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RESUMO

INTRODUCAO: A leishmaniose visceral € uma zoonose negligeaciadmportancia global.
Nas Ameéricas € causada por protozoarios da espéstenania infantum, e transmitida por
meio da picada de flebotomineos da espécizomyia longipalpis. O cdo é o principal
hospedeiro no meio urbano e quando infectado poalai carga parasitaria na pele,
favorecendo seu papel na transmissdo do parasitet@o. Assim, torna-se importante a
realizacdo de estudos para avaliar sua capacidadermsmissdo ao vetoh Unica técnica
utilizada na avaliacdo da transmissibilidade é modégndstico, que é muito laborioso, tem
custo elevado e baixa sensibilidade. A microbiogsipele (MB) pode ser uma alternativa mais
rapida e simples para sua substituicdo, dado datadecido cutdneo e sanguineo como ocorre
na picada de flebotomineos. A MB também pode sea alternativa promissora para ser
utilizada no diagnéstico da leishmaniose visceaalrta (LVC) por ser menos invasiva que a
bidpsia convencional de pele (BC), podendo seizadd em qualquer sitio anatdmico onde a
BC néo é indicada devido ao risco de lesdes e aanegitosOBJETIVO: Avaliar a utilizacéo

da MB como alternativa para o xenodiagnostico reliaydo da transmissibilidade e como
alternativa para o diagnostico da LVC frente a BETODO: A MB foi realizada em diversos
locais como patas, regido escapular, orelhas, Hocm areas de alopecia de 26 animais
naturalmente infectados e seus resultados foranpa@uos aos obtidos na qPCR de aspirado
esplénico e BC. Foram realizados xenodiagnostBGs, na regido escapular esquerda e MB
no focinho, abdémen e face interna da orelha edgude outros 35 cées infectados por
infantum. Todos os animais foram classificados em sintaoate assintomaticos por meio de
um sistema de escore clinico. Os flebotomineogadibs no xenodiagnostico foram mantidos
no insetério e dissecados em dois momentos, ha Z° alia e entre o 8° e 10° dia, com
observacédo direta sob microscopia Optica (40x)idtestinos médios na busca por formas
promastigotas de. infantum. As amostras de pele obtidas nas MBs e BCs tiveraau DNA
extraido e foi realizada qPCR buscando o kDNA dagita. As positividades dos testes foram
comparadas utilizando o teste exato de Fisheméiod kappa. A carga parasitaria obtida nas
MBs positivas dos dois grupos de animais foi cangieinada pelo teste de Kruskal-Wallis.
RESULTADOS: Nao houve diferenca estatistica entre a sensadéicdda gPCR da MB, do
aspirado esplénico e BC. Da mesma forma a postiéicho xenodiagndstico nao foi diferente
dentre as classificacGes clinicas. A MB detectois maimais positivos em comparacao ao
xenodiagnoéstico de forma estatisticamente sigmifeea(p<0,05). N&o houve diferenca
significativa entre a carga parasitaria da MB e BONCLUSAO: A MB pode vir a ser
utilizada como alternativa para o diagndstico daCLpois € tdo sensivel quanto a BC e pode
auxiliar na identificacdo de locais da pele do cimle o xenodiagnéstico ter4 maior
sensibilidade. Ela também pode substituir o xergrdiatico na avaliacdo da ingesta do parasito
que antecede a defecacado do flebotomineo apdésstoeganguineo.



Palavras-chave Xenodiagnostico, Transmissibilidade, Diagndstmmimamente invasivo,
Microbiépsia de pele, qPCR de amostra de pele.
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ABSTRACT

INTRODUCTION : Visceral leishmaniasis is a neglected zoonosiglabal importance. In
the Americas it is caused by protozoa of the sga@shmania infantum, and transmitted by
the bite of sandflies of the speclagzomyia longipalpis. The dog is the main host in the urban
area and when infected has high parasite loadeanskin, favoring its role in the parasite
transmission. Thus, it is important to carry outdses to evaluate its transmission potential.
The only technique used for infectiousness evaluatis the xenodiagnosis, which is very
laborious, has a high cost and low sensitivitynSkicrobiology (MB) may be a quicker and
simpler alternative for its replacement, sinceoitects cutaneous and blood tissue as occurs in
the sandfly bite. MB can also be a promising aliue to be used in the diagnosis of canine
visceral leishmaniasis (CVL) because it is lesagive than conventional skin biopsy (SB),
and can be performed in any anatomic site wheres $Bt indicated due to the risk of lesions
and bleedingOBJECTIVE : To evaluate the use of MB as an alternative &radiagnosis in
the infectiousness evaluation and as an alterngtive diagnosis of CVL in comparison with
SB. METHODS: MB was performed in several places such as paeapular region, ears,
muzzle and areas of alopecia of 26 naturally ief@@nimals and their results were compared
to those obtained in qPCR of splenic aspirate d@dx&nodiagnosis, BCs in the left scapular
region and MB were performed on the muzzle, abdoaneiinner face of the left ear of another
35 dogs infected withL. infantum. All animals were classified as symptomatic and
asymptomatic by means of a clinical score systehe Jandflies used in the xenodiagnosis
were kept in the insectary and dissected in two sris) on the 2nd or 3rd day and between
the 8th and 10th day, with direct observation unggrt microscopy (40x) of the midguts in
the search for promastigote formsLofinfantum. The skin samples obtained in the MBs and
SBs had their DNA extracted and gPCR was perforimeking for the kDNA of the parasite.
Positive tests were compared using Fisher exatctates the kappa index. The parasite load
obtained in the positive MBs of the two groups pingals was correlated by Kruskal-Wallis
test. RESULTS: There was no statistical differebeéween the gPCR sensitivity of MB,
splenic aspirate and SB. Likewise, positivity imgdiagnosis was not different among clinical
classifications. MB detected more positive anintalsipared to xenodiagnosis in a statistically
significant way (p <0.05). There was no significdifterence between the MB and SB parasite
load. CONCLUSION: MB can be used as an alternative for the diagnosCVL, since it is

as sensitive as SB and can help in the identiboatf dog’s skin sites where xenodiagnosis
will be more sensitive. It may also replace xengdasis in the evaluation of parasite ingestion
that precedes defecation of sand flies after bloedl.

Keywords: Xenodiagnosis, Transmissibility, Minimally invaeidiagnosis, Skin microbiopsy,
Skin gPCR.
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1 INTRODUCAO

1.1EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca negligede de importancia global,
causada nas Ameéricas por protozoarios da espéiclemania infantum, que parasitam células
do sistema fagocitico mononuclear no hospedeirdelexrdo na forma de amastigotas
(BRASIL, 2014a). Estes parasitos sao transmitigosicipalmente, por meio da picada de
flebotomineos fémea da espétigzomyia longipalpis que albergam em seu intestino médio
formas promastigotas no estagio metaciclica. dafantum (KAMHAWI, 2006). No ano de
2015, mais de 25.000 novos casos de LV foram ragosta Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2017). Destes casos, Brasil, india, Suddodi& do Sul compuseram um grupo de
paises que contribuiram com mais de 2.000 cada aste rmesmo ano, sendo reportados
somente no Brasil mais de 3.000 casos (DOS RE#.,e2017; OMS, 2017). Apesar desta
incidéncia alarmante, a situacao real pode seagia, dado que ha subnotificacdo de casos,
principalmente em paises onde a notificacdo naarigaidria e mesmo quando compulsoria,

0S casos nem sempre sdo diagnosticados.

Mais de 90% dos casos ocorrem em 7 paises, Et@pénia e Somalia juntamente com
0s supracitados, sendo 40% dos casos notificaddest® africano, 39% no subcontinente
indiano e 14% dos casos mundiais somente no B(@dS, 2017). Historicamente, o
subcontinente indiano representava a maioria daficagdes anuais a OMS (ALVAR et al.,
2012), no entanto, houve um maior nimero de castificados na regido do leste africano no
ano de 2015, devido aos conflitos politicos e s®@ae esta regido enfrenta (OMS, 2017).
Milhares de pessoas de areas endémicas, como o 8adzul, se refugiaram em regides néo
endémicas tanto do proprio pais quanto em outrisepala regido, criando novos focos de
transmissao e surtos de LV (AL-SALEM; HERRICKS; HEY, 2016). Atrelada a questdes
politicas, a baixa condicdo econdmica das poputagésta regido e a falta de atencéo basica a
saude por meio dos Estados também estdo assoam@md@gido crescimento que a doenca teve
no leste africano nos ultimos anos (OMS, 2017)Shimalia, por exemplo, ndo ha um programa
nacional de controle da LV e a notificacdo nadorgakoria, o que contribui para o crescimento
e expansdo da doenca em todo o pais e em suasrier@om outros paises como o0 Quénia e
a Etiopia (SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2017).
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Apesar do destaque global da regido do sudoesticasna epidemiologia da doenca,
0 nimero de casos na regido reduziu drasticamsenalo a iniciativa regional entre a india,
Bangladesh e Nepal para eliminar a LV (SINGH et2016). Esta iniciativa visou reduzir o
namero de casos a menos de um caso por 10.00@rtakitaté o ano de 2015 por meio do
diagnostico precoce e tratamento com anfotericina Biiltefosina e do controle da populacao
de flebotomineos (OMS, 2015). Em Bangladesh, esta foi alcancada em quase todos os
subdistritos, alvos do controle da doenca, comg&alale 140 para 6 subdistritos endémicos
entre os anos de 2005 e 2014 (CHOWDHURY et al.4R(Hsta reducdo bem-sucedida se
estendeu a todos os subdistritos endémicos donpagno de 2017 (FITZPATRICK et al.,
2017). No Nepal, houve uma diminuicdo de mesma matgda alcancada em Bangladesh,
reduzindo significativamente o nimero de casos gawngelacionadas a LV (SINGH et al.,
2016). Da mesma forma, na india a meta de redugéimidiativa entre os trés paises foi
alcangcada em mais de 70% dos blocos endémicos aobianpdo a diminuigdo na mortalidade
(OMS, 2015). No entanto, a India continua partiogim do pequeno grupo de paises que

contribuem com mais de 90% do numero de casossadediV reportados a OMS.

No Brasil, preconiza-se o controle da doenca pado me diagndstico e tratamento de
pacientes, controle vetorial por meio da aplicatgimseticidas ao redor dos casos confirmados
e vigilancia entomoldgica e eliminacéo de caesmusitivos (BRASIL, 2014a). Esta estratégia
de controle ndo conseguiu impedir o0 crescimentdadanca que ocorria majoritariamente na
zona rural (CESSE et al., 2001). A rapida troca aies eliminados por caes susceptiveis, a
demora entre a identificacdo dos animais soroposit sua retirada, bem como a inexisténcia
de uma técnica diagnostica capaz de identificaé@es transmissores, sdo alguns dos motivos
levantados na literatura para explicar a inefidemta estratégia de controle preconizada no
Brasil ( WERNECK, 2014). Até a década de 90 a reti@aleste apresentava o maior nimero
de casos, representando cerca de 90% dos castisados (HARHAY et al., 2011). No
entanto, devido ao processo de urbanizacdo da a@amngado por adaptacdo do vetor a
ambientes urbanos, degradacdo ambiental e migoec@opulacdes humanas e caninas para
centros urbanos, atualmente, todas as regidesail Béo consideradas endémicas (PRADO
et al.,, 2011). A doenca esta presente em 21 ddssglos, ocorrendo, recentemente, casos
autoctones humanos e caninos na regido Sul doopals ,ndo ocorriam casos até o ano de 2008
no Rio Grande do Sul e 2013 em Santa Catarinaan®&5TEINDEL et al., 2013; TRENCH
et al., 2016; DOS REIS et al., 2017).
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Na ultima década, diversos centros urbanos como dRio Janeiro/RJ, Belo
Horizonte/MG, Corumb&/MS, Teresina/Pl e Camacarj/Bfortaram surtos da LV em todo o
pais (BRASIL, 2014b). Na Bahia, o municipio de Ceani situado na regido metropolitana
de Salvador, é considerado como area de transmisséerada, de acordo com 0s critérios
utilizados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 201%)asos humanos e caninos foram
registrados desde a década de 90 neste mesmo p(EUNHA et al., 1995). Na literatura,
a soroprevaléncia canina foi avaliada por diverssitsidos que mostraram com diferentes
tamanhos amostrais que entre 18,4% e 21,8% daggduuicanina de Camacari reagiram
positivamente para testes sorolégicos (BARBOZA let 2006; JULIAO et al., 2007;
GONCALVES, 2014).

1.2 TRANSMISSAO

A transmissdo da LV ocorre, principalmente, poranda picada de flebotomineos
fémea que se infectam cdraishmania spp. ao realizarem o repasto sanguineo em hospedeiros
infectados. Estas fémeas infectadas podem tramsmiparasito posteriormente a outros
hospedeiros susceptiveis como pessoas, outrog ed@sais sinantropicos (BRASIL, 2014a).
No velho mundo os principais vetores da LV pertenee géner&hlebotomus enquanto que
no novo mundo pertencem ao génkeotromyia, sendo d_utzomyia longipalpis a espécie de
maior importancia nas Ameéricas (DUJARDIN et al.Q20BATES et al., 2015). Além delo
longipalpis ser o principal responsavel pela transmisséb. dlafantum no Brasil, encontram-
se relatos na literatura de infeccdo deste flebdtpor outras espécies deishmania spp.
causadoras da leishmaniose tegumentar (ALVAR eR@ll2). Porém ndo se sabe se este

flebotomineo participa na transmisséo dessas oesgEcies.

No momento da picada de flebotomineos fémea padasitpor promastigotas de
infantum, também s&o inoculados a saliva do fleb6tomo e w@wérée de proteinas e
lipofosfoglicanos (LPGs) que modulam a reacdo mé#dria local (DOSTALOVA; VOLF,
2012; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012; TEIXEIRA eal., 2014). A inflamacgao
aguda causada por fatores ligados a saliva dotlistmpromove um recrutamento inicial de
neutréfilos que séo vitais para o sucesso da iateeprL. infantum (LESTINOVA et al.,
2017). Este tipo celular, quando infectado por infantum, produz CCL2 de forma
significativamente maior, atraindo macréfagos @afagocitose destes neutréfilos infectados
(PRATES et al., 2011). Assim, o0 parasita consegumeeatar significativamente a sua carga

parasitaria de forma silenciosa, contribuindo conseo estabelecimento no individuo e
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aumentando as chances de visceralizagédo (VAN ZANBBEN et al., 2004; LESTINOVA et
al., 2017).

Além da saliva do flebétomo, outros fatores est&gmeiados com a imunomodulacéo
no local da picada, como a inoculacéo de LPGs d¢rams no gel secretado por promastigotas,
além de exosomos e bactérias liberados na picadanjente com o parasito e a saliva
(ROGERS et al., 2009; ATAYDE et al., 2015; DEY &t @018). Os LPGs produzidos por
promastigotas dentro do intestino médio do fleb@oaiteram o comportamento de
alimentagcdo do inseto, favorecendo repastos, noaigos, com maior volume de sangue
ingerido e maior numero de picadas por alimentdB&GERS, 2012). Além disso, os LPGs
também atuam na resposta inflamatoéria local dovaes®io picado, exacerbando-a e assim
contribuindo para o estabelecimento da infeccdolLpaonfantum na grande quantidade de
macrofagos recrutados (ROGERS et al., 2009). Amastigotas metaciclicas deinfantum
presentes na véalvula estomodeal também secretaiculess exosomos, contendo proteinas
com propriedades imunomodulatérias que também an@mmecrutamento de neutroéfilos e
macrofagos para o sitio inflamatoério da picada (ADEk et al.,, 2015). Por fim, Dey e
colaboradores (2018) estudaram o papel da miceohiatestinal doL. longipalpis na
transmisséo e infecgcdo Heinfantum. Além de demonstrarem que as bactérias séo inoaulada
no momento da picada, foi possivel observar queresenca delas, a infeccao se estabelecia
de forma mais rapida e causava lesdes mais graya®gsenca de bactéria no sitio da picada
promove a ativagdo do inflamossoma nas célulasesinoa local com aumento da producao de
IL-13 (DEY et al., 2018). Esta interleucina, poraswez, participa no recrutamento de
neutréfilos que atuam de forma fundamental parastabelecimento inicial da infeccéo
(PETERS et al., 2008). A saliva do fleb6tomo tamigesui atividade imunomodulatoéria
causando ativacao de células T e macrofagos atdav@sbicdo de citocinas promotoras da
resposta Thl (ABDELADHIM; KAMHAWI; VALENZUELA, 2014.

Na literatura ha relatos de outras formas de trésssto da LV como a via venérea,
transplacentéaria ou por meio de transfusao sang(@W&NSUETO et al., 2014; TURCHETTI
et al., 2014). Existe a suspeita de transmissdoytons artrépodes como carrapatos e pulgas,
porém esta ainda ndo foi comprovada (DANTAS-TORRHEH,1; NAUCKE; LORENTZ,
2012). No entanto, ndo é sabido ao certo a impaeayue tais formas de transmissao tém na

epidemiologia da doenca.
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1.3LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA

Em humanos 4. infantum, na forma de promastigota, é fagocitada por céldtas
sistema fagocitico mononuclear, como o neutrofiwiecipalmente macrofagos, presentes no
tecido cutaneo no local da picada por flebotomif@o®a infectadas (MOLINA; GRADONI;
ALVAR, 2003). Os parasitos conseguem entdo escdparmecanismos de defesa destas
células, sobrevivendo e se multiplicando dentro fagolisossomos, onde também se
diferenciam na forma de amastigota (KAYE; SCOTTL1DP0 Por meio da via linfatica, la
infantum se propaga em diversos orgaos linfaticos comoriodos, baco e medula 6ssea, onde
continuam a se multiplicar e, cronicamente, causates (KUMAR; NYLEN, 2012). Devido
a estas lesdes, € possivel observar clinicameetaghes como esplenomegalia com presenca
de nodulos no baco, hepatomegalia, linfadenopatmemia com leucopenia,
hipergamaglobulinemia dentre outros sinais clinieosboratoriais (ALVARENGA et al.,
2010).

A leishmaniose visceral humana (LVH) acomete ppalkthente criancas abaixo de 4
anos, idosos e pessoas imunodeprimidas (EVANS &6&5; ARIAS; MONTEIRO; ZICKER,
1996; MELCHIONDA et al., 2014). Diversos fatoresrama presenca de aves domésticas no
peridomicilio e caes infectados no domicilio, veando associados como fatores de risco para
a LVH e leishmaniose visceral canina (LVC) (MOREMRCaI., 2005; BORGES et al., 2009;
FERNANDEZ et al., 2010). Em um estudo realizado&ea rural no Senegal, a presenca de
cades com LVC no domicilio aumentou em 5,56 veze®,(®01) o risco das pessoas serem
soropositivas (FAYE et al., 2011). Em situacao a@@dimunidade, mas condi¢des nutricionais
e sanitarias, essas pessoas soropositivas podesnvde®r a forma clinica da doenca
(MOLINA, GRADONI e ALVAR, 2003).

Em relagdo a LVH, além dos fatores de risco ammeate citados, mas condi¢des
sanitarias e baixa renda favorecem o aumento daéooia da doenca em ambientes
semiurbanos (WERNECK et al., 2007; BOELAERT et2009). De acordo com Cerbino Neto
e colaboradores (2009) em Teresina entre 1991 @20idéncia da LVH foi maior em areas
periféricas com alta cobertura vegetal, caracteasturbano/rural, ocupacdo recente e
desordenada por pessoas de baixa renda. Neste dsistdca-se a infraestrutura como sendo
um importante fator de risco tanto para os human@nto para cdes, bem como para a
expansdo da doenca em ambientes urbanos. As cesdig@ioecondmicas também estédo
associadas com a incidéncia canina da doenca (COURAL et al., 2011).
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No Brasil, o tratamento da doenca é recomendado Mealistério da Saude com a
utilizacdo de antimoniato N-metil glucamina, anfmi@a B desoxicolato e anfotericina B
liposomal (BRASIL, 2014b). Levando-se em consid&oag forma de administracéo, tempo de
tratamento, remuneracdo dos profissionais de sautstes diagndsticos estima-se que o
Sistema Unico de Salide gasta entre U$ 418,20 €113$9,15 por paciente (DE ASSIS et al.,
2017).

1.4 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

O céo é considerado o principal reservatorio doswda LV, sendo também a principal
fonte de infeccdo do vetor no meio urbano (MARCOISDEROSSI, 2013). Em areas
endémicas a infeccdo dos cées lpanfantum ocorre de forma generalizada em grande parte
da populagéo canina, porém muitos animais ndo delsem a doenca (DANTAS-TORRES,
2009). Nestas areas onde ha transmissao ativeedgala soroprevaléncia da populacéo canina
varia entre 3,4% a 40% (PRADO et al., 2011; PEIXCE@I., 2015). De acordo com Baneth
e colaboradores (2008), somente uma pequena paegapulacdo canina apresenta doenca
clinica, seguido de um grupo maior de cdes senissuimicos, porém sorologicamente
positivos e por fim os animais sem sintomatolograstivos por meio de técnicas moleculares.
A prevaléncia canina em uma area endémica é rakd#ona literatura, com a alta densidade
das populagdes canina e flebotominea neste l0CAVRA-VITAL et al., 2013). Outros fatores
também estdo associados com a taxa de infecca@edetais como o grau de exposi¢cdo ao
fleb6tomo, comportamento do animal, medidas degorgdo aplicadas pelos proprietarios dos
cées e susceptibilidade da populacéo canina (DANTARBRES et al., 2012; COURA-VITAL
et al., 2013).

As promastigotas de. infantum inoculadas na pele do animal por meio da picada de
flebotomineos infectados, séo fagocitadas por nego8 e através de mecanismos de defesa,
sobrevivem dentro do fagolisossomo e se multiplicB@DINOVSKAIA; DESCOTEAUX,
2015). Por meio da corrente sanguinea e cadedditiafos parasitos conseguem infectar 6rgaos
como o baco, figado e medula 6ssea, assim comofasddos e pele (SOLANO-GALLEGO
et al.,, 2011). Nestes 6rgdos os parasitos caussbedee alteracbes que comprometem o
funcionamento do mesmo e provocam os principa@isiciinicos da doenca. E descrito na
literatura que em cdes com doenca severa, ha argrall de desorganizacao na polpa branca
do baco causada pela infec¢aaonfantum (LIMA et al., 2014). Consequentemente esses caes

possuem uma resposta imune comprometida, uma \eeda regidao do baco € responsavel
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pela maturacdo dos linfocitos B, favorecendo o miedgimento de coinfec¢cdes como a
babesiose e erliquiose.

De forma distinta do que ocorre nos casos de LMH;&0 os parasitos também estéo
presentes na pele, causando uma série de les@agtecaticas da LVC. Destacam-se a
dermatite furfuracia, onicogrifose, Ulcera em patgarelha, despigmentacao e hiperqueratose
no focinho dentre outros sinais clinicos (SOARES& .eR011). O parasitismo cutaneo da LVC
esta diretamente relacionado com capacidade dentrssBo que estes animais possuem e por
isso sdo considerados como o principal reservatgtiano da doenca (DANTAS-TORRES,
2009). Além dos sinais clinicos cutadneos, o cadémapresenta alteracdes hematoldgicas
como a hipergamaglobulinemia e anemia e lesdestesisticas de uma doenca crénica como
a glomerulonefrite imunomediada e uveite (SOLANOLEEGO et al., 2011).

O cao infectado pode apresentar uma resposta iprademinantemente do tipo celular
ou humoral. A resposta imune celular confere amnahimelhor capacidade de eliminar o
parasito intracelular e, consequentemente, o c@ocaguesenta predominancia desse tipo de
resposta, possui menor parasitemia e geralmenteprésenta sinais clinicos (BANETH et al.,
2008). Quando a resposta imune predominante éddtimoral, ha produgcdo excessiva de
anticorpos que nao sao eficazes na eliminacdo hsifm que € intracelular. Por conta do
excesso de anticorpos no organismo, 0 cdo apregeraaérie de patologias originadas pelo
acumulo de imunocomplexos (SOLANO-GALLEGO et all09).

Existem relatos de predominancia de diferentesostap nas diferentes racas caninas,
foi observado que caes da raca Podengo Ibicensaipos uma resposta imune primariamente
do tipo celular e raramente desenvolviam a doedCa.ANO-GALLEGO et al., 2000). Alguns
anos apo6s este achado, foram identificados genesdems susceptiveis que podem estar
associados a susceptibilidade sendo a resposta idestes caes predominantemente do tipo
humoral (ALTET et al., 2002). Cées das racas BoRastor Aleméo, Cocker Spaniel e
Rottweiler sdo considerados como mais susceptaeidesenvolvimento da doenc¢a quando
infectados, sendo apontados esses genes de shiidgplie como uma possivel causa para
grande ocorréncia de LVC nessas racas (SOLANO-GALQEet al., 2011). Outros fatores
como a condic&o nutricional do céao e coinfec¢co@s gotros parasitos também influenciam a

susceptibilidade do cdo em desenvolver a doencilEBA et al., 2008).

Assim como o céo, outras espécies de mamifero®tamtbergam o parasito e servem

como fonte de infeccdo da doenca em ambientes tabenos quanto periurbanos, como
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gamba, gato, pequenos roedores e raposas (QUINNEOURTENAY, 2009). Um gato

(Felis catus) cronicamente infectado foi avaliado por xenodéagito quanto a capacidade de
transmitir aL. infantum ao flebétomo (MAROLI et al., 2007) e foi possivbkervar a presenca
do parasito em quatro das 19 fémeas de flebotomir@onentadas utilizadas no

xenodiagndéstico, porém nao se sabe ao certo quegde real do gato na transmissao da LV.

1.5 XENODIAGNOSTICO

O xenodiagnostico é uma técnica utilizada em estdddransmissibilidade em diversas
enfermidades como na doenca de Chagas, doencamde eytambém nas leishmanioses
(VERGEL et al., 2006; CAMPOS et al., 2007; BOCKENERIT; RADOLF, 2014). Em relagéo
a leishmaniose visceral canina, esta é a Unicicgdiagndstica capaz de avaliar a capacidade
de transmissao de um céo infectadolp@shmania infantum para o fleb6tomo (GUARGA et
al., 2000; TRAVI et al., 2018). Para o xenodiagmastfémeas de flebotomineo, ndo infectadas,
criadas em laboratorio sdo colocadas para reatizareepasto sanguineo em um hospedeiro

infectado, como o cdo, homem, gato e gamba (MARsEI., 2007).

A depender de como € realizado o repasto sanguingenodiagnostico pode ser
categorizado como direto, com o vetor se alimemtarapele do hospedeiro, ou indireto, por
meio artificial de alimentacdo utilizando sangue ldispedeiro (MOLINA, GRADONI e
ALVAR, 2003). No xenodiagnéstico direto, inseto® mdfectados criados em laboratorio sdo
postos para realizarem o repasto sanguineo diretarm® hospedeiro. Enquanto que no
xenodiagndstico indireto, a alimentacdo sanguingas#to é realizada por meio de um aparato
artificial utilizando-se o sangue do hospedeironraunembrana, por onde o repasto é realizado
(VERGEL et al., 2006). E descrito na literatura guferma indireta de xenodiagndstico néo se
aplica para estudos da capacidade de transmiss@esénfectados par. infantum, dado que
em comparacdo com a forma direta, a sua efici@nuigerior e fatores associados ao repasto
sanguineo, como a parasitemia da pele e sangdérperi sdo excluidos (GUARGA et al.,
2000). Dessa forma, a transmissibilidade de um ddmp € melhor avaliada por meio da
técnica de xenodiagnadstico direto, tendo em vigtagsta, se encontra mais proximo da forma
natural de transmissdo da doenca. Diversas megidsl@aplicadas na técnica direta de
xenodiagnoéstico estdo descritas na literatura,alemacdes como a forma em que o hospedeiro
€ exposto ao vetor, no tempo do repasto sanguimeogeiantidade de insetos utilizados no
exame (COURTENAY et al., 2002; MIRO et al., 2010/ARES et al., 2011). Essas altera¢des

estado associadas com a tentativa de melhorar ibiidagse da técnica, aumentando-se a taxa
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de alimentac&o dos fleb6tomos utilizados no repsatguineo, uma vez que maiores sao as
chances de deteccdo do parasito quanto maiorrfdmero de fémeas alimentadas. Na tabela
1, estdo expostas as diferencas metodologicasciiaplia@s aplicadas em diversos trabalhos da
literatura que utilizaram o xenodiagnostico na iag¢dlo da transmissibilidade de céaes

sintomaticos e assintomaticos.
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Tabela 1: Diferencas metodoldgicas de xenodiagrusstealizados em cées infectadoslpanfantum encontradas na literatura.

N° de ~ Momento de
Forma de . Tempo de Deteccéo do o~ Resultado quanto a
Autor e flebotomineos , ~ . avaliacao da . .
exposicao - alimentacao parasito . ~ capacidade de transmissao
utilizados infecgéo
Molina etal., Cabeca do animal 50-75 fémeas : Observacéao o Qo i . e e .
1994 em gaiola 50-75 machos 60 min direta 7°-8° dia Assintomatico = Sintomatico
Travi et al., 2001 Locall_za_lda com 30-60 fémeas 30 min Obs_e rvacao 5°-7° dia Assintomatico < Sintomatico
recipiente direta
Da Costa-Val et Localizada com 40-45 fémeas , Observacéao o 1 . . : .
al.. 2007 recipiente 40-45 machos 40 min direta 5° dia Assintomatico < Sintomatico
Michalsky et al., Locall_za_lda com 20 fémeas 30 min PCR 5° dia Assintomatico < Sintamoa
2007 recipiente
Vergosa etal, Locall_za_lda com 60 fémeas 45 min Obs_e rvacao 5° dia Assintomatico < Sintomatico
2008 recipiente direta
Soares etal., Localizada com N . Observacéao o 1 . ” . .
2011 recipiente 60 fémeas 45 min direta + PCR 5° dia Assintomatico < Sintomatico
Laurentietal.,, Localizada com N . Observacéao o 1 . " . .
2013 recipiente 50 fémeas 60 min direta + PCR 4° dia Assintomatico > Sintomatico
Courtnay et al., To_do o] corpo_do 8-160 fémeas Durant_e toda a Obs_ervagao 4°-5° dia Assintoméatico < Sintomatico
2014 animal em gaiola  8-160 machos noite direta
Borja et al., 2016 Locall_za_lda com 30-40 femeas 40 min gPCR 5° dia Assintomatico = Sintomatico
recipiente 10-15 machos
Magalhdes- Localizada com G1 e G3: 40 fémeas Gle G3: PCR Gl e G3: 5° dia
Junior et al., recipiente e 15 machos 30 min G2: Observacéo G2 10;, dia Assintomatico < Sintomatico
2016* P G2: 40 fémeas direta '

* Neste estudo foram aplicadas diferentes metodmdagendo a mesma aplicada nos grupos 1 e 3 (@) @ué foi deferente daquela aplicada

no gupo (G2).
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Em alguns trabalhos o cdo é sedado havendo expatagéabeca do animal ou de todo
0 seu corpo aos flebotomineos (MIRO et al., 20IAURTENAY et al., 2014). Neste caso,
todo o corpo do cdo ou a parte dele permaneceodeletruma gaiola com flebotomos,
possibilitando que estes realizem o repasto saeguimde for mais atrativo. Em outros estudos,
0 contato dos flebotomineos com o céo é realizadfodna mais localizada, porém mais
distante do que aconteceria naturalmente (DE SOUSBANCALVES et al., 2016;
MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016; REGINA-SILVA et al.2016). Neste caso 0s
flebotomineos, fémeas e machos, sdo colocadosoddminm recipiente pequeno que é entéo
colocado em contato com areas especificas do darpnimal: orelha, abdémen, focinho, etc.
(MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011; BORé#al., 2016). O tempo de exposicao
e a quantidade de fémeas utilizadas no xenodiagadambém variam bastante na literatura
(MIRO et al., 2011; SOARES et al., 2011; COURTENgival., 2014).

Héa estudos em que o repasto sanguineo foi realizadd®5 min e em outros ocorreu
repasto durante toda a noite (overnight) (MOLINA;RADONI; ALVAR, 2003;
COURTENAY et al., 2014). Essa variacédo na duracdé elacionada com a tentativa de se
obter maior taxa de alimentacdo (niumero de fémiagraadas / numero total de fémeas),
fator que esta associado com a sensibilidade de#ama vez que maiores sdo as chances de
deteccao do parasito quanto maior for a taxa deealiacdo das fémeas utilizadas. Na literatura
encontram-se estudos que utilizaram até 160 féohedlebotomo em cada xenodiagndéstico
realizado, enquanto que em outros trabalhos a igaaet de fémeas é bem menor, variando
entre 40 a 60 (MIRO et al., 2011; SOARES et alLI2MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016).
Essas variacbes também estédo relacionadas a edpéftebotomo utilizada, dado quelLo
longipalpis € mais agressivo ao se alimentar em um hospedeirque oPhlebotomus
perniciosus, sendo entdo necessario menos fémeas para realiz@modiagndstico cor.
longipalpis (MAIA et al., 2011).

Outra caracteristica da técnica de xenodiagnogtieovaria bastante na literatura é a
forma como a infeccdo do vetor é detectada (GUARSBAL., 2000; TRAVI et al., 2001;
MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011). A id#icacdo do parasito nas fémeas que
realizaram o repasto sanguineo pode ser feita mheafalireta, por meio da dissec¢do do
flebotomo seguida da observacdo direta de pronoégsigno intestino do inseto através da
microscopia optica (GUARGA et al., 2000; TRAVI ét, 2001; MIRO et al., 2011). Com a
exposicdo do intestino médio seguida da obserndigéia de parasitos por microscopia optica,

observa-se tanto a quantidade de parasitos, gaan@motilidade, estagio de desenvolvimento
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e localizacdo (KAMHAWI, 2006). Porém a sensibilidadkessa técnica é variavel dependente
do grau de treinamento do profissional para regliaada disseccao e deteccao do parasito
(MYSKOVA; VOTYPKA; VOLF, 2008; MIRO et al., 2011)0utra forma de identificacdo é
indireta, pela realizacdo da PCR para detectaesepca do DNA do parasito no interior do
inseto (MICHALSKY et al.,, 2007; SOARES et al.,, 201Com esta técnica molecular &
possivel detectar o kDNA da infantum com alta sensibilidade e especificidade, além de
quantifica-lo (SOLCA et al., 2014). Porém essaitgsctem limitagcbes como a incerteza de se
0 kDNA detectado foi advindo de um parasito vidénada impossibilidade de determinacao

do estagio em que o parasito se encontrava e sstale com boa motilidade.

Soares e colaboradores (2011) realizaram a tédri€CR ap0s a observacao direta e
detectaram kDNA de. infantum em flebétomos nos quais ndo foram encontradosipasana
disseccao. Estes autores também ressaltaram a@mgiarde acrescentar a avaliagdo molecular
apos a dissecgcdo para aumentar a sensibilidadécdecd e diminuir o numero de falsos
negativos. Myskova, Votypka e Volf (2008) realizaraum experimento sob condi¢cdes
artificiais de alimentacéo utilizando um alimentade vidro, pele de pinto e sangue infectado
com altas cargas de infantum (5x1(°) com a finalidade de se avaliar o melhor momeptsa
0 repasto sanguineo para a detec¢do do materiéigeno parasito. Eles observaram que a
gPCR teve melhor capacidade de identificar e gfigantio parasito no intestino do fleb6tomo

no segundo e oitavo dia apds o repasto sanguineo.

O momento em que a deteccdo € realizada tambémeksti®nado com a sensibilidade
do xenodiagnodstico. Em alguns estudos a deteccdmadsito no intestino do flebétomo é
realizada no quarto ou quinto dia apos o repastgusaeo (MICHALSKY et al.,, 2007;
LAURENTI et al., 2013). De acordo com Kamhawi (2P@&te periodo corresponde ao
momento logo apos a defecacdo dos fleb6tomos. &ontoo sangue digerido boa parte dos
parasitos que ndo se aderiram ao epitélio do inteshédio do fleb6tomo sdo excretados,
diminuindo assim a sensibilidade do xenodiagnéstieso a deteccdo seja realizada neste
periodo. Ainda de acordo com esta autora, a detedgdparasito € mais sensivel quando
realizada antes da defecacdo (segundo dia) ou dgpopartir do sétimo dia apds o

xenodiagndstico), quando € possivel encontrar mdgiorero de parasitos na forma metaciclica.
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1.6 INFECTIVIDADE DO CAO

No que diz respeito a infectividade do céo, adiiera se mostra bastante controversa.
Travi e colaboradores (2001) correlacionaram augéa clinica do cdo com a capacidade de
transmissdo agrupando 0s animais em assintomafema sinais clinicos da doenca),
oligosintomaticos (1 ou 2 sinais clinicos) e palisméaticos (> 2 sinais clinicos). Neste estudo,
nenhum dos animais considerados assintomaticogfiectivo para oL. longipalpis. No
entanto, em outros trabalhos se observou que edéssaparentemente sem sinais clinicos
também sdo capazes de transmitlreeshmania ao flebétomo, porém em menor proporgéo
(COURTENAY et al., 2002; MICHALSKY et al., 2007).nEetanto a correlacado entre a
sintomatologia e a infectividade ndo pode ser ggizada, pois a classificacdo clinica dos
animais varia bastante entre os trabalhos enca#tnaal literatura. Geralmente séo observados
somente 0s sinais clinicos externos sem avaliatdwdtorial complementar, além do viés de
que alguns sinais poderiam estar ocorrendo devptesenca de coinfecgbes como babesiose
e erliguiose. Solano-Gallego e colaboradores (2@Lijerem que outras analises clinico-
patolégicas como as proteinas totais no sangue, aréatinina, funcéo renal e hepatica, devem
ser avaliadas em conjunto com os sinais clinicteyiexizados pelo cado para melhor classificar
seu estadiamento clinico. Dessa forma, a categéizelinica seria mais proxima do estagio

clinico-patolégico no qual o céo realmente se etraon

Outros pesquisadores procuraram correlacionar acigrle de transmisséo do cao ao
vetor com outras caracteristicas dos animais, cGauartenay e colaboradores (2002) que
avaliaram a correlagédo entre a capacidade de trss@ondo céo, verificada pela técnica de
xenodiagndstico, e a presenca do parasito na médséa e a soropositividade. Neste estudo,
a deteccdo de KDNA de infantum em medula 6ssea aumentou em 5 vezes as chancés do
ser infectivo para o fleb6tomo, no entanto a cag@b neste caso foi fracamente positiva (r
0,123). Em outros estudos, altos niveis de IgG32 g baixas contagens de células T CD4+
(GUARGA et al., 2000) foram sugeridos como indicgadade alta infectividade dos caes aos
flebotomos. Em seu estudo Borja (2016) correlaaioaccarga parasitaria na pele, baco e
sangue de caes infectados pomfantum, a fim de identificar o tecido mais apropriado com
marcador de infectividade. O sangue foi 0 Unic@lteque apresentou correlagéo positiva entre
sua carga parasitaria e 0 niumero de parasitogritass. Assim como no estudo de Borja
(2016) outros trabalhos encontraram correlacadipasntre a carga parasitaria em diversos
tecidos e a infectividade do c&o ao fleb6tomo (REBE et al., 2008; MIRO et al., 2011).
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Entretanto se fazem necessario mais estudos camtipesde correlacdo, com o intuito de

identificar algum tecido como marcador de infeciade do cao.

1.7 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da LVC é complexo e laborioso, uma gee cées infectados pbr
infantum apresentam um espectro de sinais clinicos e @ltesehematoldgicas variadas e nao
especificas que podem ser confundidas com outfasr@dades crénicas, como a babesiose e
erliqguiose (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; VERAS &t 2014). Assim, se faz necessario
uma abordagem mais abrangente para o diagnostiatoelaca, buscando-se vestigios da
infeccdo por meio de técnicas soroldgicas, patagittas e moleculares (BANETH et al.,
2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). A populacdoades assintométicos se mostra mais
desafiadora para o diagnostico da LVC, dado quesestimais possuem menor reatividade
para técnicas sorologicas comumente empregadasner mparasitemia em tecidos menos
invasivos como o sangue (BANETH et al., 2008; FRA&AI., 2016). Dessa forma, técnicas

diagnosticas com altas sensibilidade e especifieida fazem necessarias.

A avaliacdo parasitoldgica por meio de citologiascalturas de amostras de diversos
tecidos é altamente especifica, sendo o isolaneenimultura de material biologico considerado
como padrao ouro (ALMEIDA et al., 2013). No entgntocultivo daL. infantum demanda
tempo, possui baixa sensibilidade e esta sujatmtgaminagdes por bactérias e/ou fungos que
podem levar a resultados falso negativos (BARROMIELO et al., 2004). Diferentemente
dos exames parasitoldgicos que visam a observagda do parasito por meio da microscopia
Optica, as técnicas moleculares se enquadram ésax de sensibilidade e especificidade
supracitados (MAIA et al., 2009). Além disso, efegmitem tanto a deteccdo do material
genético da.. infantum, quando utilizadas PCRs convencionais, quanto atifjgagdo da
carga parasitaria em diversos tecidos, quando gagas PCRs quantitativas (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011; TRAVI et al., 2018).

Na literatura, sdo encontrados diversos alvos gasdpara o diagnostico molecular de
L. infantum, como regides conservadas do DNA do cinotepl&fdA), polimerasar, RNA
ribossomal (18S) ou espacador interno transcrifdT$1), entre o 18S e 5,8S ribossomal
(LACHAUD et al., 2002; FRANCINO et al., 2006; BEZRR-VASCONCELOS et al., 2011;
TOZ et al., 2013). Devido ao alto niumero de coplattddas quando o KDNA é utilizado, este é

considerado como o mais sensivel (GOMES et al82@)ém da variacdo do alvo genético
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encontrado na literatura, diversas técnicas maleesl foram empregadas, como PCRs
convencionais seguidas de gel de agarose e elasefou hibridizacdo e PCR quantitativas

(gPCR), apresentando sensibilidades e especifieddnstintas (DE ALMEIDA FERREIRA

et al., 2012; SOLCA et al., 2012; RAMPAZZO et &Q17). Dentre os métodos de PCR

investigados na literatura, a gPCR se mostrou segisivel e especifica em comparacdo com a
PCR convencional e a “semi nested” (REIS et alL320Embora as técnicas moleculares

apresentem alta performance frente a outras técrdagnosticas, o material biolégico

utilizado pode proporcionar resultados distintas @zuracias diferentes (TRAVI et al., 2018).

Materiais biologicos oriundos do baco sdo consitesamais sensiveis, tanto para
diagnosticar caes assintomaticos quanto sintonsiticma vez que € possivel encontrar o
parasito neste 0rgao independente da forma clii@cienca (REIS et al., 2006). Entretanto, o
acesso a esse tipo de amostra é considerado eastaasivo com riscos de hemorragias e
consequentemente morte do animal, porém estudos denBarrouin-Melo e colaboradores
mostram a seguranca de sua realizacdo (BARROUINMEL al., 2004). Tanto a medula
0ssea quanto o linfonodo popliteo se mostraranabi@ssensiveis para a deteccdo do KDNA
de L. infantum em um estudo realizado por Maia e colaboradore89j20No entanto, esses
autores ressaltam que a coleta dessas amostrégitéal necessita de condi¢cdes assépticas e
anestesia local ou geral, diferentemente do saggee muito menos invasivo. Entretanto, a
PCR do sangue é menos sensivel quando comparadas@mostras biologicas citadas
anteriormente (DE ALMEIDA FERREIRA et al., 2012; BCA et al., 2014). Neste quesito de
amostras menos invasivas, a pele pode ser umnatiter dado que a sua coleta ndo necessita
de pessoas treinadas e pode ser feita fora do aralzkénico (RAMPAZZO et al., 2017).

Na literatura, foi demonstrado que a gPCR de badde pele é tdo sensivel e especifica
guanto a qPCR de aspirado esplénico e possui @amwicilar a qPCR de medula 0ssea
(ALMEIDA et al.,, 2013; REIS et al.,, 2013). No entaneste dado diverge daqueles
apresentados por outros estudos que encontrarasibitdade e especificidades inferiores
(LIMA et al., 2010; SOLCA et al., 2014). Esta déaca pode ter ocorrido devido a parasitemia
na pele nao ser distribuida de forma homogénea HRCH al., 2017). Em cées, a infec¢ao por
L. infantum tende a permanecer nos locais onde flebotomindestaios inocularam os
parasitos durante o repasto sanguineo, dependarrdsbsta imunologica do cao e do estagio
clinico da doenca (ASLAN et al., 2016). Dessa foridaehl e colaboradores (2017) indicam
gue o diagnéstico utilizando a pele como amostoédpica deve ser feito com bidpsias de

diversos locais da pele do animal, a fim de se atana sensibilidade. Entretanto, as bidpsias
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de pele convencionais (BC) com punch de 3mm enrrdatados locais como a orelha e
focinho do animal podem acarretar em sangramerfarglas que necessitam de cuidados ap0s
o procedimento, restringindo assim os locais da geé serviriam para coleta de amostra (DE
ALMEIDA FERREIRA et al., 2012).

1.8 MICROBIOPSIA DE PELE

A microbiopsia de pele (MB) é descrita na literatoomo uma alternativa néo invasiva
para o diagndstico de neoplasias da pele como anmela (PROW; LIN; SOYER, 2013).
Diferentemente da BC, a MB ndo necessita de anm@stgura apos o procedimento e ndo
provoca cicatriz (Figura 1)(LIN et al., 2013). A astra de pele coletada é pequena (0,15mm),
mas suficiente para a realizacdo de analises matesBANAN et al., 2013). Dessa forma a
MB representa uma alternativa para a coleta de taasode pele para a deteccdo do kDNA de
L. infantumtanto de pessoas quanto de cées infectados. Reesiée Kirstein e colaboradores
(2017) testaram a MB para o diagnostico da LV népkd, sendo possivel detectar o material
genético dé.. donovani e L. aethiopica com esta técnica minimante invasiva. Em caesigste t
de abordagem ainda ndo foi testado, porém acregliigue seja uma alternativa para o
diagndstico da LVC, possibilitando a coleta de amagsde diversos locais na pele do animal
aumentando-se a sensibilidade como proposto panl2oeolaboradores (2017). Além disso,
a MB nao apresenta os pontos negativos em relagdngramentos, necessidade de anestesia
e feridas ap6s o procedimento que possui a BC conthpde 3mm (DE ALMEIDA
FERREIRA et al., 2012).
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Locais de bidpsia Material de biopsia

S

3 i)
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Figura 1:lmagem comparativa do local da pele apés a redlizag
da biépsia (a esquerda) e do tamnaho do materidirdaa) da
biépsia convencional com punch de 3mm (BC) e miépia de
pele (MB). Modificado: Lin et al., 2013.

O aparelho de MB é capaz de coletar aproximadamé&@@ células da pele e um pouco
do sangue local, pois seu modelo M2 possui uma damhsorvente (TOM et al., 2016;
KIRSTEIN et al., 2017). O dispositivo para reali@agle MB esté ilustrado na figura 2 onde €
possivel observar a comparacdo do seu tamanho c@mwum punch de 3mm utilizado na BC
(2A) e também com o de uma probéscide de um flabioteo (2C). Nas figuras 2B e 2D estao
ilustrados o dispositivo de acionamento da MB d&xehca dos modelos MB1 e MB2. Dessa
forma, a MB se aproxima bastante do que ocorrealatente na picada do fleb6tomo, que ao
picar o hospedeiro danifica a pele com o auxilieu probdscide, ao mesmo tempo em que
ingere o sangue acumulado no local da picada, bé&auringere algumas células da pele
(ABDELADHIM; KAMHAWI; VALENZUELA, 2014). Outra carateristica que favorece o
uso da MB na avaliacdo da transmissibilidade de é&efato de que a técnica é mais pratica e
rapida quando comparada ao xenodiagnostico, poésspa realizagdo necessita-se de menos

de um minuto.
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3 mm
conventional
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Figura 2:Comparacgédo do tamanho do punch de 3mm utilizadoépsia convencional de pele com a
lamina do dispositivo de microbiépsia (2A), ilug@ia do dispositivo de microbiépsia de pele (2B),
comparac¢do do tamanho da probdscide de um flebotéantiom a ponta da MB que € inserida na pele
(2C) e ilustracdo dos modelos MB1 que sO coletastnaale pele e MB2 com papel filtro interno para
a absorcao de sangue, que foi o utilizado neste@$2D). Fonte Kirstein et al., 2017.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Devido as diferencas metodoldgicas encontradas iteeatlra somadas com a
necessidade de pessoas treinadas e capacitadapdsato cultivo quanto para disseccdo de
flebotomineos, a técnica de xenodiagndstico satbastante laboriosa e cara (MYSKOVA;
VOTYPKA; VOLF, 2008). Em face as dificuldades déss quanto a realizacdo e
padronizacao da técnica de xenodiagndostico, farsessaria a busca por alternativas mais
baratas e simples de avaliacdo da transmissibdidadcdes infectados porinfantum para o
flebétomo.

N&o obstante, faz-se necessario a identificacaonstra bioldgica pouco invasiva para
ser utilizada no diagndéstico da LVC como de loaaspele onde ha focos de parasitos
utilizando biépsias de pele (DOEHL et al., 20INQvas técnicas diagndsticas com amostras
pouco invasivas que sejam rapidas e praticas mamia ganho para o controle da LV por
permitirem a identificacdo precoce dos caes inflxgtaom parasitemia cutanea e que possam
estar participando no ciclo de transmisséo da Go@MERCOSA et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2013).

Uma alternativa minimamente invasiva para substibuxenodiagnéstico e para o
diagndstico molecular com amostras de pele podea 4écnica de MB que se assemelha
bastante com a picada do fleb6tomo, sendo propesliteratura para avaliar a capacidade de
transmissdo de cédes para o vetor (KIRSTEIN et28l17). Assim, é possivel avaliar a
transmissibilidade de um maior nimero de cdes emmenor tempo, com a MB, identificando-
se rapidamente aqueles cdes que realmente estéibwodo para manutencao da doenca. A
avaliacdo da transmissibilidade ap6s a MB podeesdizada com avaliagdo molecular por PCR
ou gPCR, podendo ser realizada com varias amasinagesmo tempo (PROW; LIN; SOYER,
2013). Dessa forma, a infeccao phornfantum em caes também pode ser detectada. Devido a
semelhanca com a picada do flebétomo, e a rapigeatieidade no resultado, a MB pode ser
uma boa alternativa para substituir o xenodiagoosia avaliacdo da transmissibilidade de caes

infectados pot.. infantum, bem como para o diagnostico de CVL nestes animais.

Diante do exposto, a hipétese do presente tral#alt® que a microbiopsia de pele é
igualmente capaz de determinar a capacidade darirssto de cées infectados peishmania
inffantum para o vetorLutzomyia longipalpis quando comparada com a técnica de
xenodiagnodstico e também pode ser utilizada padiagnostico da leishmaniose visceral

canina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Estudar a utilizagdo da microbidpsia de pele colerrativa para o xenodiagnéstico
na avaliacdo da capacidade de transmissdo derféetados poteishmania infantum para

seu vetot_utzomyia longipalpis e para o diagndéstico da leishmaniose visceraheani

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a eficacia da microbiopsia de pele na a@o da transmissibilidade de
caes sintomaticos e assintomaticos infectadokg@sgnmmania infantum para seu
vetor.

» Correlacionar os resultados de avaliacao da trasdnlidade obtidos quando
foi utilizado o xenodiagndéstico ou a microbidpseapkle.

» Comparar os resultados de transmissibilidade obtmom as duas técnicas
utilizadas em diferentes locais da pele do animal.

» Avaliar a eficacia da microbiopsia de pele comoadétdiagnostico alternativo

em relacdo a biopsia convencional de pele.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTABELECIMENTO DA COLONIA DELUTZOMYIA LONGIPALPIS

Para o fornecimento de flebotomineos para a rediizado xenodiagnostico, foi
necessario iniciar e estabelecer uma coléniaLateomyia longipalpis. Foram realizadas
capturas no municipio de Camacari/Ba, onde em esfuévio realizado no laboratorio
identificou-se mais de 98% dos flebotomineos coemals da espécie longipalpis (SOUSA,
2013). Para iniciar a coldnia, o regime de captwestreu semanalmente por trés dias
consecutivos entre os meses de marco e maio de RétbEmenos 5 fémeas e 5 machos foram
separados de cada dia de captura, a dependerrdalgda capturada no dia, a fim de identificar
as espécies de flebotomineos encontradas. No téahoraos flebotomineos foram
contabilizados e mantidos em gaiolas de malhanfiedindo 10x10x10cm. Ao final do terceiro
dia de captura de cada semana, todas as fémeas &imentadas com hamsters (Golden
Syrius) previamente anestesiados, sendo este jmoaE@o aprovado pelo CEUA do IGM sob
o protocolo 007/2016.

No dia seguinte ao repasto sanguineo, as fémeasyitaglas foram transferidas para
potes plasticos (250mL) com o assoalho de gessngpa elas pusessem 0s ovos. Apos 6 dias,
em média, os insetos mortos de cada pote foramades e os ovos foram lavados com
hipoclorito de sodio 1% e alcool 70%, adaptand@semétodos de esterilizacdo de ovos
encontrados na literatura (VOLF; VOLFOVA, 2011).rC@&ste procedimento, objetivou-se
eliminar possiveis patdégenos, como bactérias, fmmggregarinas oriundos do campo que
pudessem interferir no desenvolvimento das larf@asovos lavados foram transferidos para
um novo pote com assoalho de gesso e entdo obesndidriamente de acordo com
metodologia descrita na literatura com algumagagifees como a temperatura, umidade e
fotoperiodo, sendo mantidos a 25°C, >70% de umidatigiva do ar e sem fotoperiodo
(MODI; TESH, 1983). A partir da eclosao dos prirosiovos, as larvas foram alimentadas com
uma mistura fermentada de racdo e fezes de coglhp §té que se tornassem pupas. Os
primeiros adultos emergidos foram expostos a hamgieviamente anestesiados para o
repasto sanguineo junto com os flebotomineos dpealsto ocorreu até 0 momento em que
a colonia se estabeleceu e entdo decidimos quBriaseria “fechada”, as capturas foram
suspensas e somente fémeas da propria colbniargrassaserem usadas para 0 repasto
sanguineo. Alguns adultos, machos e fémeas, fosaaios de cada pote, para a montagem de
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laminas seguida de identificacdo morfolégica usaadchave de Galati (2003), a fim de

confirmar que a espécie da colbnia era delfatongipalpis.

Durante as trés primeiras geracoes da col6nia,neeral médio de ovos por fémea
alimentada em cada pote, nimero de machos e fémeagidos, e a taxa de sobrevivéncia,
foram contabilizados e calculados dividindo-setaltde adultos pelo nimero de ovos em cada
pote e o numero de fémeas alimentadas. Esses ftados coletados para proporcionar um
monitoramento do crescimento da colbnia. Devidacescimento rapido e exponencial, a
contabilizacao de ovos e adultos de cada poterseudaboriosa e demandava muito tempo.
Assim, 0 monitoramento da col6nia, passou a séizagda somente pela contagem do nimero
de fémeas alimentadas por semana que eram cologadpstes para a postura de ovos. Por
sua vez, a colbnia continuou com seu crescimerporeencial, sendo necessario modificar
novamente a forma de monitorar o crescimento dan@l Assim, a contagem do nimero de

potes de cada estagio: ovo, larva e adultos, passeuempregada para monitorar a colonia.

A medida que a colbnia foi crescendo, tanto a gaitlizada com os adultos quanto os
potes usados para as larvas, foram substituidasrggebes maiores. Inicialmente foram
utilizadas gaiolas pequenas de 10x10x10cm, devigouta quantidade de flebotomineos
capturados. A partir da segunda geracdo, foram egagas gaiolas de acrilico medindo
25x25x25cm, tendo uma capacidade em torno de hs@@ois. Em decorréncia do crescimento
exponencial, estas gaiolas foram substituidas giotag ainda maiores medindo 40x40x40cm,
por volta da oitava geracdo, com capacidade degabem torno de 4000 flebotomineos.
Inicialmente, as larvas foram criadas em potediptisde 250mL com o assoalho de gesso,
onde eram colocados entre 1000 e 1500 ovos. Rostente esses potes foram substituidos
por potes maiores de 500mL onde pode-se colocamamr nimero de ovos, até uma
estimativa visual de 5000 ovos.

4.2 SELECAO DOS CAES

O xenodiagnostico e a MB foram realizados em céalsaaos previamente e incluidos
em um estudo de coorte realizado no municipio deagari, pelo Laboratério de Interacédo
Parasita-Hospedeiro e Epidemiologia (LAIPHE), dstitato Gongalo Moniz (IGM). Os cées
foram selecionados aleatoriamente dentre os cékgdos no estudo de coorte, o critério de

incluséo foi a positividade para LVC confirmada peste sorologico (DPP e ELISA), cultura
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ou gPCR de aspirado esplénico. Todos os procednneadlizados nos caes foram aprovados
pelo CEUA do IGM sob o protocolo 014/2016.

Inicialmente foi realizado um teste piloto com 482€ com 0 objetivo de testar a
utilizacdo das MBs e as condi¢des de extracdo ®qB) esse tipo de amostra. Em 26 destes
cées, a MB foi realizada no mesmo dia no qual aim®se aspirado esplénico e pele utilizando
a BC foram coletados para o estudo de coorte db @pi@nimais participavam e foram
selecionados. Assim, os resultados obtidos na MBgligerentes locais da pele do cao foi

correlacionado com os resultados das qPCR do dspasplénico e BC.

Para comparar a MB com o xenodiagnostico na detegédb da capacidade de
transmissdo de cées naturalmente infectadosLponfantum, outros 35 animais foram
selecionados posteriormente quando a colonia Booboas condigdes para iniciar a realizacéo
dos xenodiagndsticos. Dentre estes novos anineesf@am avaliados no piloto também.

Com o intuito de comparar a carga parasitaria dadeid a carga parasitaria da BC,
foram utilizados os resultados da MB e BC de 29 8wsanimais avaliados no estudo de
correlacéo entre a MB e o0 xenodiagndstico. Nose8 céstantes a BC nao foi realizada ou a
amostra ainda néo teve o DNA extraido para redzaga qPCR. Para essa analise, também

foram incluidos os 26 cées do teste piloto queatinmostras de BC totalizando 55 animais.

Os cées foram avaliados clinicamente e classiiegubr escore, de acordo com o
namero de sinais clinicos bem como a gravidadeada am. Ao final da avaliacdo clinica um
escore clinico foi atribuido para cada animal satnase as pontuagfes observadas quanto a
presenca e intensidade de sinais clinicos. Forassificados como sintomaticos os cées que
apresentaram escore maior que 3 e como assintemasaaes com escore igual ou menor que
3. Os sinais clinicos avaliados no exame cliniatilzados para essa classificacdo por escore

podem ser observados na tabela 2.

Os testes soroldgicos (DPP e ELISA), parasitolo@icttura esplénica) e moleculares
(gPCR de baco, sangue e pele) foram realizados geteEaminacdo da positividade para
infeccdo porLeishmania nos animais. Foram considerados elegiveis pamal&Zzacdo do
xenodiagndéstico, 0s animais sintomaticos e os @sséticos com presenca do protozoario

Leishmania infantum detectados por pelo menos uma das técnicas disgasdsupracitadas.



37

Tabela 2: Sistema de escore clinico utilizado pagaupar os cdes em dois grupos,
assintomaticos (escofe3) e sintomaticos (escore > 3).

. . Pontuacéo
Sinal Clinico
0 1 2
. Normal ou o~
1. Estado Nutricional Magro Caquetico
obeso
2. Coloragao Mucosas Normal Anémico
3. Dermatite periocular Ausente Ao redor de um olhoAo redor de dois olhos
4. Crostas em orelhas Ausentes Em uma orelha Emattatbas
5. Ulceras em orelhas Ausentes Em uma orelha Esatethas
6. Despigmentacao no Em menos que 1/3do Em mais que 1/3 do
. Ausente . .
Focinho focinho focinho
7. Hiperqueratose no Em menos que 1/3do Em mais que 1/3 do
. Ausente . :
focinho focinho focinho
8. Leséo no focinho Ausente Leséo inicial mucosa sabeamaior ulcerada
9. Volume do Bago N&o palpavel Palpavel
10. Onicogrifose Ausente Discreto aumento AumeRrfressivo
. Focal em alguns pontos dp_ .

11. Alopecia Ausente d P ﬁ/lals que 1/3 do corpo

corpo

. , Focal em alguns pontos dp_ .

12. Dermatite furfuracea Ausente co?po P ﬁ/lals gue 1/3 do corpo

. Um ou dois

. . Um ou dois linfonodos do .
13. Linfadenopatia Ausente linfonodos de pares
mesmo par .
diferentes

Antes da realizagdo do xenodiagndstico, o propitetios animais foi questionado se
o cao foi banhado com algum produto quimico repelénseticida ou que produza odor, ou
ainda se foi utilizada coleira repelente contrauadgnseto, pulga e carrapato. Nos casos de
resposta afirmativa, foi solicitado que o céo fdsaehado até 3 dias antes do procedimento
com sab&o neutro. Tais medidas visaram evitareaf@néncia de produtos inseticidas ou com
odor forte na taxa de alimentacao dos fleb6tongssiracomo, na mortalidade dos insetos apos

0 eXame.

4.3 TESTE PILOTO DA MICROBIOPSIA DE PELE

As MBs de pele foram realizadas com dispositivos2MBescritos por Kirstein e
colaboradores (2017) que também permitem a cotardpequeno volume de sangue, além
da coleta de uma pequena amostra de pele (0,13Pana)isso, foram selecionados 40 animais,

sendo 14 assintomaticos e 26 sintomaticos. O dispp$1B2 foi acionado em cada local
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testado de cada cao, sendo mantido por algunsdegpara que a sua camada interna de papel
absorvesse o sangue gerado por sua utilizagdo. Apgizacdo da MB, as laminas de metal
foram retiradas dos dispositivos com o auxilio oiegs e tesouras previamente esterilizadas
com alcool 70% (Figura 3). Em seguida foram colasagm microtubos (1,5mL) contendo
200pL do reagente de extracdo ATL do kit de extrdgBlAeasy Blood&Tissue - Qiagen®,
com a ponta contendo o material coletado em diragdando do tubo, garantindo que todo o
material da MB permanecesse submerso no ATL. Osstitiram levados ao laboratério e

acondicionados a -20°C até o momento da extrac&u\ga

Figura 3: Manuseio do dispositivo de MB apés a coleta da &amake pele
comecando pela abertura do dispositivo (3A), rééirdo plastico no qual as
laminas de metal com a amostra ficam inseridas, (BByada das laminas
contendo a amostra utilizando pingas previamenegiézadas com alcool 70%
(3C) e armazenamento em microtubos de 1,5mL coat2@@ulL de reagente
de extragdo (3D).

Com o objetivo de testar os melhores locais nageelem cdo para a deteccdo do DNA

de Leishmania, foram realizadas MBs em diversos locais comoainfm, orelhas direita e

esquerda, ombro, patas e abdémen (Figura 4). Tandy@&m testados locais que tinham a
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presenca de lesGes cutaneas caracteristicas dad@vi@ nddulos, bordas de Ulcera, e locais

com despigmentacéo e alopecia.

Figura 4: Realizacédo da microbiépsia de pele na face intéanarelha esquerda de céo naturalmente
infectado porL. infantum (4A) e da bidpsia convencional com punch de 3mnmaemo cao, sendo
realizada na regido escapular esquerda (4B).

4.4 XENODIAGNOSTICO X MICROBIOPSIA DE PELE

Utilizando os mesmos critérios de selecdo anteeote empregados, foram
selecionados 20 cédes sintométicos e 15 assintaaat@ra avaliacdo de correlagdo entre o
xenodiagndstico e a MB. Baseado nos testes comddizados anteriormente, a face interna
da orelha esquerda do cao, o focinho e o abdonmgurés 5A e 5B) foram selecionados como
os locais para realizacéo. O primeiro sitio, a faterna da orelha, foi escolhido devido a sua
rica vascularizacao, facilidade de manejo, o lposisuir poucos pelos e por ser utilizado em
diversos trabalhos encontrados na literatura, o pprenite comparagbes. O focinho foi
escolhido por ter sido o local com maior positideana MB no estudo piloto realizado, pelo
local possuir poucos pelos, ser bem vascularizaigo #equentemente a presenca de lesdes
cutaneas caracteristicas de LVC. A escolha do abdgrara a realizacdo do xenodiagndstico
se deu por este sitio ser distante dos outrossitins escolhidos e também por possuir poucos
pelos. Tanto o xenodiagnostico quanto a MB foraatizados nos mesmos locais em cada céo
avaliado, sendo realizado primeiramente o xenodstiggo. Em relacdo a MB, foi aplicada a

mesma metodologia de coleta descrita anteriormente.

Em cada xenodiagndstico foram utilizadas entre 80 #meas com quatro a seis dias
de idade. Para a realizacédo do repasto, as féroean tolocadas dentro de um recipiente

préprio confeccionado no laboratério (Figura 5Q)r Pheio de uma malha fina, as fémeas
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tinham contato com a pele do animal por um per@®80 minutos, para que elas realizassem

0 repasto sanguineo.

Figura 5: Sitios da pele usados para a realizacdo do xerdiiago e microbiépsia de pele,
representando 5A: o focinho, face interna da oretpuerda e abdémen, 5B: inflamacéo local apos a
realizacdo do xenodiagnéstico, 5C e 5D: o recipiarilizado no xenodiagnostico no qual foram
colocadas entre 60 e 80 fémeas de flebotominecapaaizacdo do exame.

Apés a realizacdo do xenodiagnéstico, as fémeélslatomineo foram levadas para o
insetario do LalPHE no IGM e foram entdo separgdasito a realizacdo de repasto sanguineo
durante o xenodiagnostico. As fémeas foram subase#dCQpor um breve momento para
que elas dormissem e entdo foram colocadas sobrpatencom gesso gelado para que
demorassem a acordar. Dessa foram, as fémeas @dasrioram separadas e aquelas que néo
se encontravam alimentadas foram descartadas éFguOs insetos foram mantidos por até
10 dias sob condicGes controladas de temperatsdC(2/-1°C) e umidade (>80%),
alimentando-se de solucdo agucarada a 50%.
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Figura 6: Separagdo das fémeas de flebotomineo alimentad#s @prepasto sanguineo no
xenodiagndstico com a representacdo dos insetosirtto sobre o gesso do pote gelado durante a
separacdo em 6A e trés fémeas observadas atraestedeomicroscopio em 6B, sendo a da extrema
esquerda considerada pouco alimentada, a do cbketroalimentada e a da extrema direita, n&o
alimentada.

Foram utilizados potes plasticos de 500mL com aggimodificacdes para acomodar
os flebotomineos até que fossem feitas as dissedéatre as modificacdes, foi realizado um
furo na tampa que juntamente com uma malha finaafex o recipiente, sendo colocado um
pedaco de algoddo embebido em solucdo acucaradeineanda malha como fonte de
carboidrato e energia para os flebotomineos. @Qubdificag&do consiste em um segundo buraco
na lateral do pote, onde foram coladas duas cam@deldsorracha com cortes vertical e
horizontal em cada uma. Esses cortes na borracdra &obrepostos de forma a impedir a fuga
dos flebotomineos e no lado externo havia uma apdeita com fita adesiva para garantir o
fechamento do pote (Figura 7). Dentro do pote fozalocados dois pedacos de papel toalha e
um pequeno pote com gesso umedecido para garatta @amidade e servir de substrato para
a postura dos ovos. Os potes foram armazenadoairas plasticas de 9,3L, sendo agrupados
em trés potes por caixa, representando os tréslegmbsticos de cada cdo. Para garantir a alta
umidade dentro da caixa plastica, foram utilizaelsonjas umedecidas. A cada dois dias as
caixas e potes foram observados, trocando-se et algoddo com solugdo agucarada,
umedecendo as esponjas e pequenos potes com gads0 dos potes e retirando os
flebotomineos mortos.
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Figura 7. Recipientes utilizados para manter os flebotominapds a separagdo das fémeas
alimentadas até a realizacao das dissecc0es, mrdsentado o interior do pote com um pequeno pote
de gesso e papeis afixados nas paredes em 7Areaddémeas de flebotomineo alimentadas pousadas
sobre papel toalha apos a separacédo das mesmds em 7

Com o intuito de monitorar a infeccéoldeénfantum no intestino dos flebotomineos, as
femeas foram avaliadas em trés momentos apds stoepanguineo. No primeiro, foram
separadas 5 fémeas alimentadas de cada localaempédd em média 4h da realizacdo do
xenodiagnoéstico, para avaliar por meio da qPCR qgaatidade de parasita detectada com a
MB é comparavel com a quantidade que um flebotomingere no repasto sanguineo. No
segundo ponto de avaliacdo da infeccao, cinco fétnesram seus intestinos dissecados entre
0 segundo e terceiro dia apos o repasto sanguiopoa finalidade de detectar a presenca de
L. infantum no intestino dos flebotomineos (Figura 8). Por fing terceiro ponto do
xenodiagnéstico, 15 fémeas ou todas as sobrevivdieram seus intestinos expostos e
avaliados entre o oitavo e décimo dia com o inttétse avaliar o estabelecimento da infeccao
porL. infantume a presenca de parasitas metaciclicas infect@i¢esa 8). Nas situacdes onde
mais de 15 fémeas sobreviveram até o Ultimo moméatavaliagdo, as fémeas excedentes
foram acondicionadas a -20°C em microtubos de 1&wntendo 200uL de ATL para posterior
extracdo de DNA e PCR seguindo a mesma metodofggjieada nas fémeas separadas no

primeiro ponto de avaliacdo do xenodiagnéstico.
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Para a disseccao no segundo e terceiro ponto tlagieada infeccao de. infantum,
as fémeas de flebotomineo foram sugadas com aspieaexpiradas em solucao diluida de
detergente com o auxilio de um capturador maneakles dessa forma sacrificadas. ApOs o
sacrificio as fémeas foram lavadas, para remocatetiwgente e colocadas em solucéo salina
estéril para manutencdo da osmolaridade até seilsmmcddas. A disseccdo e exposicao do
intestino foram realizadas em laminas de vidro eaxilio de pingas entomoldgicas em um

estereomicroscopio, enquanto que a procura e fibagio das formas promastigotas foram

realizadas em microscopio Optico na objetiva de @aura 8).

Figura 8: Observacdo dos intestinos dissecados por meioaesrtopia 6ptica, sendo um intestino
sem a presenca de parasitos (40x) representaddAenm@& massa de parasitos (circulo vermelho)
saindo de um intestino médio infectado (10x) em &Bmas promastigotas de leishmania (setas
vermelhas) saindo da valvula estomodeal (40x) 8dldsdias da realiza¢@o do xenodiagnostico em 8C,
e também formas promastigotas (setas vermelh@sjnm ao intestino dissecado 2 dias apds o repasto
sanguineo (8D).
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4.5 BIOPSIA CONVENCIONAL DE PELE

Para testar o desempenho da MB como uma técr@aativa para o diagnoéstico da
LVC, BC utilizando punch de 3mm (Kolplast, Brazijram realizadas nos mesmos caes
avaliados com a MB e xenodiagnéstico. As BCs foraatizadas na escapula esquerda do cao
de acordo com o padronizado e estabelecido nodadyar (RAMPAZZO et al., 2017). Apls a
retirada, a amostra de pele foi manuseada comséstarilizadas com alcool 70% e colocadas

dentro de criotubos (2mL) contendo 50uL de salinenmeazenadas no laboratério a -20°C.

4.6 EXTRACAO DE DNA
4.6.1 Microbiépsia de pele

Para a extracdo do material genético das MBsitildiado o protocolo fornecido pelo
fabricante do kit de extracdo DNAeasy Blood&Tissu®iagen. Foram adicionados 20uL de
proteinase k em cada tubo, sendo estes entdo ohwsibeb6°C por trés horas em banho maria.
Apos a incubacao, foram seguidos os mesmos proeatisipreconizados pelo fabricante. Ao

fim da extracdo, o material genético foi eluido®0pL do eluente fornecido pelo préprio Kit.

4.6.2 Bidpsias convencionais de pele
O material genético das amostras de pele obtioiaB® da regido escapular esquerda
do cdo com punch de 3mm foi extraido de acordo m@todologia previamente padronizada
no laboratério, também utilizando o kit DNAeasy &l&Tissue - Qiagen® (RAMPAZZO et
al., 2017).

4.7 PCR QUANTITATIVA

Foi utilizada PCR quantitativa em sistema duplerapm deteccdo do KDNA de
infantum nas amostras de BC e MB. Com essa metodologiay takDNA delLeishmania
guanto o gene 18S de mamiferos foram investigaalosasma reacao de acordo com o descrito
por Rampazzo e colaboradores (2017). As amostrasftestadas em triplicata e consideradas
positivas quando apresentaram Ct <40 na reacdodeteacdo do KDNA e possuiam DNA

integro e viavel, apresentando Ct entre 12 e 2& pareacao para deteccdo do 18S.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A taxa de alimentagcdo nos xenodiagndsticos foiutadia dividindo o namero de
flebotomineos fémea alimentados pelo numero dedémtizadas no xenodiagnostico (entre
60 e 80).

A taxa de infeccdo nos xenodiagnoésticos foi deteatg pelo nimero de intestinos com
a presenca de promastigotad dmfantum dividido pelo niumero total de intestinos dissesado
do mesmo ponto de avaliacdo. Para correlaciortaxas de infec¢cdo encontradas com o escore

clinico de cada céo, foi utilizado o teste de Spear

A taxa de positividade na MB e BC foi calculadaidivdo o nimero de animais com

resultado positivos pelo numero de animais totaliado.

O teste exato de Fisher foi utilizado para analisarorrelacdes: i) entre as positividades
das MBs realizadas em diversos locais da pele aéiglno teste piloto, ii) entre 0 nUmero de
resultados positivos da gPCR de aspirado espléBC@® MBs realizadas nos 26 cées do teste
piloto nos quais também foram coletadas amostraagie e pele no estudo de coorte, iii) entre
a classificacao clinica e o resultado do xenodisfitw e MBs, iv) entre 0s cdes positivos em
algum dos xenodiagnosticos e alguma das MBs, bem com aqueles cées positivos nas BCs,
vi) e também entre os animais positivos em alguasaMBs , entre o resultado das MBs e o
obtido com a BC.

Para avaliar a concordancia entre os testes rdatizZai utilizado o coeficiente Kappa
de Cohen nas comparacdes: i) entre a positividadacemenos uma das MBs ou do focinho
e/ou orelhas com os resultados positivos do aspeaglénico e BC, ii) entre o resultado do

xenodiagnostico e das MBs e BCs, iii) entre osltadas das MBs e BCs.

O Odds Ratio foi calculado para avaliar a chancarda MB ou xenodiagnostico ser
positivo dado que, no local de realizagdo dos meshavia a presenca de lesdes caracteristicas

da LVC como ulceras, nédulos, despigmentacédo edupeatose.

A fim de comparar a carga parasitaria da MB coma@a da BC, a primeira foi
corrigida, multiplicando-se por 6000, de acordo anfiato da amostra de pele coletada pela
MB ser 6000 vezes menor em comparacao ao puncimie(BIN et al., 2013). Foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para awalieorrelacdo entre as cargas parasitarias
das MBs e BCs. O teste de Mann-Whitney foi utilzgdra comparar as cargas parasitaria das
MBs com resultado positivo dos cées sintomatic@s®ntomaticos. A cargas parasitarisa
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obtidas nas MBs também foram correlacionadas casacore clinico utilizando o teste de
Spearman.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTABELECIMENTO DA COLONIA DH.. LONGIPALPISDE CAMACARI

Foram capturados 2741 flebotomineos em CamacaniB8#\¢ois meses de captura para
iniciar a colbnia. Dos flebotomineos coletados passdos para identificacdo da espécie, a
grande maioria foi identificada como sendo da @sda¢zomyia longipalpis, exceto aqueles
capturados em uma residéncia no bairro de Machadggmdo este local de captura excluido

nas coletas seguintes.

Os flebotomineos das primeiras geracdes que foegarados para a identificacéo,
foram identificados como sendo da espétielongipalpis, resultado confirmado por
especialistas do LACEN/BA. Dentre os 2741 insetgdwados, 822 eram fémeas que foram
expostas a hamsters Golden Syrius no insetarioGdé, Ipara que realizassem o repasto
sanguineo. Em média, 80% das fémeas selvagensrami@ram do sangue do hamster. Na
tabela 3, observam-se os dados das primeiras gsrdedcol6nia e o crescimento no nimero
de ovos e da razdo do numero de fémeas emergidaslagiio ao nimero de fémeas

alimentadas que puseram 0s ovos desta geracao.

Tabela 3: Acompanhamento das primeiras geragcoesotfania de L. longjpalpis de

Camacari/BA.
Fémeas Numero Fase larval Adultos Proporc¢ao Fémeas
Geracdo alimentadas de ovos (média em dias) emergidos fémeas/machos produzidas
FO 88
F1 389 10504 35 6981 1,04 6,71
F2 1537 33275 40 2728 0,87 8,39
F3* 527 10550

* - As contabilizagbes foram reduzidas a partir deeiest geracdo, permanecendo somente a

contagem do numero de fémeas alimentadas coloeadaada de oviposicéo.

No gréfico da figura 9A, esta exposto o crescimelatcolonia no seu primeiro ano de
acordo com o numero de fémeas alimentadas por sequenforam colocadas para por ovos
em potes plasticos com o assoalho de gesso. Nasbelp, os picos de producao ficaram cada
vez maiores atingindo um numero de 5683 fémeasatemas em uma semana. A contagem
de potes como forma de monitoramento do crescintentmlonia pode ser observada na figura
9B. Observa-se que o numero de potes também creistieamente, comegando com 20 potes

no inicio da contagem e tendo seu apice com 12%pot
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Figura 9:Monitoramento da col6nia de longipalpisde Camagcari/BAo seu primeiro ano (entre maio
de 2016 e abril de 2017), sendo contabilizados @fiignra 9A o niumero de fémeas alimentadas por
semana e em 9B o numero total de potes da cokgmnaanalmente, entre setembro de 2016 e maio de
2017.

5.2 AVALIACAO PILOTO DA MICROBIOPSIA DE PELE
A fim de compreender o funcionamento da MB, l4scassintomaticos e 26
sintomaticos foram testados em diversos locais confocinho, orelhas, regido escapular

esquerda, patas e areas com alopecia. Destes snamail4 (35%) houve deteccdo do kDNA
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em MBs, sendo trés (21%) caes assintomaticos, esaitado positivo na MB realizada no
focinho e 11 (79%) sintométicos com pelo menos dasaMBs com resultado positivo. Entao
houve positividade na MB em trés (21%) dos 14 e&sstomaticos avaliados e em 11 (42%)
dos 26 sintomaticos avaliados. Houve diferencaissta na deteccdo do KDNA do parasito
com MB entre os cdes sintomaticos e assintomatidagabela 4, pode-se observar tanto o
diagnostico prévio utilizado para selecionar o abiquanto as positividades encontradas no
estudo dos cées selecionados.

Tabela 4: Diagnostico previo e positividade enamdrnos 40 caes selecionados para o estudo
piloto.

(continua)
Diagnostico prévio Positividade no estudo piloto
Animal Escore DPP ELISA gPCR* Cult Es. BC AE MB
1 0(A) (¥ (+) (+) (+)
2 0(A) (¥ (+)
E 3 1A ) (+) (+) (+) (+)
=~ 4 2(A) () (+)
2 5 2(A) (4 (+)
% 6 2(A) () (+)
11 7 3A) ™) (+) (+)
8 8 4 (+) (+) (+) (+)
o 9 4(S) () (+) (+) (+) (+)
g8 10 408) ) (+) (+) (+)
3 11 4 (S) (+) (+) (+)
o 12 506) ™) (+)
a 13 5(S) (+) (+) (+) (+) ()
c 14 5(S) (+) (+) (+)
S 15 65 * ™ (+) (+) (+) (+) (+)
g 16 6(S) (+) (+) (+)
= 17 6(S) () (+) (+)
o 18 6(S) () (+)
g 19 7(S) () (+) (+) (+) (+) (+) (+)
o 20 7(S) () (+) (+)
o 21 8(S) () (+) (+)
& 22 9(S) (+) (+)
8 23 11(8) (%) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
N 24 12 (S) (+) (+)
25 14 (S) (+) (+) (+) (+)
26 15(S) (+) (+) (+)
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(concluséo)

Diagnéstico prévio Positividade no estudo piloto

» Animal Escore DPP ELISA gPCR* Cult. Es. BC AE MB
S 27 0 A ) & nr. nr.

g 28 1(A) (+) (+) (+) nr. nr.

nd 29 1(A) (+) nr. nr.

8 30 1(A) (+) nr. nr.

S 31 1) +) &) nr. n. (+)

% 32 2(A)  (+) (+) (+) nr. nr.

E) 33 3(A) (+) (+) nr. nr. (+)

;g 34 4 (S) (+) nr. nr.

8 35 4 (S) (+) (+) nr. nr.

= 36 5(S) (+) nr. nr.

4 37 5(S) (+) nr. nr.

S 38 5(8) (+) (¥ nr. nr.

S 39 8(S) () (+) (+) nr. nr. (+)

40 98 ) ) ) nr. nr. ()

*Positividade na gPCR de sangue, pele e/ou aspéesplénico
A — Assintomatico

S - Sintomatico

BC — Bidpsia convencional

AE — Aspirado esplénico

MB — Microbiopsia de pele

nr. — Nao realizado

Na tabela 5 observa-se a carga parasitaria deteetaccada amostra de MB avaliada
dos animais positivos. A carga parasitaria variotee0,85 e 3566,5eishmania, sendo em
média maior nos cées sintomaticos do que nos asstitos, 736,84 e 10,93 respectivamente.
Nao houve diferenca estatistica significativa eatreargas parasitaria das MBs com resultado

positivo nos caes sintomaticos e assintomaticos.
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Tabela 5: Microbiépsias de pele com resultadogiposi realizadas em diversos locais da pele,
e suas cargas parasitarias detectadas por qPCRImud®s que tiveram pelo menos uma MB
com resultado positivo.

Carga parasitaria detectada nas microbiopsipele&*

cao SO pocinho  OE oD REE pata -0cal com
clinico* alopecia

1 0 (A) 511 0 0 nr. nr. nr.
31 1(A) 1,26 2,55 0 nr. nr. nr.
33 3 (A) 34,82 0 0 nr. nr. nr.

8 4 (S) 2327,25 3,17 0 nr. nr. nr.
9 4 (S) 53,57 0 0,85 nr. nr. nr.
11 4 (S) 0 0 nr. 2,17 nr. nr.
13 5(S) 0,14 nr. 0 nr. nr. nr.
15 6 (S) 0,42 0,42 0,52 nr. nr. nr.
19 7 (S) 140,2 2724,3 243,0 nr. 2,4 nr.
39 8 (S) 3,15 3185,34 3175,74 nr. nr. nr.
40 9(S) 85,49 0 0 nr. nr. nr.
23 11 (S) 3566,5 806,9 0 576,3 nr. nr.
25 14 (S) 6,11 nr. 0 nr. nr. nr.
26 15 (S) 0 0 4,64 nr. nr. 38,78
Positividade (no

de positivos/no. 86% 50% 38% rxk rxk *hk

total avaliado)
A — Assintomatico

S - Sintomatico

OE - Orelha esquerda

OD - Orelha direita

REE — Regido escapular esquerda

nr. — Nao realizado

*p<0,05 teste exato de Fisher

**p>0,05 teste de correlacdo de Spearman

*** . A taxa de positividade nédo foi calculada dewiao baixo nimero de MBs realizadas nestes
locais da pele

As MBs de 26 dos 44 cées testados neste pilotonfoealizadas no mesmo momento
de coleta de aspirado esplénico e BC do estudoaktecdo qual os caes foram selecionados.
Assim, a sensibilidade de detec¢cdo da infeccdoLpshmania na qPCR destas amostras
bioldgicas foram comparadas com a obtida com as &Bw® pode ser observado na figura 10.
Comparando a positividade em pelo menos uma dasddi® focinho e/ou orelhas com os

resultados positivos da gPCR do aspirado espléni&&, ndo houve diferenca estatistica



52

significativa (Teste de Fisher). O indice de codéacia Kappa variou entre 0,096 entre os
resultados da MB da orelha direita com o aspiraghtéaico e 0,480 entre o resultado de pelo

menos uma MB com resultado positivo com os resodtald gPCR do aspirado esplénico.
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Figura 10: Histograma das sensibilidades das gPCRs de aspirado
esplénico (AE), bidpsia convencional de pele comchude 3mm (BC) e
microbidpsias de pele (MB), avaliando 26 cédes gquantdeteccdo de
infeccdo natural pok. infantum. As MBs foram realizadas no focinho e
nas orelhas esquerda (OE) e direita (OD), sendmwes locais, regiao
escapular esquerda, pata e area com alopeciadmirdessa andlise
devido a baixa amostragem nestes locais. A anélisgmndo o teste exato

de Fisher ndo mostrou diferenca estatisticamemgafisante entre os
grupos.

5.3 COMPARA(;AO ENTRE RESULTADOS NO XENODIAGNOSTICO
MICROBIOPSIAS DE PELE

Tanto o xenodiagndstico quanto a MB nao detectaranesenca de. infantum nos 45
locais de pele avaliados nos 15 cédes assintomaticalsados. Nos 20 cdes sintomaticos
avaliados foi possivel detectar transmissdo dospiargara flebotomineos em trés animais
(15%). Na tabela 6, observa-se tanto o diagnogtiéuio utilizado para selecionar o animal

guanto as positividades encontradas no estudoddssselecionados.
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Tabela 6: Descricdo geral dos 35 caes selecionpdos 0 estudo entre a MB,
xenodiagnéstico e BC.

Diagnaéstico prévio Positividade no estudo

Animal - EScore o5 F|SA  qPCR* Cul.Es. BC _ Xeno.  MB

1 0 (A) (+) (+)

2 0 (A) (+) (+)

3 1(A) (+) (+)

4 1(A) (+) (+)

5 1(A) (+) (+)

6 1(A) (+)

7 1(A) (+) (+)

8 1(A) (+) (+)

9 2(A) (+)

10 2 (A) (+) (+)

11 2 (A) (+)

12 2 (A) (+) (+) (+)

13 3 (A) (+)

14 3 (A) (+) (+)

15 3(A) (+) (+)

16 4 (S) (+) (+) (+)

17 4(S) (+) (+) (+)

18 5(S) (+)

19 5(9) (+)

20 5(S) (+) (+) (+)

21 5(9) (+)

22 6 (S) (+) (+)
23 6 (S) (+) (+)

24 6 (S) (+)

25 7(S) (+) (+)
26 7(S) (+) (+) (+) (+)
27 8 (S) (+) (+)
28 9(S) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
29 9(S) (+) (+) (+)
30 11 (S) (+) (+) (+) (+)
31 12 (S) (+)
32 12 (S) (+)
33 12 (S) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
34 12 (S) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

35 15(S) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

*Positividade na gPCR de sangue, pele e/ou aspéesplénico

A — Assintomatico
S - Sintomatico

BC — Bidpsia convencional
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AE — Aspirado esplénico
MB — Microbiopsia de pele

nr. — Nao realizado

Na tabela 7, pode-se observar as taxas de alindengaipfeccdo dos xenodiagnosticos
nos trés locais da pele avaliados nos cées sintmeaiNado houve diferenca significativa
quando a classificacdo clinica foi correlacionadan ca capacidade de transmissao pelo
xenodiagnostico (teste exato de Fisher). As tagamfgccdo variaram entre 13% e 50% no
ultimo ponto de avaliacdo apds o xenodiagnosttoaes os flebdétomos com resultado positivo
apresentavam, visualmente, alta carga parasitanapresenca de parasitos bem ativos na
forma de promastigota metaciclica. Ndo houve difgaesstatistica significante na correlacéo

entre as taxas de infeccao e o escore clinice (testorrelacdo de Spearman).

As taxas de alimentacao dos fleb6tomos nos xenodsigos realizados variaram entre
4% e 96%, sendo em média maior na face internaalhaoesquerda, com 64%, seguido do
abddémen (63%) e focinho (48%). Em todos os xenodisticos, onde houve transmisséo,
independente do sitio da pele avaliado, houve araade alimentacdo igual ou superior a 48%.
Um animal transmitiu o parasito somente no xenadiatico realizado na face interna da orelha
esquerda (82% de alimentacéo) e outro animal senmenfocinho (48% de alimentacao). O
terceiro cao que teve algum xenodiagndstico pasitansmitiu tanto pelo focinho quanto pelo
abddémen (63 e 65% de alimentacdo). Este mesmoes@ofliebotomineos infectados no
xenodiagnoéstico do abddémen tanto na avaliacdoipsectdo e microscopia Optica no 2° e 9°

dia apds o repasto sanguineo.
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Tabela 7: Taxas de alimentacdo dos xenodiagnésteadizados no focinho, orelha esquerda e abdérae20dcdes sintomaticos naturalmente
infectados pot.. infantum e suas taxas de infeccdo no segundo (entre B2Uia) e terceiro (entre o 8° e 10° dia) pontosdaiacdo apos o
repasto sanguineo.

Escore

Taxa de alimentagao* %

Taxa de infec¢cdo dos Xenodiagnosticos % (n)

Cio  Clinico 2° - 3° dia apds** 8° - 10° dia apds Taxa de infeccao
Focinho OE Abdémen Média  Focinho OE Abdémen  Focinho OE Abdémen 9lobal % (N)
16 4 31%  38% 46%  38% 0% (47)
17 4 55% 66% 71% 64% 0% (59)
18 5 20% 4% 46%  23% ° o 0% (32)
19 5 58% 58% 45% 53% 0% (60)
20 5 54%  76% 54%  61% 0% (72)
21 5 65% 70% 69% 68% 0% (67)
22 6 25%  60% 51%  45% 0% (57)
23 6 28% 89% 48% 55% 0% (36)
24 6 33%  58% 87%  59% 0% (35)
25 7 73% 51% 68% 64% 0% (60)
26 7 50%  96% 86%  80% 0% (55)
27 8 65% 63% 79% 69% 0% (60)
28 9 65%  65% 63%  64% 20% (5)  40% (5) 18% (11) 14% (35)
29 9 61% 70% 81% 71% 0% (60)
30 11 48%  48% 58%  51% 13% (15) 3% (60)
31 12 79% 86% 50% 2% 0% (60)
32 12 72%  62% 87%  73% 0% (28)
33 12 21% 65% 549% 47% 0% (52)
34 12 26% 5% 45%  45% o 0% (29)
35 15 53%  82% 65%  67% 50% (8) 11% (35)
Positividade 0% 0% 5% 10% 5% 5% 1% (999)
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* - Taxa de alimentacao foi calculada pelo numerdlebotomineos fémea alimentados sobre
0 numero de fémeas utilizadas no xenodiagnostitog €0 e 80).

** . Taxa de infeccdo foi determinada pelo numem idtestinos com a presenca de
promastigotas de. infantum sobre o niumero total de intestinos dissecados donm@onto de

avaliacéo.

0 - Frequéncia relativa de caes sintomaticos paositho xenodiagnoéstico
n — Numero de intestinos dissecados

N — Total de intestinos de flebotomineos dissecadosnimal

OE - Face interna da orelha esquerda

o - Somente trés fémeas alimentadas em decorrén@aadser agressivo € nao permitir que o

xenodiagnostico fosse realizado por 30 minutos.

o - Devido a baixa taxa de alimentacéo, ndo howhotbmineos dissecados

Em todos os trés animais positivos no xenodiagemstodos os locais de pele, onde
houve transmissao dainfantumao vetor foram positivos nas MBs correspondent@@%dde
concordancia). Para avaliacdo da correlacdo entrlasasificacdo clinica dos animais e a
positividade na MB, os 20 cées sintomaticos forabaivididos em 11 cdes com quadro clinico
moderado e 9 cdes com quadro grave. Nos animaisdoemca moderada, somente a MB
detectou animais positivos e todos os xenodiagrassforam negativos. Nos cdes com doenca
grave, as duas técnicas detectaram a presencaait@acomo pode ser observado na tabela
8. Porém, a taxa de infectividade dos cées foi meorm o xenodiagnostico (9%) em relacdo a
detectada na MB (23%), tendo sido realizadas nasmoe locais, 0 repasto sanguineo dos
flebotomineos fémeas e a MB. Esta diferenca faitissitamente significante com p<0,05 na
analise com o teste exato de Fisher e os doistaptesentaram um indice de concordéancia
Kappa de 0,481. Houve correlacdo entre a claagliw clinica e a positividade na MB
(p<0,05).
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Tabela 8: Percentual de cdes que transmitiraimfantum ao vetorL. longipalpis por meio do
xenodiagnéstico e MBs com kDNA do parasito detextsat gPCR, realizados no mesmo local
da pele de 35 cées naturalmente infectados comenliés classificacdes clinica.

Taxa de infeccao % (n)

Classificacao

clinica (n) Xenodiagnaostico MB
Focinho OE Abddmen Focinho OE Abddmen

Assintomatico (15) 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Sintomatico (20) 10% (2) 5% (1) 5% (1) 25% (5) 20% (4) 15% (3)

Moderado (11) 0% 0% 0% 0% 9% (1) 18% (2)

Grave (9) 22% (2) 11% (1)  11% (1) 56% (5)  33% (3) 11% (1)
Total (35) 6% (2) 3% (1) 3% (1) 14% (5) 11% (4) 9% (3)
Geral (35)* 9% (3)** 23% (8)

n — NUmero de animais

OE - Face interna da orelha esquerda

MB — Microbidpsias de pele

* - Alguns caes foram positivos em mais de umalldagele

** - Houve diferenca estatistica significante erdsetécnicas com p<0,05, teste exato de Fisher
e indice de concordancia Kappa=0,481.

Dos xenodiagnosticos realizados nos 20 cées sititows, foram dissecados entre 28 e
72 flebotomineos utilizados em cada animal, comard# os dois momentos de dissecc¢do apos
0 repasto sanguineo. Assim, considerando o nunogaib de intestinos dissecados nos trés
locais e nos dois momentos de dissecc¢ao, a inigatie dos trés caes positivos foi de 3%, 11%
e 14%. Deste mesmo grupo de animais sintomatic@s,irtestinos de flebétomos foram
dissecados e observados sob microscopia Opticdg stontrada a presencaldenfantum
em 1% (12/999) deles. Na tabela 9, destaca-seaaltaifeccéo de cada local de realizacéo do
xenodiagnéstico avaliado, calculada pela divisdondmero de intestinos positivos pelo
namero de intestinos dissecados nos dois pontasal@cdo apds o repasto sanguineo. Nesta
mesma tabela estdo dispostas também as cargaggr@asietectadas pelas MBs realizadas
nos mesmos locais que variou entre 0,84 e 3153 @&itas. Nao houve diferenca estatistica
significante entre a carga parasitaria das MBs esapre clinico (teste de correlacdo de
Spearman).
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Tabela 9: Taxas de infec¢do de cada cdo no xegraitico e carga parasitaria detectada nas
MBs realizadas no focinho, orelha esquerda e abd@ee20 caes sintomaticos naturalmente
infectados pot.. infantum.

n — NUmero de intestinos de flebotomineo dissecados

Escore Focinho OE Abddémen
Cao clinico Xeno% (n) MB(CP) Xeno% (n) MB(CP) Xefo(n) MB (CP)

16 4

17 4

18 5

19 5

20 5

21 5

22 6 393,88

23 6

24 6

25 7 3,83 1,12
26 7 55,75
27 8

28 9 20% (10)  7832,37 1526,87  19% (16) 0,84
29 9

30 11 10% (20)  31589,88

31 12

32 12

33 12 13431,80 66,65

34 12 48,34

35 15 31% (13) 11,71

Positividadé 10% 25% 5% 20% 5% 15%

Xeno - Xenodiagnéstico

OE - Face interna da orelha esquerda
MB — Microbidpsias de pele

CP — Carga parasitaria medida por g°PCR

0 - Frequéncia relativa de caes sintomaticos pasitho xenodiagnoéstico e MB
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5.4 PRESENCA LESAO CUTANEA CARACTERISTICA DA LVC

Foi observada a presenca de lesGes cutaneas coema, aidédulos, despigmentacédo e
hiperqueratose no focinho, caracteristicas da L\S sitios anatdmicos onde foram realizados
0 xenodiagndstico e microbiopsias. Dessa formaiesepca de tais lesbes cutaneas aumentou
em 4,64 vezes a chance de deteccdo do KDNA na MlEsmdas nos 35 cdes que foram
submetidos ao xenodiagnoéstico e MB (teste exatbisteer, p=0,032). Por outro lado, ndo
houve associacéo entre a presenca de lesdes cositigig|ade no xenodiagnostico (p>0,05,
Fisher). Em relacdo as MBs do estudo piloto, a chae uma MB ser positiva foi 6,04 vezes
maior dado que no local havia a presenca de lasg@nea (teste exato de Fisher, p=0,001).
Levando em consideracdo todos os caes do test® @laos que foram submetidos ao
xenodiagnostico, a chance de positividade na MB 24 vezes maior quando lesbes estavam
presente no local. Na tabela 10 é possivel obsarpasitividade do xenodiagnostico e MBs
nos dois grupos de animais bem como a positiviadado havia a presenca de lesGes cutanea
caracteristicas da LVC.

Tabela 10: Positividades dos xenodiagnosticos e MBsiderando a presenca de lesdes
cutanea caracteristicas da LVC e suas respectiyds Ratios.

Positividade Positividade com lesdo  Odds Ra@a93%)

Xenodiagnéstico 3,81% (4/105) 2,86% (3/105) 6,1846160,55)
MB 11,43% (12/105) 7,62% (8/105) 4,64 (1,14-20,26)*
MB — Piloto 15,83% (19/120) 11,67% (14/120) 6,00(218,21)*
MB — Todos 13,78% (31/225) 9,78% (22/225) 5,467213,56)*

*p<0,05 (teste exato de Fisher)

5.5 MICROBIOPSIA DE PELE COMO METODO DIAGNOSTICO

Foram realizadas BC com punch de 3mm em 31 dosass testados quanto a
capacidade de infeccao pelas técnicas de xenodiagmé de MB. Assim como foi observado
em relacdo a positividade no xenodiagndstico, stenefiies com escore clinico maior que 9
tiveram positividade nas BCs que detectou o kDNAaasito em 4 animais (13%). Entre o
xenodiagnostico e BC, houve diferenca significatieate exato de Fisher, p=0,036) com indice

de concordancia Kappa de 0,518 (dados ndo mosjrados

Na tabela 11 as sensibilidades da MBs e BCs nagiiale infeccdo pdreishmania
nos caes avaliados estdo destacadas de acordoatassificacéo clinica e local de realizacéo
da MB. O resultado mostra que independentementdoclal de realizacdo da MB, a

sensibilidade se mostrou proxima da obtida comMB&ém, quando a positividade do animal
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utilizando MB foi determinada pela presenca deltada positivo em pelo menos uma das trés
MB realizadas, trés cédes a mais foram detectadosagaresenca do parasita na pele pela MB.
No entanto, ndo houve diferenca estatisticamenptefisiante. O indice de correlacdo Kappa

entre a positividade do cdo na BC e em pelo memasMB foi de 0,674.

Tabela 11: Comparacéo entre as sensibilidades @aseBMBs realizadas em trés locais
diferentes da pele de 31 cdes avaliados quantpakidade de transmitir. infantum ao vetor

L. longipalpis utilizando a gPCR. Os animais sintométicos foratragcados de acordo com
a apresentacao clinica da doenca.

Sensibilidade % (n)
Classificagéo clinica MBs nos diferentes locais da pele (n)Positivo em

" Focinho OE Abdbémen pﬁlrgaml\(jgos BC
Assintomatico (13) 0% 0% 0% 0% 0%
Sintomatico (18) 28% (5) 22% (4) 17% (3) 39% (7) 22% (4)

Moderado (9) 0% 11% (1)  22% (2) 22% (2) 0%
Grave (9) 56% (5) 33% (3) 11% (1) 56% (5) 44% (4)
Positividade geral (31) 16% (5) 13% (4) 10% (3) 23% (7) 13% (4)

n — Numero de animais

OE - Face interna da orelha esquerda

MB — Microbiopsias de pele

BC — Bidpsia convencional de pele utilizando o fpude 3mm
N&o houve diferenca estatistica significante ewgrgrupos
Kappa=0,674

A carga parasitaria encontrada nas MBs foi coragithultiplicando-se o valor
encontrado por 6000, dado que o tamanho da andestrale coletado pela MB é 6000 vezes
menor em comparacao com o punch de 3mm (LIN eR@L3). Apds essa correcdo, esta foi
comparada com a carga parasitaria encontrada nasl@Ssa forma, observa-se na figura 11
a distribuicdo das cargas parasitarias e suas nedencontradas nas BCs e MBs realizadas
em todos os cdes do estudo piloto e do estudo alm@do entre o xenodiagnostico e MB,
totalizando 55 animais avaliados. Utilizando odeslio paramétrico de Kruskal-Wallis, nédo
houve diferenca estatistica significante entre antidade de parasitas coletada pelos dois
métodos de bidpsia.
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Carga parasitaria (Log10)
=

Locais de realizagao das bidpsias

Figura 11:Comparacéo entre as medianas das cargas parasitaria
encontradas nas BCs e MBs realizadas no focinbthaesquerda
(OE), orelha direita (OD) e abdémen de caes nananate
infectados porL. infantum. Ndo houve diferenca estatistica
significante entre os grupos (teste de Kruskal-/gi>0,05).
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6 DISCUSSAO

Em sintese, o presente estudo visou avaliar aceficda MB na determinacdo da
capacidade de transmissao de caes naturalmentéanhde pol. infantum e também na sua
utilizagéo para o diagnéstico da doenca comparand@ficacia com a da gPCR de BC. Desta
forma, cdes previamente diagnosticados por somleffiu cultura esplénica e/ou gPCR de
aspirado esplénico, baco e sangue foram selecisraftoram realizados nestes animais BC,

MB em diferentes locais e xenodiagnadstico.

Neste estudo somente caes sintomaticos com edaumm @cima de 9 apresentaram
flebotomineos infectados no xenodiagndéstico. Apégarndo ter sido encontrada diferenca
estatistica significante na correlagéo entre aifieacdo clinica e a capacidade de transmisséo,
podemos afirmar que ndo houve deteccdo de traribiliiegle nos cdes assintomaticos
detectada pelo xenodiagndstico. A despeito de @édsido encontrada diferenca estatistica,
ficou clara a distincdo de transmissibilidade estnbomaticos e assintomaticos, resultado que
ndo discorda de trabalhos descritos na literaburde os cdes em estidgio mais avancado da
doenca foram mais infectivos ao inseto vetor paaita de xenodiagndstico (MOLINA et al.,
1994; TRAVI et al., 2001; VERCOSA et al., 2008). Motanto, ha divergéncias com 0s
resultados obtidos em outros trabalhos, onde @sarfiestagio mais avancado da doenca foram
mais infectivos ao inseto vetor pela técnica deog@gndstico (COSTA-VAL et al., 2007;
MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011). Emmtapartida, em um estudo realizado
por Laurenti e colaboradores (2013), os caes assiticos foram mais infectivos, divergindo
da maioria dos trabalhos da literatura. Essesteskd diferentes podem ter sido encontrados
devido a diferentes formas de classificacdo clieicgpregadas nos estudos bem como com
variagbes na metodologia do xenodiagndstico comn@iroero de flebotomineos utilizados,
local da pele onde foi realizado e forma de detedgiinfeccdo no inseto (MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2016).

A taxa de alimentacédo dos flebétomos utilizadosxar®diagndsticos variou entre 4%
e 96%, sendo esta variacdo também descrita ensdtafmalhos da literatura (MOLINA et al.,
1994; GUARGA et al., 2000; TRAVI et al., 2001; BORét al., 2016). A variacdo pode estar
associada com fatores como a umidade, temperatuidas no local onde o xenodiagndstico
foi realizado, bem como com caracteristicas do nwégdo onde foi realizado o
xenodiagndstico, como o cheiro e presenca de lesdasteristicas da LVC. A quantidade de

fémeas alimentadas interfere na sensibilidade dodiagnostico, dado que maiores sao as
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chances de transmiss&o quanto maior for o nimefénoeas alimentadas (MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2016). Neste estudo observamosagigstos caes que transmitiramnfantum

ao vetor tiveram taxas superiores a 48% de aliméataos respectivos sitios da pele onde foi
detectada a infeccdo. Este achado pode apontarpode haver uma taxa minima de
alimentacdo no xenodiagndstico para que se comEgectar positividade. Mas esse é um
achado muito preliminar e que precisa ser melhaliado, pois em alguns xenodiagnésticos
com taxas de alimentac&do superiores a 60% nao fermmontrados parasitas nos intestinos

dissecados.

Em relacdo ao melhor local para realizacdo do xegadstico, na literatura, diversos
trabalhos utilizam a face interna da orelha doa@oo sitio anatdmico para a realizacdo da
técnica (MICHALSKY et al.,, 2007; RIBEIRO et al., @ VERCOSA et al., 2008;
LAURENTI et al., 2013). No presente estudo, somemteanimal foi capaz de transmitir
infantum no xenodiagndstico realizado na orelha. Os outois dies com positividade no
xenodiagnoéstico foram positivos nos exames realzad focinho e no abdémen e se somente
houvesse sido realizado o xenodiagndstico na omedes teriam sido considerados como
animais ndo infectivos. Sabe-se que a parasitem@anea dd._. infantum ndo se distribui de
forma homogénea por toda a pele do animal (VERC@SA., 2008; ASLAN et al., 2016).
Dessa forma o local da pele onde o xenodiagnoétiealizado se torna bastante importante no
que tange a sensibilidade da técnica. De acordo Doehl e colaboradores (2017), a
distribuicdo heterogénea do parasito na pele doamromove a formagéo de focos onde a
carga parasitaria € maior e locais com baixa cakgaim, eles ressaltam a importancia da
realizacdo do xenodiagnostico e de biopsias cuséemaaliversos locais da pele do animal para
avaliar de forma mais sensivel a capacidade dsrrigsdo e a parasitemia cutanea. Nossos

resultados reforcam esta afirmacéao.

Na literatura, sugere-se que a carga parasitar@mea no local da picada € importante
para que haja a transmissdo do parasita ao Ve@URTIENAY et al.,, 2014). Dentre os
xenodiagndésticos positivos no presente trabalhayéeariacdo grande nas cargas parasitarias
detectadas, com a detecgédo variando entre 11,715&988 parasitos, por meio da MB
realizada no mesmo local do xenodiagndstico. Enfagimho com mais de 13000 parasitas
detectados e outro com quase 400 parasitas nae deteccéo de flebotomineos infectados no
xenodiagnoéstico realizado nos mesmos locais nosnoesnimais. Logo, a presenca de
parasitos na pele do cado infectado pode ser aiatafatal do que o que é descrito na literatura,

sendo possivel que a MB tenha coletado uma altatigade de parasitos enquanto que na
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mesma area de 3,14 €tmenhum flebotomineo tenha se infectado (DOEHLIet2817).
Entretanto, com os resultados obtidos no presestied@ tal afirmagdo n&o pode ser
confirmada, dado que nestes locais de alta camgaipaia e xenodiagndstico negativo, a taxa
de alimentacdo foi inferior a 30%, fato que pode demprometido a sensibilidade do

xenodiagnéstico.

No presente estudo a identificacdo de formas priogosss no intestino do flebotomo
apos o xenodiagnostico foi realizada apenas poakrmacao direta em microscopio 6ptico apos
a exposicdo do intestino do fleb6tomo. Sabe-seegtee forma de deteccéo da infeccdo no
flebotomineo possui baixa sensibilidade, especialenguando realizada antes da defecacdo do
sangue, uma vez que as ceélulas sanguineas dificaltasualizacdo do parasita (MYSKOVA;
VOTYPKA; VOLF, 2008). Uma forma de melhorar a séiglade e diminuir os falsos
negativos nestes casos seria a realizacdo dedéanigleculares para detectar o kDNALda
infantum apds a visualizacdo do intestino no microscoOpticOgSOARES et al., 2011). Os
intestinos dissecados no presente estudo foranzanados e tiveram seu material genético
extraido. No entanto, a gPCR dos mesmos aindaandiedlizada devido a problemas com a
padronizacdo desta técnica molecular. Assim, éiymisgue 0 nimero de cades do presente
trabalho que transmitiram o parasito ao flebétosja superior ao observado até o momento.

Outra forma de melhorar a taxa de deteccdo foii@valma parte dos fleb6étomos
utilizados no xenodiagndstico em momentos difeeeaf®s o repasto sanguineo, no segundo
ou terceiro dia e entre o oitavo e decimo dia. T@mlecidimos utilizar dois pontos, pois a
avaliacao de infec¢cdes em pontos mais tardios@atipara avaliar a capacidade vetorial que
o flebotomineo infectado no xenodiagndstico teeianfectar outros hospedeiros (KAMHAWI,
2006). Porém observamos que a mortalidade podersecomplicacdo ao se avaliar momentos
mais tardios da infec¢@o no flebotomineo, dadoasuehances de detec¢cdo aumentam com a
maior quantidade de intestinos investigados (MAGABS$-JUNIOR et al., 2016). Dentre os
quatro xenodiagnosticos positivos, as taxas degafevariaram entre 13% e 40%. Entretanto,
dentre os xenodiagndsticos positivos, o numerat@stinos avaliados variou entre cinco e 15
devido a diferencas nas taxas de alimentagdo e\swéncia. Apds sete ou oito dias da
realizacdo do repasto sanguineo a sensibilidademtudiagndstico € maior, uma vez que caso
a infeccdo no intestino se mantenha a quantidadpadasitos é maior (BATES, 2007;
DOSTALOVA; VOLF, 2012). Além disso, é possivel obse a proporcdo de promastigotas
metaciclicas, indicando uma infeccdo mais maduna, est4 associada com o sucesso da

transmissao deeishmania juntamente com a alta carga parasitaria (ASLAN.eRA13). No
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presente estudo, 31% (33/105) dos xenodiagnésti@am poucos sobreviventes, menos que
10 insetos, na avaliagdo entre o 8° e 10° dia apépasto sanguineo. Isto pode ter ocorrido
devido a variagcdes na umidade dos potes onde lostdimineos foram mantidos. Apesar da
alta mortalidade observada, a quantidade de fletio&os avaliados em cada xenodiagndstico
foi superior a 15, considerando os trés pontosvdéagéo utilizados no presente estudo nos
casos de maior mortalidade. Quando todos os tm@sslale realizacdo do xenodiagnostico
foram considerados em conjunto na avaliacdo decgue de transmissdo do cdo, a0 menos
40 flebotomineos foram analisados em cada animatilidacédo do ponto tardio de avaliacéo,
8-10 dias apoés o repasto sanguineo, se mostroo impbrtante na avaliacdo da positividade,
pois neste ponto foram detectados trés animaisyusie se a avaliagdo ocorresse somente no

segundo dia apés o xenodiagndstico somente um bi@n@aresultado positivo.

O presente trabalho é o primeiro estudo que utili’lB no contexto da LVC avaliando
a sua utilizacdo como alternativa para o xenodistipw na determinacdo da capacidade de
transmissao de caes naturalmente infectadok.pofantum e como alternativa de diagnostico
da LVC frente a BC. A MB foi desenvolvida recenteeepara o diagnostico de melanomas e
outras doencgas de pele, em busca de um métoddela de amostra cutanea que néo fosse
invasiva e ndo causasse cicatrizes como as bidmsimsmente empregadas na pratica clinica
(LIN et al., 2013). Até o momento, somente cinetalhos estdo disponiveis na literatura que
utilizaram tal método de coleta de amostra de pe&ia o diagnostico de melanoma e deteccao
do DNA do papilomavirus humano (PROW; LIN; SOYER,13; TOM et al., 2016; TAN et
al., 2015). Devido a sua caracteristica de ser t@maica minimamente invasiva e rapida,
Kirstein e colaboradores (2017) utilizaram com ssoea MB para o diagnostico da LV em

humanos na Etidpia.

Assim como na picada de flebotomineos, a MB tambétata células cutaneas e
sanguineas. Dessa forma, um dos objetivos do piessahalho foi de avaliar a eficacia da MB
e compara-la em relacdo ao xenodiagndéstico coramativa na determinacéo da capacidade
de transmisséao de caes infectadospanfantum ao flebotomined.. longipalpis. Em torno de
90% dos resultados, positivos e negativos, destas técnicas foram concordantes, com
acuracia de 92% e um indice de concordancia Kap@a481, considerado como moderado.
Entretanto, a qPCR das MBs realizadas nos mesrmais londe os flebotomineos realizaram o
repasto sanguineo detectou um maior nUmero dec&espositivo. Esse resultado mostra que
a MB é mais sensivel que o xenodiagndstico, pdectisu positividade nos caes com resultado

positivo no xenodiagnéstico, mas detectbeishmania em outros cdes em que O
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xenodiagnostico foi negativo. Nesta correlacao kaliferenca estatistica significante, p<0,05
teste de Fisher.

Ainda que a MB indique a capacidade de transmigs@&aes infectados plorinfantum,
somente a deteccdo do KDNA do parasito, ndo pembigervar caracteristicas importantes
como a motilidade, estagio de desenvolvimento pwopor¢do de promastigotas metaciclicas.
Tais caracteristicas sao importantes na deternordgc@apacidade vetorial que o flebotomineo
infectado teria de transmitir a outro hospedeirNIAWI, 2006; BATES, 2007). Somente
por meio do xenodiagndstico seguido de dissecgadloservacdo sob microscopia éptica na
avaliagdo da infeccdo do intestino médio do ingetmossivel observar tais caracteristicas
supracitadas (ASLAN et al., 2013). Embora a MB tedhtectado um maior numero de caes,
todos os locais que foram positivos no xenodiagrmsimbém foram positivos na MB, devido
a sua alta acuracia e concordancia com o xenodiigo) 92% e 90% respectivamente.
Mostrando que deve ser melhor avaliada quanto é&zagfio para avaliagdo de

transmissibilidade.

Diversos trabalhos na literatura sugerem que aagaagasitaria na pele esta associada
com a transmissibilidade do cado (VERCOSA et al08ASLAN et al., 2016; BORJA et al.,
2016;). A vista disso, a MB pode ser utilizada cdorma de triagem na detecgéo de cies que
potencialmente estdo transmitindo o parasita aw .v&tMB também pode ser uma ferramenta
de grande importancia na identificacdo dos locaipele do cdo infectado onde h&a maiores
chances de transmissdo. No presente estudo neminmal demonstrou sentir dor na realizacao
da MB, evidenciando que esta técnica € minimamamésiva e indolor podendo ser realizada
em qualquer local da pele do animal. Dessa formacontribui na deteccdo dos locais da

pele onde o xenodiagnostico terd maior sensibiéidad

Devido a complexidade do diagndstico da LVC, ppathente em relagdo ao grupo de
cades com infeccdo subclinica, faz-se necessarisseabpor testes mais sensiveis e menos
invasivos (NOGUEIRA et al., 2018). Neste conteximgdos como o ba¢o, medula éssea e
linfonodos apresentam maior sensibilidade que sutegidos como sangue, em especial
quando técnicas moleculares para detectar o kDNgadasito séo empregadas (TRAVI et al.,
2018). Porém, a coleta dessas amostras biologicamsiva e necessita de local apropriado e
profissional treinado para ndo causar hemorragias,ou lesbées no animal (BARROUIN-
MELO et al., 2006; MAIA et al., 2009).
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A pele é um tecido que apresenta alta carga parasisendo considerado juntamente
com baco como um dos tecidos com maior quantidagerhsitas durante o curso da infecao
por Leishmania (ABRANCHES et al., 1991; REIS et al., 2006; DANTA®RRES, 2007).
Além disso a coleta de amostras de pele € menasiva/quando comprada com outros tecidos
supracitados como o baco (VERCOSA et al., 200&ewrsibilidade de testes moleculares que
utilizam a pele para detectar a presenda. dafantum € bastante discutida na literatura. Alguns
trabalhos mostram que a gPCR deste tecido posssib#lade similar a gPCR de aspirado
esplénico ou medula 6ssea (ALMEIDA et al., 2013{Ré& al., 2013). Em contrapartida, outros
autores mostram uma baixa sensibilidade no diagoddh LVC quando a deteccdo do DNA
do parasito € realizada com amostras de pele erparagéio com outros tecidos como o bago
(LIMA et al., 2010; SOLCA et al., 2014). Essa diy@&ncia de resultados pode estar associada
com a heterogeneidade da parasitemia no tecidoeaitque o cao infectado apresenta em
decorréncia do estagio clinico e/ou resposta indgick que o animal desenvolve (ASLAN et
al., 2016).

Frequentemente, a coleta de amostra de peleigadsicom o auxilio de punchs de
3mm, fornecendo material suficiente para analiaesthistopatoldégicas quanto moleculares
(BANAN et al., 2013). Apesar de ser pouco invasesta técnica necessita de anestesia local,
de assepsia e cuidados da ferida apds a coldta,defse evitar infeccbes bacterianas. Além
disso, a realizacdo da BC né&o € indicada em logai® vascularizados como as orelhas e o
focinho, uma vez que pode causar hemorragias edesd¥eras (ALMEIDA et al., 2013). Desta
forma, a MB se mostra como uma excelente e promsisaibernativa, pois é ainda menos
invasiva que a BC, é indolor, sendo desnecessaridizacdo de anestésicos, o tamanho da
amostra € 6000 vezes menor, sendo o tecido rapidameparado, e ndo necessita de cuidados
apos o procedimento de coleta (LIN et al., 2013)tréfanto, o seu tamanho reduzido nao
permite a realizacdo de exames histopatologicosgdosed seu uso restrito a técnicas
moleculares. Frente aos pontos positivos da MBetatéo a BC, estas duas formas de coleta

de amostras de pele foram comparadas no presénd® es

Inicialmente, no teste piloto foi observado quéanho e as orelhas apresentavam
maior positividade em relacdo aos outros locatades, como patas, areas de alopecia e regido
escapular esquerda. Embora nestes outros locamsanar nimero de caes tenha sido testado
e tenha ocorrido menor positividade, fica evidente nestes sitios da pele também é possivel
detectar a presenca do parasita. Também é podshtelcar a heterogeneidade da parasitemia

no tecido cutadneo, uma vez que em um mesmo cao iywBsitiva em alguns locais e outros
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nao. Tanto no teste piloto quanto no outro experimeealizadonos 35 cées que foram
submetidos a MB e xenodiagnostico, houve diferestatistica na detec¢cdo do KDNA do
parasito com MB entre os cdes sintomaticos e asséticos. Esses resultados corroboram
dados da literatura onde o grupo de cées sintonsatigresenta maior positividade nos testes
soroldgicos, parasitologicos e moleculares empregé8OLCA et al., 2014; FRAGA et al.,
2016). Todos os trés caes assintomaticos positieoteste piloto foram positivos na MB
realizada no focinho, sendo um animal também posita orelha esquerda. Além disso, 0
focinho também foi o sitio anatémico com maior peslade, 5 dos 8 (62,5%) cées positivos
em alguma MB, dentre os animais submetidos ao xagodstico e MB. E descrito na literatura
gue o focinho é um local de preferéncia para ostepsanguineo de fémeas de flebotomineo e
um local onde frequentemente sdo encontradas led@egele (KILLICK-KENDRICK;
KILLICK-KENDRICK, 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2004 De acordo com Aslan e
colaboradores, focos de parasitas se desenvolvdataloonde foram inoculados pela picada
de flebotomineos infectados e servem posteriormeoiteo fonte de infeccdo para outros
flebotomos. Dessa forma, os resultados positivosedte piloto com MB em trés caes
assintomaticos sugerem que nos animais com esssficiacdo clinica o focinho apresenta

maior sensibilidade para a deteccdo do kDNA dafantum.

Nos animais do presente estudo foi observada usoaiasdo entre a presenca de lesdes
caracteristicas da LVC como ulcera, nodulos e desgitacdo com a positividade nas MBs,
mas ndo houve associagdo com resultados do xenddiagp. Este resultado com o
xenodiagnéstico difere do que foi proposto por Astacolaboradores (2016), que encontrou
associacao entre a presenca de lesdes e a paslgvid xenodiagnostico. Em relacdo a MB, a
chance de uma MB ser positiva foi mais de cincesezaior quando havia a presenca de lesdes
no local, evidenciando que os sitios anatdmicos daim caracteristicas aumentam a
sensibilidade do diagnéstico que utilizam a pela@amostra bioldgica. Além disso, as lesGes
cutaneas observadas no presente estudo se enaomtmawvegiao da cabeca, focinho e orelhas,
corroborando achados da literatura que apontamregi@ como sendo local de predilecéo
para picadas de flebotomineos (KILLICK-KENDRICK; IKIICK-KENDRICK, 1999). Esta
preferéncia, por sua vez, pode estar associadadormacéo de focos do parasita no local da
picada que posteriormente geram tais lesdes (VERCEEI., 2008; ASLAN et al., 2016).

No presente estudo, a sensibilidade da MB se mostemelhante a do aspirado
esplénico e BC em 26 caes no teste piloto (p>0gtehH, sendo que foram identificados cinco

animais positivos na MB que n&o foram detectadizsB@. Posteriormente, 0 mesmo resultado
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foi observado quando a MB foi comparada com a BE 3ib cées incluidos no teste de
correlacdo entre o xenodiagnostico e MB. A cargagi@ria obtida pela MB também se
mostrou semelhante a encontrada pela BC, quandé&tiouma correcdo devido a diferenca de
tamanho de tecido que as duas apresentam. Desta,far MB se mostra como uma boa
alternativa para o diagndéstico da LVC utilizandpete como amostra bioldgica, em especial

guando realizada em diversos sitios anatémicosido c
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presetaltro, conclui-se que a microbiopsia
de pele pode ser usada como uma ferramenta ngdetdos caes e locais da pele dos mesmos
gue sédo potenciais fontes de infeccédo para fledoews. Dessa forma, o local de realizacao
do xenodiagnostico pode ser escolhido de acordoosolocais da pele do céo infectado por
infantum onde a sensibilidade sera maior. Adicionalmentami@obidpsia de pele pode ser
utilizada como um substituto minimamente invasigoapa coleta de amostras de pele frente a
bidpsia de pele convencional que utiliza o punch3den, auxiliando no diagnéstico da

leishmaniose visceral canina e na localizacéo desfde parasitas na pele.
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