico da LVC por ser de coleta menos invasiva (Ikonomopoulos et al.,

2003; Lombardo et al., 2012; Ramos et al., 2012).

Considerando os resultados do cenario 1, diante de uma situagdo onde ndo se tem

informacgdes sobre o status clinico dos cdes, podemos sugerir a utilizacdo de amostras de pele
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ou linfonodo popliteo como os tecidos eleitos para o diagndstico confirmatoério da infecgdo

por Leishmania infantum.

No cenario 2, foram avaliadas as cargas parasitarias dos mesmos tecidos do cenario 1,
levando em consideragdo o escore clinico dos animais infectados por L. infantum. Ao
avaliarmos os resultados por grupo, a pele foi o tecido que apresentou a maior quantidade de
DNA de parasitos/L, e o swab conjutival a menor independentemente do escore clinico dos

animais.

Estes achados reforcam a importancia do tecido cutdneo do cdo como um bom marcador
de infectividade para o flebotomineo, principalmente, nos grandes centros urbanos onde so
encontrados cdes com diferentes graus de parasitismo (Laurenti et al., 2013; Borja et al.,
2016) confirmando o relevante papel destes animais na manutencdo do ciclo epidemiologico

da doenca (Maia-Elkhoury et al., 2008 ; Oliveira et al., 1999).

Os menores valores da carga parasitaria observados nas amostras de swab conjutival
quando comparados aos dos outros tecidos, em todos os grupos clinicos, podem estar
relacionados a diferentes aspectos. Um deles seria o proprio método de coleta que ndo
propicia a obten¢do de um grande volume de amostra, diminuindo as chances de deteccéo.
Além disso, as caracteristicas intrinsecas do olho, em especial da mucosa conjuntival, podem

dificultar o acesso e o estabelecimento do parasito no local.

E importante ressaltar que nfio houve diferenca significativa entre as cargas parasitarias
nas amostras de medula 6ssea e do linfonodo popliteo, entre os cdes dos grupos 2 e 3. Sendo
assim, este resultado sugere a utilizagdo do aspirado de linfonodo popliteo (uma técnica
menos invasiva) em substituicdo a pun¢do de medula, para o monitoramento da infecdo em

cdes com manifestagdes clinicas da doenga, moderadas ou intensas.

Um interessante resultado foi observado no cenario 2 ao compararmos a carga parasitaria
entre os diferentes grupos por tecido. Neste contexto, os resultados demonstraram que a
quantidade de DNA de parasitos/ul. em cada tecido foi semelhante entre os grupos 1 ¢ 2 e
menor quando comparada ao grupo 3. Excecdo para as amostras de medula 6ssea que nao
apresentaram diferenca significativa na carga parasitaria nos diferentes grupos classificados

pelo escore clinico.

Uma explicacdo para este resultado seriam as observagdes feitas em estudos que

mostraram diferengas na intensidade da resposta imune celular que se desenvolve em cada
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compartimento do organismo dos cées. Estas diferengas refletem a especificidade da interagio
que ¢ estabelecida entre a L. infantum com cada oOrgdo/tecido regulando os efeitos do
parasitismo no cdo. Barbosa et al., (2011) mostraram que a medula dssea de cées
assintomaticos e sintomaticos mostraram niveis de citocinas pré inflamatorias similares aos
dos animais saudaveis, sugerindo auséncia de resposta imune especifica contra Leishmania

spp. neste compartimento.

Até o presente momento, ndo conhecemos estudos que relatam a avaliagdo da carga
parasitaria, pela qPCR, em cées divididos por escore clinico, sendo o nosso estudo pioneiro.
Isso é importante, pois os resultados mostraram ser o tecido cutdneo o mais parasitado em
cées com diferentes escores clinicos. Além disso, foi observada uma correlagéo positiva entre
a quantidade de DNA de parasitos/uL e o escore clinico desses animais. Resultado semelhante
foi observado por Pereira-Fonseca et al., (2016), entretanto, estes autores classificaram os

animais sem e com sinais clinicos sem considerarem o escore clinico dos cdes sintomaticos.

Vale ressaltar que os sinais clinicos associados com a leishmaniose visceral nos cées sdo
altamente varidaveis como consequéncia de diferentes mecanismos patogénicos e diferentes
respostas imunes que refletem na carga parasitaria nos diferentes 6rgdos e tecidos. Os estudos
que avaliam a carga parasitaria de cdes em diferentes tecidos e escore clinico podem
apresentar algumas limitagdes. Isso € uma consequéncia dessa grande variedade da carga
parasitaria nos animais tornando os dados bastante heterogéneos. Este fato foi observado em
nosso estudo, pois constatamos uma grande variabilidade nas cargas parasitarias mesmo
dentro de um unico grupo clinico. Com isso as observagdes podem ndo refletir a situacéo real
de um individuo. Portanto, quando a abordagem for de carater individual, como, por exemplo,
0 acompanhamento do tratamento da infec¢do, as comparagdes devem ser feitas considerando

o proprio individuo no tempo zero, isto €, antes do tratamento.

Outro aspecto interessante que pode ser evidenciado € que a quantificacdo da carga
parasitaria nas amostras de tecido cutaneo, linfonodo e swab ocular do grupo 2 foram mais
similares as do grupo 1 (sem sinais clinicos) do que dos animais do grupo 3 (com sinais

clinicos), ou seja, os cdes que apresentavam sinais intensos da infecg¢ao.

Considerando os resultados do cendrio 2, diante de uma situag¢@o onde se tem informagdes

sobre o status clinico dos cées, podemos indicar a utilizacdo de amostras de pele ou linfonodo
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popliteo como os tecidos eleitos para o diagndstico confirmatorio da infec¢do por Leishmania

infantum como também para o monitoramento da infeccao.

Ao levarmos em consideragao os resultados do cenario 3, onde os animais foram divididos
em grupos de cdes sem e com manifesta¢des clinicas, o tecido cutaneo e o linfonodo popliteo
apresentaram cargas parasitarias maiores no grupo com manifestag¢des clinicas, corroborando

com os resultados encontrado por Borja et al., (2016) e Aschar et al., (2016).

Entretanto, ndo houve diferenga significativa das cargas parasitarias da medula 6ssea e do
swab conjutival entre estes dois grupos, o que difere do resultado encontrado por Ferreira et
al., (2012), onde cdes com manifestagdes clinicas da doenga apresentaram uma maior carga

parasitaria na medula e swab conjutival, quando comparados aos cdes sem manifestagdes.

Sendo assim, em situagdes onde se conhece as condi¢des clinicas dos cdes o tecido
cutaneo e o aspirado de linfonodo popliteo também foram os tipos de amostras mais indicados

para o monitoramento da infec¢@o por L. infantum.

Com os resultados encontrados no presente estudo, a qPCR mostrou ser uma importante
técnica para o diagnostico e monitoramento de cdes infectados por L. infantum. Entretanto,
devido ao seu elevado custo proveniente de equipamentos, reagentes e infra-estrutura e a
necessidade de mao obra qualificada, essa realidade ainda ndo pode ser implantada em paises
com alta incidéncia da doenca como o Brasil. Porém, como perspectiva, podera haver um
laboratdrio central de qPCR para cada area endémica do pais, o que auxiliaria no diagndstico

e controle da doenga (Sudarshan et al., 2014).

Além disso, o estudo demonstrou que o tecido cutdneo apresentou carga parasitaria maior
quando comparado as amostras provenientes de swab conjutival e aspirados de linfonodo
popliteo ¢ medula 6ssea nos trés cendrios avaliados, sendo o tecido de eleigdo para o
monitoramento de cdes naturalmente infectados por L. infantum com diferentes status
clinicos. Esta constatag@o ¢ importante do ponto de vista epidemioldgico porque além de ser o
tecido mais eficaz no diagnostico e monitoramento da infec¢cdo também podera ser utilizado

de forma eficiente como biomarcador da infectividade dos cées infectados para o inseto vetor.
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6. CONCLUSOES

A pele foi o tecido com maior carga parasitaria quando comparada ao aspirado de

linfonodo popliteo, medula 6ssea e swab conjutival em todos os cendrios analisados;

As amostras de aspirado de linfonodo popliteo foram eficientes na deteccdo da
infeccdo e podem ser indicadas para o diagndstico em situagdes onde € necessaria a

utilizagdo de coleta menos invasiva;

O tecido cutaneo foi o que apresentou a correlagdo mais forte com o escore clinico em
comparagdo aos demais tecidos, sendo o mais indicado para o diagndstico e
monitoramento da infec¢do por Leishmania infantum em animais sem manifestacdes

clinicas ou com diferentes graus de severidade da doenga.
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ANEXO

TABELA 10 - Resultado da PCR convencional e da qPCR dos 65 caes.

PCR convencional qPCR
(120 pb) (120 pb)
Pele | Linf. Medula Swab | Pele | Linf. | Med. ‘ Swab
Popl. Ossea Ocul. Popl. Ossea Ocul.
Grupo 1
+ + - + 360.463,57 766,8 0,106 1,081
- - - + 339,16 0,07 33,441 20,772
+ + + + 55.885.990,00 1.150.279,38  1.164,54 303,16
- - + + 12.881,15 0,03 2.587,83 1,53
+ + - - 2.192,95 131,36 6,17 0,02
+ + - - 0,10 0,01 0,05 0,00
R R + - 262.979,58 0,479 247,27 0,047
R R - - 2,81 0,00 0,05 0,20
- + + + 161.499,60 4.027,42 51.539,099 120,757
- - - - 139,435 0,51 1,51 1,81
+ + + + 64,02 24,185 3,419 239,783
SR SR SR SR 2,83 0,01 0,09 0,04
Grupo 2
+ - - + 10.431,661 0,02 0,059 12.330,79
R + - + 154,72 250,717 7316 S.A
+ + + + 61.589.322,42 SA 22,281 2,353
+ + + + 1.589.212,40 4.832,54 27.303,58 110,25
+ + + - 9.349.644,20 51.949,56 205,78 0,02
+ + + 4% 141,18 426138 133,23 25,218
+ + + + 5.962.615,28 130.378,50 433836 759,043
- 4 - - 94.952.100,60 36,717 0,238 0,422
_ + + - 260,10 6.093,05 24,26 0,238
+ + + + 3.781.679,75 300.204,41 12.710,12 0,17
R R R R 1.172,35 0,848 0,04 0,36
+ + + + 252.212,80 55.936,15 8.729,08 25,92
_ + + - 290.905,25 7.784,5 1.652,43 0,20
R - - - 19,36 0,685 0,016 0,03
+ + - + 340,96 148,122 177,853 317,313
+ + + + 3.307.979,05 2.881.039,7 3.903,63 45,526
_ _ - - 16,00 1,09 4,53 0,04
- + + 4% 207,23 91,75 750,04 5,67
+ - SA - 22,27 0,0135 SA 0,102
+ + - + 234.077,75 107,694 15,704 49,473
- + - + 23.036,60 100,16 0,28 8,795
+ + + + 203.830,35 193,89 378,98 124,93
R + + + 67.150,50 716,50 1.511,01 62,02
+ + + + 226.337,48 10.167,448 941,02 211,24
+ + + + 1.743.789,25 2.178,88 10.902,41 28,01
i + . - 348,89 170,47 80,70 0,42
R R R R 2,95 0,08 442 0,04
R - - - 26,70 51,365 49,22 0,0035
- + - - 3,97 2,66 37,86 0,78
+ - + + 70.580.708,80 1,681 516,114 113,068
R + - - 15,15 7,49 0,23 0,01
+ + + - 7.173.790,80 123,55 7.827,537 0,0785
- + + + 267.444,20 19.547,84 1.518,146 207,595
T + + + 969.169,27 7,01 296,763 7,1
+ + + - 6.919,60 93,24 1.005,63 12,69
Grupo 3
v " R + 464.146,32 178,561 2,807 34,485
+ + - + 28.440.826,97 511,01 0,072 113,75
+ + - + 2.393.963,42 11.209,343 9,644 1,298
+ + + + 7.982.610,80 1216.540,13  641.847,301 592,374
+ + + + 378.291.654,00 158.484,38 54,22 681,638
+ + + + 12.343,15 14.247,37 37.278,25 115,94
R + + + 11.552.285,30 5.454,1 438231 23,78
+ + + + 221.279.121,90 66.284,99 89,50 25,43
- + - + 747,90 5477 1,409 0,499
- + - - 2,74 33,33 3,57 0,082
+ + - + 451.912,35 30.207,38 12,20 34,44
- + + + 20.300.717,15 4.958,72 3.098,97 145,57
+ + + + 290.525,15 2.796,59 451,06 29,17
- + + A 7.234.865,20 113,99 389,927 2.025,1
+ + + + 4.855.121,10 323,812 773,43 23,944
+ + + + 259.320,55 47,373 238,298 34,816
+ + + + 976.312.882,80 3.632,00 687,10 259,45
+ + + + 3.509.787,30 10.297,44 144.708,575 2.710,872

S.R: sem resultado; S.A: sem amostra.

FONTE: Elaborado pela autora.
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