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RESUMO

INTRODUCAO: A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca grave que acomete
principalmente o0 homem e o cédo, sendo o ultimo o principal reservatério do agente causal,
Leishmanias do complexo Leishmania donovani. No Brasil, o programa de controle de
leishmaniose visceral tem como principais diretrizes o tratamento de casos humanos, combate
ao inseto vetor, identificacdo e eliminacao de cées infectados e medidas de educacdo em salde
e estabelece como método de detecgdo da LV canina (LVC) a triagem com um teste rapido
(DPP, plataforma de duplo percurso) e a confirmagdo por um ensaio imunoenzimatico.
Contudo, somente uma parte dos cées infectados é capaz de transmitir o parasito para insetos
vetores. Provavelmente, para o controle da LV, € contraproducente remover das areas
endémicas cdes infectados que exibem a capacidade de controlar a infeccdo e ndo infectivos
para o0 inseto vetor. Um ensaio denominado QuantiFERON, utilizado para o diagnostico da
tuberculose, tem despertado interesse em pesquisas sobre leishmaniose. OBJETIVO: No
presente trabalho, foi avaliada a eficacia de um ensaio QuantiFERON modificado para a
discriminacdo de cées suspeptiveis e resistentes a LV. MATERIAL E METODOS: Para
isso, foi realizada uma avaliacdo de corte transversal em uma area endémica de LV, na qual
caes foram classificados em grupos: a) sem marcador de infec¢do ou b) infectados com baixo
escore clinico ou c) infectados com alto escore clinico para LV. Além disso, um segundo
grupo de cées de area endémica foi selecionado e classificados como: a) infectados com baixo
escore clinico, b) infectados com escore clinico intermediario e c¢) infectados com alto escore
clinico para LV. Um grupo de cdes sem infec¢do, controle negativo de area ndo endémica foi
utilizado em ambos estudos. No ensaio, amostras de sangue periférico anticoagulado foram
incubadas na auséncia de antigenos ou na presenca de antigenos sollveis Leishmania ou de
antigenos recombinantes de Leishmania (rLc2-NT-CT, rLc2-NT-5R-CT ou KMP-11) e a
concentracdo de interferon gama (IFN-y), inteleucina-2 (IL-2), IL-6, IL-10 e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o). RESULTADOS: Infelizmente devido a problemas técnicos, a
mensuracao de IFN-y ndo pode ser realizada. O ensaio QuantiFERON modificado apresentou
utilidade na identificacdo de cdes infectados por Leishmania com as citocinas IL-6, e
principalmente TNF- o e IL-10 nos cdes com baixo e escore clinico, os antigenos SLA, rLci2-
NT-CT e rLci2-NT-5R-CT apresentaram maior potencial, o antigeno KMP-11 néo foi Gtil na
maior parte das analises. Nenhum dos antigenos induziram a producao de IL-2 em nenhum
dos grupos. CONCLUSAO: O ensaio QuantiFERON modificado apresentou utilidade na
identificacdo de cées infectados por Leishmania mas ndo diferenciou cées resistentes de cédes
susceptiveis a leishmaniose visceral com as citocinas TNF-a, IL-2, 1L-10 e IL-6.

Palavras-chaves: Leishmaniose Visceral Canina; Citocinas; Quantiferon modificado;
Leishmania Infantum; Resposta imune.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Visceral leishmaniasis (VL) is a serious disease affecting mainly man
and dog, the latter being the main reservoir and the main reservoir of the causative agent,
Leishmania of the Leishmania donovani complex. In Brazil, the visceral leishmaniasis control
program has as main guidelines the treatment of human cases, combating the insect vector,
identification and elimination of infected dogs and health education measures and establishes
as a method of detecting canine LV screening with a rapid test (DPP, double-path platform)
and confirmation by an enzyme-linked immunosorbent assay. However, only a few infected
dogs are able to transmit the parasite to vector insects. Probably, for the control of LV, it is
counterproductive to remove from the endemic areas infected dogs that exhibit the ability to
control the infection and not infective to the insect vector. A trial called QuantiFERON, used
for the diagnosis of tuberculosis, has aroused interest in research on leishmaniasis.
OBJECTIVE: In the present study, the usefulness of a modified QuantiFERON assay for the
discrimination of susceptible and resistant LV dogs was evaluated. MATERIAL AND
METHODS: For this, a cross-sectional evaluation was performed in an endemic LV area, in
which dogs were classified into groups: a) without infection detected or b) infected with low
clinical score or c) infected with high LV clinical score. In addition, in a longitudinal
evaluation, in which dogs infected with endemic area were followed for two years, these were
classified as clinical manifestations in groups: a) infected with low clinical score, b) infected
with intermediate clinical score and c) infected with high clinical score for LV.A group of
dogs without infection, negative control of non-endemic area was used in both studies. In the
assay, anticoagulated peripheral blood samples were incubated in the absence of antigens or
in the presence of soluble Leishmania antigens or recombinant Leishmania antigens (rLc2-
NT-CT, rLc2-NT-5R-CT or KMP-11) and the concentration of interferon gamma (IFN-y),
inteleucin-2 (IL-2), IL-6, IL-10 and tumor necrosis factor alpha (TNF-a). RESULTS:
Unfortunately due to technical problems, the measurement of IFN-y can not be performed.
The modified QuantiFERON assay proved to be useful in the identification of Leishmania-
infected dogs with 1L-6 cytokines, especially TNF-a and IL-10 in resistant and low-grade
dogs, and the SLA antigens, rLci2-NT-CT and rLci2 -NT-5R-CT showed higher potential, the
KMP-11 antigen was not useful in most analyzes. None of the antigens induced IL-2
production in either group. CONCLUSION: The modified QuantiFERON assay had a high
potential in the identification of the infection even in the group of dogs without infection
detected by the other tests applied, the rLci2-NT-CT recombinant antigen inducing IL-10
production had the highest potential in the QuantiFERON assay modified.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis; Cytokines; Modified quantiferon; Leishmania
infantum; Immune response.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por diferentes espécies de
protozoarios flagelados do género Leishmania (FERNANDEZ-BELLON et al., 2005), sendo
a leishmaniose visceral (LV) considerada a forma mais grave dessas enfermidades.

A LV é causada por protozoarios do complexo Leishmania donovani, que compreende
Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (Nicolle
1908) [syn.L. chagasi (CUNHA e CHAGAS 1937). A LV é amplamente distribuida em paises
das regides subtropicais e temperadas na Europa, Asia, norte da Africa e América do Sul
(ROSYPAL et al., 2003; DUPREY et al., 2006, MAIA, 2008), india, Bangladesh, Brasil e
Suddo (DESJEUX, 1996, GOMES et al., 2008).

No Brasil, duas espécies sdo responsaveis pela transmissdo da doenca: Lutzomyia
longipalpis, a principal; e Lutzomyia cruzi, também atribuido como vetor em regides
especificas dos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (BRASIL 2014). E tem como
reservatorio principal o cdo doméstico (GRADONI et al., 2005; SOLANO-GALLEGO et al.,
2009). A doenca inicialmente exibia uma distribuicdo rural, porém com o passar do tempo,
passou a ser encontrada em muitas cidades, principalmente na periferia dessas cidades
(DEANE, 1956; MAIA-ELKHOURY, et al., 2008).

Apos a inoculacdo do L. infantum pelo inseto vetor, o individuo, homem ou céo, pode
apresentar desde uma forma assintomatica até uma forma grave da infeccdo com varias
manifestacdes clinicas, incluindo hepatoesplenomegalia, anemia, hipergamaglobulinemia e
imunossupresséo cronica (MUZAMIL et al., 2015). Em cdes, adicionalmente, podem ocorrer,
ceratite, uveite, onicogrifose e perda de pelos e o desfecho da infeccdo, provavelmente,
depende de vaérios fatores, como o tipo de resposta imune adaptativa desenvolvida contra o
parasito. (BETTINI e GRADONI, 1986; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Cées que desenvolvem resposta imune celular (resposta denominada Th1l), detectada
por proliferacdo de células mononucleares de sangue periférico, teste de hipersensibilidade
tardia (DTH), e producéo das citocinas IFN-y e TNF-o por células mononucleares de sangue
periférico estimuladas com antigenos do parasito, as quais podem ativar macréfagos e
promover atividade microbicida (BARBIERI, 2006), tendem a controlar a infeccdo e
apresentar resisténcia ao desenvolvimento da doenga. No entanto, cdes que ndo apresentam
predominancia de resposta imune Th1l e presenca de resposta imune humoral especifica com

altos titulos de anticorpos tendem a ndo controlar a infecgdo e apresentar manifestacdes
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clinicas e cargas parasitarias elevadas (MARTINEZ-MORENO et al., 1995; DOS-SANTOS
et al., 2008; HOSEIN et al., 2017).

No Brasil, as medidas de controle da LV séo baseadas no tratamento de casos humanos,
combate ao inseto vetor, identificacdo e eliminagéo de cées infectados e medidas de educacéo
em saude (BRASIL, 2014). Os métodos usados para a deteccao de cées infectados, um ensaio
rapido em plataforma de duplo percurso (DPP) e um ensaio imunoenzimatico (ELISA), sdo
baseados na descoberta de anticorpos especificos reativos a antigenos de Leishmania
(BRASIL, 2011). No entanto, esses ensaios apenas detectam a infec¢do, mas ndo séo capazes
de distinguir cées resistentes de cdes susceptiveis a infec¢do. Provavelmente, para o programa
de controle da LV, seria vantajosa a identificacdo de caes resistentes a infeccdo e/ou doenca,
0s quais podem ndo apresentar infectividade para os insetos vetores e ndo deveriam ser
removidos da area endémica.

H& um ensaio que avalia a producdo de interferon gama por células mononucleares de
sangue total que vem sendo amplamente utilizado para o diagndstico de infeccdo latente por
Mycobacterium tuberculosis, denomidado ensaio QuantiFERON (MAZUREK e VILARINO
2003; CONNELL et al.,, 2006; LIGHTER et al., 2009). Esse ensaio foi inicialmente
desenvolvido para o diagnostico de tuberculose bovina por KIRCHNER (1982), WOOD et
al. (1990, 1991, 1992).

Um ensaio parecido com o QuantiFERON (QuntiFERON modificado) tem despertado
0 interesse de pesquisadores em estudos sobre leishmaniose visceral. Alguns autores
cultivaram amostras de sangue periférico humano anticoagulado na auséncia ou na presenca
de antigenos de Leishmania e avaliaram se existe uma relacdo entre a produgéo de citocinas
como IFN-y, TNFa, IL-10, IL-2, e 0 potencial do ensaio como marcador de infecgdo por
Leishmania (TURGAY, 2010; GIDWANI et al., 2011; SINGH et al, 2012;
ALIMOHAMMADIAN et al., 2012; CARRILLO et al., 2015). Esses autores encontraram
que esse ensaio tem potencial na deteccdo de infeccdo em pacientes curados e com infeccéo
ativa, além disso, pacientes curados e assintomaticos tiveram uma alta producéo de IFN-y,
TNFa, e pacientes com a infeccdo ativa produziram IL-10 em niveis altos. Esses dados
sugerem que o ensaio QuantiFERON modificado pode contribuir para a avaliacdo da resposta
imune celular.

E possivel que antigenos recombinantes tenham utilidade no ensaio QuantiFERON
modificado na definicdo de resisténcia ou susceptibilidade a LVC. Os antigenos rLci2-NT-
5R-CT (com 5 dominios repetitivos) e rLci2-NT-CT (sem dominios repetitivos), podem ser

candidatos a serem usados nessa avaliagdo. Esses antigenos foram selecionados a partir de
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uma biblioteca de cDNA da forma amastigota de L. infantum, cepa MHOM/BR2000
(BALEEIRO et al., 2006). A insercdo de Lci2, codifica segmentos de uma cinesina de L.
infantum que é homdloga a regido C terminal do produto do gene LinJ14 V3.1180, esses
antigenos rLci2-NT-5R-CT e rLci2-NT-CT possuem 293 aminoacidos, e o rLci2-NT-5R-CT
cinco repeticdes completas de 39 aminoécidos e a proteina C-terminal (OLIVEIRA et al.,
2011). KMP-11 (proteina de membrana do kinetoplasto de 11 KDa, kinetoplastic membrane
protein 11), outro antigeno candidato, € uma proteina de membrana de superficie associada
ao lipofosfoglicano, que se expressa de forma diferente nos estdgios amastigota e
promastigota de Leishmania (CARRILLO et al., 2008). O potencial imunoprotetor da
molécula LPG foi testado em modelos murinos nos quais o componente LPG provocou
imunidade protetora (CONVILLE et al., 1987; BERBERICH et al., 1997). Foi mostrado, no
entanto, que a estimulacdo de células T, associada a imunidade protetora do componente LPG,
ocorreu devido a uma proteina ligada ao LPG que foi renomeada como proteina de membrana
quinotoplastoide 11 (KMP-11) (TOLSON et al., 1994; BERBERICH et al. 1997).

Ha& poucos trabalhos utilizando ensaios de producéo de citocinas em sangue periférico
de cdes. SOLANO-GALLEGO et al. (2016) e ZIBRI et al. (2017), encontraram que caes com
estagio clinico discreto de LV tiveram maior producdo de IFN-y do que cdes com doenga
clinica.

Como até o momento, poucos ensaios semelhantes foram realizados em cées, no
presente trabalho, propde-se realizar o ensaio QuantiFERON modificado em cées de uma area
endémica para LV classificados quanto as manifestacdes clinicas, resposta imune humoral e
celular especificas e deteccdo do parasito, para determinar a utilidade do ensaio na
discriminacdo entre a resisténcia e susceptibilidade dos animais a infec¢do, para contribuir no
controle da LV e em evitar eutanasias de cdes resistentes a infeccdo. O QuantiFERON
modificado proposto envolve a incubagdo de sangue periférico anticoagulado na auséncia de
antigenos ou na presenga de antigenos sollveis ou recombinantes de Leishmania e
mensuracao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por parasitos protozoarios de
espécies do género Leishmania e transmitida pela fémea infectada do inseto flebotomineo.

Endémica em mais de 90 paises, sendo a forma visceral, a doenga mais grave. Em
2015 houve cerca de 22 mil casos de LV relatados no mundo, afetando principalmente
criancas (WHO, 2017). No Brasil, de 2001 a 2014, 47.859 novos casos de LV foram relatados
ao SINAN, tendo uma média anual de 3418,6 casos e uma taxa de incidéncia média de 1,8 a
cada 100.000 habitantes. (DOS REIS et al., 2017). Essa zoonose é caracterizada por evolugdo
crbnica e envolvimento sistémico, se ndo tratada, resulta na morte em 90% dos casos. (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008), apresentando entdo, um amplo espectro epidemiolégico no mundo,
ocorrendo em areas tropicais e subtropicais (MELO, 2004).

A LV é causada pelo parasito de espécie Leishmania infantum, é uma doenga grave,
endémica em paises do Mediterraneo, leste da Asia, e sul da América (REIS et al., 2010; DOS
REIS et al., 2017). Nas Ameéricas, permanece como um problema de salde publica devido a
sua magnitude clinica, bioldgica e complexidade imunolégica, afetando principalmente paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, necessitando assim, de esforgo coletivo entre
governos, organizacdes, instituicdes e sociedades para seu controle (WHO, 2017). No Brasil,
é considerada endémica em boa parte dos estados, principalmente na regido Nordeste, cujo o
maior numero de casos foi relatado, em 2012, representando 43,1 % dos casos do pais (DE
OLIVEIRA, et al., 2010; BRASIL 2014). O Estado da Bahia, regido nordeste do Brasil,
registrou, entre 1984 a 2002, uma incidéncia média de 790 casos, sendo um dos estados mais
atingidos pela doenca (BRASIL, 2003). E entre 2001 a 2014, uma incidéncia de 2683 casos
para cada 100 000 habitantes (DOS REIS et al., 2017).

Geralmente a LV estava associada as areas xéricas, semiaridas, tipica de areas rurais e
periurbanas (GONTINJO e MELO, 2004; SILVA, 2007), todavia, dados revelam a
periurbanizacdo e a urbanizagdo da LV, destacando os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ),
Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarem (PA), Corumbéa (MS), Teresina (PI), Natal
(RN), S@o Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e as epidemias ocorridas nos
municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL, 2014).

A éarea de ocorréncia da LV tem aumentado no Estado da Bahia, especialmente na

regido semiarida onde a doenca ja era conhecida. A partir do final da década de oitenta,
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municipios das regiGes norte e oeste da Bahia tornaram-se endémicos, provavelmente em
decorréncia da implantacdo de grandes projetos agricolas, bem como, municipios ao leste,
préximos a Salvador, capital do Estado, onde o progressivo adensamento populacional,
decorrente da instalacdo de pdlos industriais, foi seguido por registros frequentes de casos
autoctones de LV (FRANKE et al., 1999; JULIAO et al., 2007). Dentre os municipios
pertencentes a Regido Metropolitana de Salvador (RMS), Camagari registrou 0 maior nimero
de casos humanos e caninos de LV, além do registro de um surto epidémico da doenca em
1991, quando 243 pessoas foram examinadas, resultando em 30% de intradermorreagao
positiva para Leishmania e uma sorologia positiva em 14% dos individuos; 460 cédes foram
incluidos na pesquisa soroldgica apresentando reacéo positivaem 6,3% (CUNHA et al., 1995;
JULIAO et al., 2007).

2.2 LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral atinge as células do sistema monocular fagocitario do ser
humano sendo os 6rgaos mais afetados o baco, figado, linfonodos, medula éssea e pele. Outros
Orgdos e tecidos podem também ser afetados, por exemplo o intestino e os pulmdes. Em casos
avancados da doenca, quase todos os 6rgdos sdo envolvidos (MELO, 2004).

Os protozoarios do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, com ciclo bioldgico heteroxénico, necessitando assim de dois
hospedeiros, um vertebrado, representado por canideos silvestres e domésticos, além de
roedores e humanos, e de um invertebrado, representado pelo inseto vetor (SCHLEIN, 1993;
SILVA, 2007). Lutzomyia longipalpis pertence a familia dos flebotomineos e é o principal
vetor da Leishmania infantum (Nicolle 1908) [sin. L. chagasi (CUNHA e CHAGAS 1937)]
(SANTOS et al., 2008). A transmissdo ocorre em habitats que variam de regides florestais,
onde vivem os reservatorios silvestres, até o peridomicilio de ambas, regido rural e areas
urbanas, cujo o cdo € o principal reservatorio (MELO 2004).

Segundo MELO (2004), quando a fémea de flebotomineo pica o hospedeiro mamifero
com leishmaniose, ingere formas amastigotas junto com o repasto sanguineo, no tubo
digestivo do inseto as amastigotas se transformam em promastigotas, as quais sofrem uma
série de mudancas morfologicas e fisiologicas. Ao se alimentarem novamente, 0s insetos
depositam as formas promastigotas na pele do novo hospedeiro. Os parasitos sdo fagocitados

e transformam-se em amastigotas que se dividem, as células parasitadas se rompem e as



26

amastigotas sao fagocitadas por novos macrofagos. O ciclo se completa quando as amastigotas
sdo ingeridas por novos flebotomineos.

Programas de controle podem incluir o tratamento de casos humanos, controle do inseto
vetor e a eliminacdo do reservatério animal. Em areas do Brasil onde a leishmaniose visceral
é endémica, enfatiza-se a eliminag&o de animais soropositivos. Contudo, estudos mostram que
a estratégia nao ¢ efetiva (ASHFORD et al., 1998).

2.3 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Ha varias espécies de mamiferos vertebrados naturalmente infectados com Leishmania.
Canideos sdo os reservatdrios descritos mais comumente entre as espécies viscerotropicas na
regido do Mediterraneo, Asia, Africa do Norte e Sul América (PALATNIK-DE-SOUSA,
2001). Dentre eles, os cdes domésticos sdo o principal reservatdrio hospedeiro para doencas
humanas (CIARAMELA, et al., 1997; FOGLIA- MANZZILLO et al., 2013) e desempenham
uma importante funcdo na transmissao para humanos (PALATINIK-DE-SOUZA et al., 2001,
REIS et al., 2010).

A histéria natural da leishmaniose canina depende de varios fatores, como carga
parasitaria, imunidade mediada por células, subconjuntos de células, resposta humoral e
expressao de citocinas (REIS et al., 2010). E a forma grave é caracterizada por evolugéao
cronica de sinais viscero-cutaneos, como aumento de linfonodo, lesbes cutaneas,
esplenomegalia, onicogrifose, danos renais e oculares devido a deposicdo de complexos
imunes (CIARAMELA etal., 1997; FOGLIA-MANZZILLO et al., 2013), sendo os principais
achados encontrados em exames fisicos classicos lesbes na pele, linfoadenomegalia, baixo
peso progressivo, atrofia muscular, intolerancia ao exercicio, letargia, diminuicdo de apetite,
esplenomegalia, onicogrifose, vomito, diarreia (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). O
periodo de incubagdo antes da apresentacdo de sinais clinicos compativeis com a doenca
clinica pode variar de pelo menos trés meses até sete anos (MIRO, et al., 2008). Segundo 0
Ministério da Saude, (2014), a classificagdo dos cdes com leishmaniose visceral quanto aos
sinais clinicos é definida como: cdes assintomaticos, com auséncia de sinais clinicos
sugestivos da infecgdo por Leishmania; cdes oligossintomaticos dentre os principais sinais
clinicos estdo adenopatia linféide, pequena perda de peso e pelos opacos; e cdes sintomaticos
com todos ou alguns sinais mais comuns da doenga como as altera¢des cutaneas (alopecia,
eczema furfuraceo, Ulceras, hiperqueratose), onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite

e paralisia dos membros posteriores.
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Diferente dos seres humanos, cdes sintomaticos com leishmaniose visceral ndo
desenvolvem cura parasitologica, isto €, voltam a apresentar sinais clinicos ao final do
tratamento ou tempos depois da cura clinica (IKEDA-GARCIA et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2008, SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Dentro da populacdo de cées de areas endémicas,
uma fragdo susceptivel de cdes infectados tende a progredir com o desenvolvimento da doenca
clinica, enquanto a outra fracao por ser resistente nao desenvolve sinais clinicos (ALVAR et
al., 2004; FOGLIA MANZILLO et al., 2013).

Caes assintomaticos ndo apresentam sinais clinicos visiveis, e possuem aparéncia de cao
saudavel, cdes oligossintomaticos apresentam sinais como alteracGes cutaneas, baixo peso e
alopecia localizada, e os cdes sintomaticos apresentam 0s sinais clinicos tipicos como
alteracbes cutaneas podendo ser ulcerativas, baixo peso, onicogrifose, dermatite,
linfoadenomegalia e esplenomegalia (SANCHEZ et al., 2004; REIS et al., 2006). Quando
caes apresentam escore clinico entre zero e trés sdo classificados com baixo escore clinico
para LV, e os cies com alto escore clinico apresentam escore igual/superior a quatro (SOLCA
etal., 2016).

No Brasil a eutanasia de cdes com LV € recomendada a todos os animais com sorologia
positiva ou parasitolégico positivo (BRASIL, 2014). Mesmo em areas de transmissdo
zoondtica, o controle bem sucedido da doenca foi atribuido ao tratamento em massa de
pacientes humanos e ao uso de inseticidas para controle de vetores, tornando dificil atribuir o
controle bem sucedido a eliminacdo do cdo (COSTA, 2011; OTRANTO e DANTAS-
TORRES, 2013). No entanto, numerosos caes foram eliminados, sem critérios definidos, pois
qualquer cdo encontrado em 4areas onde a infeccdo era endémica foi morto
indiscriminadamente (OTRANTO e DANTAS-TORRES, 2013).

2.4 ASPECTOS GERAIS DA IMUNIDADE CONTRA L. INFANTUM

2.4.1 Em seres humanos

A evolucédo clinica ou cura da leishmaniose visceral depende da resposta imune do
hospedeiro, principalmente quanto ao perfil de citocinas.

A evolucdo da infeccdo esta relacionada a persisténcia e multiplicacdo do parasito no
organismo (GOLLOB et al., 2005). Segundo SINGH, (2014), na infeccdo por Leishmania,
antigenos sdo apresentados a células T via complexo de histocompatibilidade (MHC) classe
I, para células TCD4+ ativarem celulas que expressem receptores de células T (TCR)
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especificos para MHC — complexo antigeno de forma a conduzir a diferenciacdo de células
TCDA4+ especificas para Leishmania.

Na infeccdo por Leishmania, a resposta Th1l é responsavel por ativacdo da atividade
microbicida por macréfagos do hospedeiro e subsequente controle da infeccdo. A resposta
Th1 pode ser induzida rapidamente e tem a capacidade de ir aos sitios de infec¢do e drenar
linfdcitos ateé o local (GOLLOB et al., 2005). A imunidade mediada por células T desempenha
um papel central na resposta a patogenos intracelulares (ANTONELLLI, et al., 2005). Essas
celulas estdo envolvidas na morte do parasito Leishmania através da producédo de citocinas
gue medeiam a ativacdo de macréfagos resultando na destruicdo do parasito intracelular e
possivelmente na lise direta dos macréfagos infectados (PINELLI et al., 1994). Pessoas com
estado clinico assintomatico de leishmaniose visceral desenvolvem resposta imune celular
(Thl) (MICHALLIK e GENARO 2005; SILVA, 2007; SINGH et al., 2012), com altos niveis
de células T associadas de CD4+ e CD8+ que ativam a producéo de citocinas IFN-y, IL-2 e
TNF-o (PINELLI etal., 1994, 1999; CARRILLO e MORENO, 2009), sendo IFN-y a principal
citocina envolvida na ativacdo de macréfagos e morte de amastigotas intracelulares auxiliada
por TNF-a, principal mecanismo de controle da disseminacao do parasito (VOULDOUKIS et
al., 1996; CARRILLO, MORENO, 2009). Em pessoas sintomaticas a resposta imune celular
é prejudicada (REIS et al. 2009), estas, apresentam reducdo de células B CD21+ e de células
T CD4+ (BOURDOISEAU et al., 1997; SILVA, 2007), desenvolvendo resposta imune do
tipo Th2 com a producdo de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, (ROGERS et. al., 2002; SILVA, 2007,
CARRILLO, MORENO, 2009).

2.4.2 Em caes

A resposta imune contra leishmaniose visceral canina parece ndo ser muito bem
estabelecida. Ndo é sabido exatamente quais mecanismos nos cdes Sdo responsaveis pela
protecdo ou suscetibilidade a infeccdo, nem de que forma sdo afetados pelos fatores
mencionados anteriormente (ALVAR et al., 2004). Nem como fatores, como idade, genética,
nutricdo, co-infeccdo e/ou doenca concomitante, condi¢des imunossupressoras, ambiente das
citocinas, carga parasitaria podem afetar a resposta imune e o desfecho da infeccdo em cées
(SIDERIS et al., 1999; FRANCA-SILVA et al., 2003, SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Em estudos como o de PINELLI et al. (1994), foi observado uma diferencga na resposta
imune em cées susceptiveis ou resistentes a LV, com aumento de resposta linfoproliferativa

em cées resistentes e em contraste cdes susceptiveis com falha na resposta mediada por células
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T. A auséncia de uma resposta de células T adequada que possa controlar o parasito leva ao
aparecimento de sinais clinicos, altos niveis de anticorpos especificos para Leishmania e de
parasitos na pele, medula dssea, baco figado e ganglios linfaticos (REIS et al., 2010). Porém,
segundo autores como (SILVA, 2007), o padrdo de resposta Th ndo estda muito bem
estabelecido. A producéo de IL-10 e TGF-p esta presente em todos os grupos estudados, nos
cies assintomaticos e nos sintomaticos (SILVA, 2007; CORREA, et. al., 2007). Em
contrapartida, COFFMAN et al. (1988); MOSMANN et al. (1986); SOLANO-GALLEGO et
al. (2016), afirmaram que as células Th2 secretam interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-
5), interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento de transformacdo beta (TGF-B) e se
correlacionam com a progressao da doenca. No entanto, a IL-10, por sua vez, é uma citocina
produzida por macréfagos ativados, células T e B (HOWARD e O'GARRA, 1992; GASIM et
al., 1998; CORREA et al., 2007).

Em cées infectados, resisténcia € associada com a existéncia de imunidade mediada por
células com a producdo de IL-2, TNF, e IFN-y (ALVAR et al., 2004; PINELLI et al., 1994).
Sendo o0 mecanismo chave efetor envolvido na resposta imune protetora de cdes infectados
por L. infantum a ativacdo de macrofagos por IFN-y e TNF-a para a morte de amastigotas
intracelulares através da via 6xido nitrico de I-arginina (VOULDOUKIS et al., 1996;
BARBIERI, 2006).

O papel da producéo de IL-6 na fisiopatologia da LV ainda nédo esta claro. Em estudos
realizados por DE LIMA et al. (2007), houve um aumento na producédo de IL-6 em soros de
cées com leishmaniose visceral ativa. Em mamiferos como por exemplo o céo, a IL-6 foi
associada ao desenvolvimento tanto da resposta Th1 como da resposta Th2 (DE LIMA et al.,
2007). E quando PBMC de cdes saudaveis e assintomaticos foram estimulados com antigeno
solivel de Leishmania, semelhantes niveis de expressdo de IL-6 mRNA e TNF-o mRNA
foram observados (CHAMIZO et al., 2005; DE LIMA et al., 2007).

A elucidacdo dos mecanismos mediadores da resposta imune na LVVC pode contribuir
para o desenvolvimento de vacinas, estratégias de imunoterapia e no diagndstico da infeccao
(BARBIERI, 2006). Assim como o desenvolvimento de técnicas quantitativas através do
estudo de citocinas caninas permitira uma melhor compreenséo de seu papel regulador na
resposta ao parasito e na patogénese da leishmaniose visceral canina, com aplicacdo ao
desenvolvimento do tratamento e vacinas (ALVAR et al., 2004), além de contribuir na
identificacdo de cdes resistentes a LV, evitando assim, eutanésias desnecessarias de caes nao

infectiveis para o vetor.
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2.5 DETECCAO DE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Até a década de 30, o diagndstico humano e os inquéritos caninos eram realizados por
meio dos exames diretos como a pungdo de figado, de baco e o raspado de pele. Esses exames
s80 seguros quanto a positividade dos casos, todavia, sem eficécia na realizacdo de uma
cobertura total dos animais positivos (ADLER, 1932; ALVES e BEVILACQUA, 2004), além
disso, sdo testes que permitem a identificacdo do parasito, porém, sao laboriosos. Testes como
métodos soroldgicos e de aglutinagdo direta sdo utilizados, mas, a valoragdo como marcadores
de infeccdo ndo é firmemente estabelecida. Esses testes detectam principalmente infec¢des
mais recentes (GIDWANI et al., 2011). O diagnostico de leishmaniose visceral em cées deve
ser baseado na integrada abordagem que inclui sinais clinicos, historico, achados clinicos
externos, e testes basicos de laboratério, analise que possa revelar danos indiretos e diretos
causados pelo parasito e resposta imune do hospedeiro (SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
FOGLIA MANZILLO et al., 2013).

Em area endémica, usando vérias técnicas de diagnostico ou deteccdo de infeccdo ao
parasito, como sorologia e proliferagdo de linfécitos, ou avaliacdo clinica, a avaliacdo de
imunidade celular, através da reacdo de Montenegro, encontra-se tipicamente 5 a 10% dos
cdes sintomaticos e 90 a 95% clinicamente saudaveis (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
Ensaios soroldgicos tém varios problemas intrinsecos, entre eles a persisténcia de anticorpos
especificos ap6s a recuperacdo dos sinais clinicos ou diminuicdo da carga parasitaria, ou
reacdo cruzada com anticorpos contra outros patégenos como Trypanosoma cruzi e Ehrlichia
canis (FERREIRA et al., 2007; MAIA e CAMPINO, 2008).

O principal avango no diagnostico da LVC no Brasil ocorreu em dezembro de 2011,
quando o MS substituiu o0 ensaio imunoenzimatico (EIE LVC) usado na triagem de cées e a
imunofluorescéncia indireta (IF1 LVC) usada como método de confirmacdo da doenca, por
um novo protocolo de diagnostico sorolégico para LVC, utilizando o teste répido
imunocromatografico (TR-DPP LVC) na triagem e o EIE LVC como teste confirmatdrio
(BRASIL, 2011).

A deteccdo de LVC pode ser mais dificil em cées assintomaticos e nos animais com
poucos achados clinicos (oligossintomaticos), nestes casos, um teste com alta sensibilidade
seria imprescindivel para evitar resultados falso-negativos subestimando a infeccdo por

Leishmania em populagdes de areas endémicas, como também falso-positivos que podem
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resultar numa eutandasia desnecessaria de cdes ndo infectados (MAIA e CAMPINO, 2008;
GOMES et al., 2008).

2.6 ENSAIO QUANTIFERON MODIFICADO

Ensaios de sangue total parecem reproduzir um ambiente natural, pois ndo apenas as
interacdes célula a célula sdo preservadas, mas os mediadores estimuladores e inibitorios
circulantes também estdo presentes em sua concentracdo normal. Entdo este, aparenta ser o
melhor meio para estudar a producgéo de citocinas (GROOTE et al., 1992).

Estudos utilizando o ensaio de producdo de IFN-y em sangue total com estimulos
especificos comecaram por volta da década de 80, ensaio idealizado em estudos realizados
por KIRCHNER e WOOD e colaboradores para deteccdo de tuberculose bovina e humana,
visto que, 0 método utilizado (teste cutaneo) apresentava por vezes resultados duvidosos.
KIRCHNER et al. (1982) estudaram a producdo de interferons alfa e gama em sangue total
de adultos saudaveis diluido com meio de cultura de tecidos. Segundo eles, no ensaio de
sangue total, a resposta a varios indutores de diferentes tipos de interferon podem ser
prontamente monitoradas em condic¢BGes sem soro.

Mais tarde WOOD et al. (1990) compararam o ensaio de producdo de IFN-y em sangue
total com o teste cutdneo de tuberculina para o diagnostico de tuberculose bovina. Segundo
WOOD et al. (1990; 1991; 1992) o teste de tuberculina, no qual o antigeno € inoculado e
testado apds trés dias interfere no diagnostico, por precisar haver uma repeticdo do teste
devido a imprecisao, ou a auséncia do paciente no retorno para a realizagéo da leitura. Por esta
razdo, foi avaliado o desenvolvimento de um ensaio in vitro simples e rapido para o
diagnostico de tuberculose bovina, um ensaio de liberacdo de interferon gama.
Resumidamente, neste ensaio, sangue periférico foi coletado de cada animal e cultivado em
placa de 24 pocos, e proteina purificada derivada de tuberculina (PPD) adicionada a placa,
com incubacéo 24 horas a 37 °C para posterior coleta do plasma (WOOQOD et al., 1992).

Posteriormente, STREETON et al. (1995); MAZUREK et al. (2001); BROCK et al.
(2001); BELLETE et al. (2002), passaram a referir-se ao ensaio de sangue total como teste
QuantiFERON, por tratar-se de um teste que quantifica a liberacdo de IFN-y por células de
sangue total, nesse periodo, o teste passou a ser comercializado. Este fora melhorado de forma
a torna-lo mais simples de realizagdo. Resumidamente, o teste foi dividido em duas etapas: na
primeira, amostras de sangue periférico incubadas na presenca de antigeno especifico e

mitogeno, e na segunda etapa, realizada no dia seguinte, a quantificacdo de IFN-y em plasma
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usando um simples ensaio imunoenzimético (STREETON et al., 1995; 1998). Em alguns
estudos o ensaio QuantiFERON apresentou uma melhor sensibilidade e especificidade quando
comparado ao teste cutaneo de Tuberculina (CONVERSE et al., 1997; MAZUREK et al.,
2001).

Atualmente o teste QuantiFERON ¢é utilizado para detectar infeccdo latente de
Mycobacterium tuberculosis através da mensuracdo de IFN-y produzida pela estimulagdo de
células T em resposta a antigenos especificos, (PAI et al., 2007; ANDERSEN et al., 2006;
LIGHTER et al., 2009; METCALFE et al., 2012).

Posteriormente, este ensaio despertou o interesse para estudo e avaliacdo de sua
utilidade em doencas com leishmaniose. TURGAY (2010), foi o primeiro a avaliar o ensaio
na deteccdo de infeccdo por Leishmania. Este que é na verdade, uma modificacdo do teste de
tubo QuantiFERON (Cellestis, Australia), um kit de teste comercial que mede niveis de IFN-
v liberados por linfocitos T sensibilizados em uma amostra de sangue venoso estimulada com
antigenos peptidicos do Mycobacterium tuberculosis (ANDERSEN et al., 2006; SINGH et
al., 2012).

Segundo autores como TURGAY (2010), a mensuracgdo in vitro de resposta imune
mediada por células T estimuladas por antigenos especificos, pode ser um método alternativo
e eficaz para estudos epidemioldgicos quanto a deteccdo de patdgenos intracelulares como
Leishmania sp. O ensaio baseia-se na mensuracao de citocinas liberadas por células de sangue
total. O ensaio QuantiFERON modificado com antigenos de Leishmania tem sido capaz de
detectar infeccdo subclinica em pacientes saudaveis que vivem em area endémica para
leishmaniose visceral (CARRILLO et al., 2015; TURGAY, 2010), e pacientes com doenca
ativa apresentaram elevados niveis de IL-10 (SINGH, 2014). A estimulacdo de sangue total
com antigenos especificos de Leishmania € associada com concentracGes significativamente
altas de IFN-y em paciente curados (especialmente) e assintomaticos (IBARRA-MENESES
etal., 2016). SINGH et al. (2012) observaram um perfil similar de producdo de TNF-a e IFN-
v em pacientes curados de leishmaniose.

SCHNORR e MUNIZ (2012) avaliaram o QuantiFERON modificado em pacientes com
leishmaniose cutanea e observaram que o0 uso do teste in vitro que avalia a producdo de IFN-
vy foi util, pois, ndo somente os niveis de produgdo de IFN-y aumentaram em pacientes com
evidéncia da infeccdo por Leishmania, como também o teste demonstrou discordancia entre
0s resultados do teste cuténeo.

Em cées, até o presente momento, existem poucos trabalhos que avaliaram o uso deste
ensaio. SOLANO-GALLEGO et al. (2016), avaliaram a producéo de IFN-y e IL-10 secretadas
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em sangue estimulado com antigeno de Leishmania infantum, cdes com diferentes estagios
clinicos da doenca, e observaram que uma razoavel parte dos cdes que eram produtores de
IFN-y especificos para L. infantum também foram classificados com os estagios clinicos mais
discretos.

MARTINEZ-ORELLANA et al. (2017), destacaram que em cées que inicialmente
tinham baixas concentracdes de IFN-y, houve um aumento significativo da concentragao desta
citocina quando o sangue periférico foi estimulado com SLA durante o tratamento a longo
prazo, juntamente com a diminuicdo dos niveis de anticorpos especificos de L. infantum,
parasitemia e melhora clinica.

Esses achados mostram que a pesquisa nessa area € essencial para o desenvolvimento
de possiveis ferramentas imunoldgicas e epidemioldgicas para a leishmaniose canina e
humana (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). O ensaio de producédo de citocinas em sangue
total na avaliagdo de cées com leishmaniose visceral, pode ser um desafio promissor por
avaliar o perfil imunoldgico a partir da producdo de citocinas. Sabe-se que as manifestacoes
clinicas e o resultado da infeccdo na leishmaniose canina sdo uma consequéncia de interacfes
complexas entre o parasito e os antecedentes genéticos e imunoldgicos do cdo (MARTINEZ-
ORELLANA et al., 2017; HOSEIN et al., 2017).

O ensaio de producdo de citocinas por ser realizado em sangue total contém todas as
populacdes celulares e os fatores solUveis necessarios para a ativacao das células T, refletindo
0 ambiente in vivo (ZIBRI et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a utilidade do teste QuantiFERON na definicdo de susceptibilidade ou

resisténcia na leishmaniose visceral canina

3.2 ESPECIFICOS

- Caracterizar um grupo de cées de area endémica de leishmaniose visceral pela avaliacdo

clinica, parasitismo por Leishmania, resposta imune humoral e celular especificas

- Determinar a concentracao de citocinas (IFN-y, TNF-a, I1L-2, IL-10 e IL-6) no plasma de
sangue total cultivado na presenca de antigenos de Leishmania utilizando o ensaio
QuantiFERON modificado

- Correlacionar os grupos de cdes classificados de acordo com parametros clinicos,
parasitologicos e de resposta imune com a producdo de citocinas no ensaio QuantiFERON

modificado
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E DESENHO DO ESTUDO

Para a realizacdo do presente estudo, foram utilizados caes provenientes de Camacari
e cées controles negativos oriundos de Salvador, Bahia.

O municipio de Camagari esta localizado no estado da Bahia, na regido metropolitana
de Salvador, a 45 km da capital (12°42'Se 38°20'0). Camacari possui uma extensdo de
aproximadamente 785 km?, populacdo humana de 242.970 habitantes (IBGE, 2010) e
populacdo canina de cerca de 60.000 animais (FERNANDES et al., 2014). O municipio de
Camagari apresenta clima imido, com temperatura anual média de 24,5 °C, pluviosidade anual
de 1977 mm, e é chuvoso entre os meses de fevereiro e agosto (BAHIA, 2013). Camacgari é
um dos municipios brasileiros endémicos para leishmaniose visceral (BRASIL, 2014).

O estudo foi realizado pela avaliacdo de corte transversal de dois grupos de cées
provenientes de Camagcari. O primeiro grupo foi constituido por 29 cées, sendo 11 machos e
18 fémeas, os quais foram recrutados em duas campanhas. 18 animais foram recrutados na
primeira campanha (Bagues, 2016) e 11 animais foram recrutados na segunda campanha, em
2017. Os animais recrutados foram submetidos a exame clinico (ficha clinica, apéndice 12),
coleta de sangue periférico, puncdo esplénica e teste de hipersensibilidade cuténea tardia
(DTH, reacdo de Montenegro) em apenas uma oportunidade em um periodo de trés dias. As
amostras de sangue foram usadas para avaliacdo de anticorpos anti-Leishmania (ELISA) e
ensaio QuantiFERON modificado. Foram considerados animais infectados, os cées que
apresentaram resultado soroldgico positivo (ver descricdo seccdo 4.7), deteccdo de
Leishmania no bago (por PCR ou cultura) ou resposta imune celular. Foram considerados
animais sem marcador de infeccdo, quando independentemente de exibir manifestacdes
clinicas, os cdes que apresentaram resultado negativo nas avaliagdes da resposta imune
humoral e celular e parasitologica. Um escore clinico para cada animal foi estabelecido
baseando-se na frequéncia e gravidade dos sinais clinicos (ver secc¢do 4.4). Os animais foram
classificados quanto ao escore clinico em cdes com escore clinico baixo ou cdes com escore
clinico alto quando o escore clinico foi inferior ou igual/ superior a quatro, respectivamente.
Os animais foram distribuidos nos seguintes subgrupos: a) cdes sem marcador de infeccéo, b)
cdes com baixo escore clinico e ¢) cdes com alto escore clinico. Além disso, um grupo cées
foi usado como controle negativo (ver descricdo abaixo). O segundo grupo de cdes

provenientes de Camacari foi formado por 27 cées, sendo 12 machos e 15 fémeas. Esses
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animais correspondem a um subgrupo de cées recrutados inicialmente em um estudo para
avaliacdo da historia natural da leishmaniose visceral canina (Solca, 2017). Tal estudo
envolveu 122 cées, os quais foram acompanhados por dois anos, cujo em 65 foi detectada a
infeccdo por Leishmania. Ao longo dos dois anos, os animais foram submetidos a exame
clinico, coleta de sangue periférico (para sorologia e PCR para deteccdo de DNA de
leishmania) a cada trés meses e puncao esplénica a cada seis meses (para PCR e cultura para
deteccdo de DNA de leishmania). Dentre os animais, aqueles que exibiram algum resultado
positivo, em (a) cultura (em material aspirado de baco) ou reacdo em cadeia da polimerase
para detectar DNA de leishmania (em amostra sangue periférico, pele ou material aspirado de
baco) ou b) deteccdo de anticorpos anti-Leishmania (usando-se método baseado na plataforma
de duplo percurso, DPP ou ELISA Biomanguinhos, FIOCRUZ), ao longo do
acompanhamento foram recrutados para mais uma coleta de amostras (sangue periférico e
material aspirado do baco) e avaliacdo (pelo exame clinico e ensaios soroldgico, DTH,
parasitoldgico e QuantiFERON modificado). A coleta e avaliagdo que envolveu o ensaio
QuantiFERON modificado foram realizadas em 2018 e ocorreram em um periodo de trés dias.
Os animais foram classificados de acordo com o escore clinico em cdes com escore clinico
baixo ou cdes com escore clinico alto quando o escore clinico foi inferior ou igual/ superior a
quatro, respectivamente. Os animais foram distribuidos nos seguintes subgrupos: a) cdes com
baixo escore clinico e b) cdes com alto escore clinico. Além disso, um grupo cées foi usado
como controle negativo, sendo esse grupo 0 mesmo usado como controle negativo no primeiro
grupo de animais.

Nove cdes oriundos de Salvador, Bahia, doados pelos seus proprietarios quando ainda
filhotes, com cerca de 60 a 90 dias de idade, e mantidos no canil experimental do Instituto de
Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz, Bahia, foram usados como controles negativos. Esses
animais foram mantidos no canil separados por indole e porte e recebendo racdo
industrializada e dgua ad libitum. Esses animais foram ainda acompanhados periodicamente
por avaliacdo clinica, soroldgica e parasitologica e submetidos a tratamento com vermifugos
e vacinagdo contra raiva, leptospirose, cinomose, adenovirus, virose causada por
parainfluenza, parvovirose, hepatite viral e coronavirose (Vanguard Plus e Defensor Zoetis,
Lincoln, EUA, uma vez por ano). Os animais foram usados como controle negativo quando

tinha uma idade de cerca de 2 a 4 anos.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS
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As manipulactes dos cées foram realizadas de acordo com as recomendagdes para
experimentacdo animal da Fundagdo Oswaldo Cruz e aprovacio pela Comissdo de Etica no
Uso de Animal do IGM (protocolo CEUA 017/2015). Nos animais oriundos de Camagari, as
avaliacdes clinicas, coletas de sangue, puncgdes esplénicas, e teste de hipersensibilidade
cutanea tardia, foram realizadas por médico veterinario ou supervisdo de médico veterinario

com o consentimento do proprietario de cada céo.

4.3 AVALIACAO CLINICA

Os animais foram submetidos a exame clinico por um médico veterinario usando-se
uma ficha de avaliagdo clinica (Apéndice 12). Nas fichas clinicas foram anotados os pesos
corporeos bem como aspectos da pele e mucosas, unhas, linfonodos superficiais, figado e bago
dos cdes. A cada sinal clinico foram atribuidos escores dependendo da intensidade e/ou
extensdo (ver ficha clinica, Apéndice 12). Um escore clinico final para cada animal foi
estabelecido a partir da soma dos escores (Apéndice 13).

Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas pela veia cefalica ou jugular. As amostras
foram coletadas em tubos (Vacutainer, BD, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA) com (8 mL) ou

sem (4 mL) heparina.

Puncéo esplénica

As puncdes esplénicas de baco dos cdes para obtencdo de material aspirado foram
realizadas conforme método descrito por BARROUIN-MELO e colaboradores, (2006).

Teste de hipersensibilidade cutanea tardia

Os testes de hipersensibilidade cutanea tardia nos cées foram realizados conforme
método descrito por PARANHOS-SILVA e colaboradores. Resumidamente, em cada animal
foram injetados de antigenos brutos de Leishmania infantum na regido do abdémen (250 pg
de proteina em salina em um volume de 100 pL). Na regido contralateral do abdémen foram

injetados 100 pL de salina para uso como controle negativo. Quarenta e oito horas apds a
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administracdo dos antigenos, foram realizadas as medicGes correspondentes a induracdo. As
medidas das duas maiores dimensdes das areas de induracdo foram realizadas e uma média
das medidas foi usada em analises posteriores. Foram consideradas reacdes positivas quando
o valor médio da &rea de induracdo alcangou mais que 5 mm (CARDOSO et al., 1998;
BALEEIRO et al., 2006; DOS-SANTOS et al., 2008).

4.4 DETECCAO DO PARASITISMO POR LEISHMANIA

Amostras de material aspirado dos bacos dos cdes foram inoculadas em meio NNN
(Neal, Novy, Nicolle) com soro bovino fetal inativado e cultivadas a 24°C pelo periodo de um
més. A cada semana uma amostra de cultura de cada céo foi coletada e examinada sob o
microscopio optico para a deteccdo de formas promastigotas de Leishmania.

Amostras de material aspirado dos bagos dos caes foram submetidas a extracdo de DNA
com DNAeasy Blood e Tissue kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendagdes
do fabricante. Antes da purificagdo de DNA, as amostras de aspirado esplénico foram
digeridas com proteinase K por cerca de 12 h (MARY et al., 2004). As amostras de DNA
foram usadas para a realizacdo de PCR em tempo real usando-se pequenas modificaces no
método descrito por FRANCINO e colaboradores, 2006. Resumidamente, triplicatas de
reagdo de 25 uL foram realizadas com 150 ng de DNA, oligonucleotideos iniciadores LEISH-
1 (5"-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3') e LEISH-2 (5'-ACCCCCAGTTTCCCGCC-
3'), e sonda FAM-MGB (FAM-5'-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3'-MGB) para uma regido
conservada do mini circulo de Leishmania ou oligonucleotideos e sonda especificos para a
deteccdo de rDNA 18S (controle positivo do ensaio, Applied Biosystems, Carlsbad, USA),
além de 0.2 mg/pL de albumina bovina e mistura master de TagMan (Applied Biosystems).
A PCR foi realizada através de uma colaboracdo com as Dra. Deborah Bittencourt Mothé
Fraga, Dra. Manuela Solca e Msc. Bruna Leite, Laboratério de interacdo parasito-hospedeiro

e epidemiologia do Instituto Gongalo Moniz, Fiocruz, Bahia.
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4.5 ANTIGENOS DE LEISHMANIA

Os antigenos de Leishmania foram obtidos a partir da cepa MHOM/BR2000 L.
infantum (BALEEIRO et al., 2006), para uso nos ensaios DTH (Reag&o de Montenegro) e nos
Ensaios QuantiFERON modificado e Ensaio imunoenzimatico ELISA para detec¢do de
anticorpos especificos. Para isso, uma aliquota de macerado de bago de hamster infectado foi
descongelada e, ap6s lavagem, cultivada em meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA), suplementado com 20% Soro Bovino Fetal inativado (Gibco) e meio NNN
(Neal, Novy, Nicolle), a 24 °C. Formas promastigotas foram passadas na concentragéo de 2 x
10 parasitos/mL. Antes da terceira passagem, formas promastigotas de um volume de 300
mL de cultivo foram sedimentadas, obtendo-se 3 x 10 parasitos. O sedimento de L. infantum
foi lavado 3 vezes em salina, pela centrifugagédo a 3.000 x g 4 °C por 10 minutos, a cada vez.
O sedimento final ressuspendido em 10 mL de salina foi submetido quatro vezes ao
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em gelo. Em seguida, a suspenséo foi
submetida a sonicagédo (Sonifier 250, Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, EUA) com
10 ciclos de 20 segundos, com pulsos de 50% de poténcia e um minuto de intervalo em cada
dois ciclos consecutivos. Uma parte da suspensdo (lisado total, antigenos brutos) foi
aliquotada e armazenada a -20 °C até o momento do uso. A outra parte da suspensdo foi
centrifugada por 30 minutos a 30.000 x g a 4 °C e o sobrenadante resultante (antigenos
soltveis de Leishmania, SLA) foi aliquotado e armazenado a -20 °C. A concentracdo protéica
do lisado total e dos SLA foi determinada pelo método de Lowry modificado (LOWRY,
1951). Além disso, a concentracdo de endotoxinas no SLA foi mensurada usando-se lisado de
amebacitos de Limulus kit Limulus Amebocyte Lysate, QCL-1000 (Lonza), seguindo-se as
recomendagdes do fabricante (Apéndice 2).

O antigeno recombinante de L. infantum rLci2-NT-CT, possui as extremidades amina
(701 AA) e carboxila (76 AA) o antigeno recombinante rLci2-NT-5R-CT possui a mesma
sequéncia de aminoacidos do rLci2-NT-CT além da insercdo de 5 dominios com motivos
repetitivos de 39AA entre os dominios nao repetitivos de 701AA e 76AA. As proteinas
recombinantes foram obtidas a partir de construgdes plamideais em pRSET (Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia, EUA) e Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3) -RP (Invitrogen),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante (Bagues, 2016). Resumidamente, amostras de
colonias de E. coli foram usadas para inocular caldo Luria-Bertani (LB) com glicose 1mg/mL
(Sigma) e ampicilina e cloranfenicol e cultivadas a 37 °C a 250 rpm por cerca de 12 horas.

Depois disso, uma amostra das suspensdes bacterianas foi diluida e cultivadas a 37°C a 250
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rpm até a densidade dptica 600 nm a atingir cerca de 0,5. A partir dai, isopropil-p-D-
tiogalactosideo (IPTG, Invitrogen) foi adicionado para alcancar a concentracdo de 0,1 mM.
Tres horas depois, 0s sedimentos bacterianos foram obtidos por centrifugacéo (6.000 x g a 4°C
por 15 minutos), pesados e armazenados a -20 °C até o momento do uso. As proteinas
recombinantes foram purificadas conforme descricdo prévia (BAGUES, 2016).
Resumidamente, os sedimentos foram ressuspendidos em tampéo contendo lisozima (Sigma),
acido desoxicolico (Sigma), fosfato de sodio a 20 mM e cloreto de sodio a 500 mM, pH 7,4.
Em seguida, as suspensdes foram submetidas a sonicagédo (Sonifier 250, Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, EUA) e centrifugadas a 17.000 x g a 4 °C por 30 minutos. Despois de
lavar os sedimentos por trés vezes com tampédo NaH.PO4 a 20 mM e NaCl a 500 mM pH 7,4.
Os sedimentos foram solubilizados com tampdo 20 MM NaH2PO4, 500 mM NacCl, 20 mM
imidazol e 8 M de uréia, pH 7,4 (tampdo de ligacdo com uréia) e o material insoltvel removido
pela centrifugacdo a 23.000 x g, 4 °C por 1 hora e 30 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados
(filtros 0,45 um e de 0,22 um) e aplicados em colunas cromatograficas de Sepharose-niquel
(HisTrap HP, GE Healthcare Bio-Sciences, EUA) e as colunas foram lavadas com 50 volumes
de tampédo NaH2PO4/Na;HPO4 a 20 mM, NaCl a 500 mM, imidazol a 31,25 mM, uréiaa 8 M
e Triton X-114 a 0,1% (Fluka, iochemika, France), pH 7,4; a 10°C (REICHELT, 2006), para a
eliminacdo de lipopolissacarideos (LPS) contaminantes. As colunas foram eluidas com
NaH2PO4 a 20 mM, NaCl a 500 mM, imidazol a 500 mM e uréia a 8 M, pH 7,4. As fracdes
cromatograficas com as proteinas de interesse foram misturadas e dialisadas contra tampé&o
fosfato tamponado com salina a 4°C. As proteinas purificadas foram esterilizadas sob o gelo
com irradiagdo gama a 60.000 rads por irradiador Cobalto pelo Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN, S&o Paulo, Brasil) e armazenadas a -20 °C até o momento do
uso. Aliquotas das proteinas foram usadas para a determinacdo da concentracao proteica Micro
BCA (THERMOFISHER), seguindo-se as recomendagOes do fabricante. Por tratar-se de
proteinas insollveis, essas foram solubilizadas com uréiaa 2 M. A analise por SDS-PAGE em
gel a 10 % foi avaliada (Apéndice 1) e a concentracdo de endotoxinas (LAL) foi detectada
(Apéndice 2).
A proteina recombinante KMP-11 foi doada por Dr. Javier Moreno, Institute del Salud

Carlos 111 (ISCIII, Espanha).
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4.6 ELISA PARA AVALIACAO DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANIA

A deteccdo de niveis de imunoglobulina G especifica contra antigenos de Leishmania
infantum foi realizada em soros dos cédes através do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
padronizado (BALEEIRO et al., 2006), com modificacbes na diluicdo utilizada no
imunoconjugado. Resumidamente, placas de microtitulagdo de 96 pocos foram sensibilizadas
com SLA (5 pg/poco, 100 pL/pogo) em tampéo carbonato/bicarbonato de célcio a 0,06 M,
pH 9,8. Depois disso, as placas foram bloqueadas com PBS, pH 7,2 (NaCl, KCI, KH2POs e
Na,HPO,) e polioxietileno-sorbitan-monolareto (Tween 20) a 0,05 % e albumina sérica
bovina a 4 g/L (150 pL/poco) a 37 °C por 1 hora. Amostras dos soros dos cédes foram usadas
em dilui¢Bes duplas seriadas de 1:50 até 1:102.400. Amostras de soro de cdo controle negativo
e de um cdo controle positivo foram utilizadas em cada placa de microtitulacdo em dilui¢Ges
duplas seriadas de 1:50 até 1:102.400. Em dois pocos de cada placa de microtitulacdo foi
acrescentado apenas PBS com Tween 20 a 0,05 % (branco). Apds a incubagdo 37 °C por 1
hora, 19gG de coelho anti-lIgG de cdo conjugada a peroxidade (Jackson Immunoresearch
Laboratories) foi adicionada na dilui¢do de 1:8000 (100 pL/poco). Depois da incubacdo a 37
°C por 1 hora, o substrato da peroxidade tetrametilbezidina (TMB) em tampao Fosfato-Citrato
(Acetato de s6dio e cido citrico) foi acrescentado aos poc¢os das placas (100 uL/poco). Apds
15 minutos, 50 pL/pogo de solucdo neutralizante (H.SOs 4 M) foram acrescentados nas
placas. A leitura da DO a 450 nm foi realizada em espectrofotbmetro (Espectra Max 384 340
PC). A partir dos dados de DO das amostras de soros testadas, subtraindo-se os valores de DO
dos pocos brancos, foi realizada a determinacéo do titulo de ponto médio de anticorpos anti-
Leishmania usando-se o programa Graphpad prism a partir de uma curva de quatro

parametros gerada pelo programa.

4.7 ENSAIO QUANTIFERON MODIFICADO

Amostras de 8 mL de sangue total de 56 cées de area endémica foram coletadas em
tubos heparinizados, mantidas a temperatura ambiente e protegidas da luz, seguindo-se a
recomendacéo do fabricante dos reagentes/materiais usados para a mensuracao das citocinas
(Millipore-Merck, Darmstadt, Alemanha). No laboratério, amostras de 1 mL de sangue
heparinizado de cada cdo foram transferidas tubos de 2 mL (Corning, Nova lorque, EUA)
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contendo 10 pL de: a) salina (controle negativo), b) com 20 pg de proteina SLA, ¢) com 10
pg rLci2-NT-CT, e d) com 10 pg rLci2-NT-5R-CT. Uma amostra de 1 mL de sangue diluido
de 1:2 em RPMI de cada animal foi colocada em um tubo de 2 mL contendo 5 uL. com 5 g
concanavalina A (controle positivo do ensaio). Além disso, uma amostra de 1 mL de sangue
de cada céo do segundo grupo e do grupo controle negativo foi adotada a um tubo de 2 mL
contendo 17 pL com 10 pug de KMP-11. Os tubos foram incubados por 24 horas a 37 °C em
atmosfera umida. Depois disso, tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos, e
amostras de plasma foram transferidas para novos tubos, os quais foram armazenados a — 20
°C.

4.8 MENSURACAO DE CITOCINAS IFN-T', TNF-A, IL-2, e IL-10 e IL-6

A mensuracdo de citocinas foi realizada utilizando-se reagentes e materiais do
conjunto Milliplex map Canine (Millipore-Merck), seguindo-se instrugdes do fabricante. A
curva de calibragdo para IFN-y ou TNF-q, IL-2, IL-10 e IL-6, foi realizada com diluicGes
variando de 2,44 pg/mL a 10.000 pg/mL e 12,2 pg/mL a 50.000 pg/mL, respectivamente.
Resumidamente, amostras de plasma foram homogeneizadas em vértex por trés segundos e
centrifugadas por trés minutos a 7.000 x g, temperatura ambiente. Em placas microtitulacéo
de 96 pogos. Amostras das citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6) diluidas, dos plasmas
diluidos 1:3 em tampao de ensaio, da solu¢do matriz soro/plasma (controle negativo de ensaio)
ou do tampéo de ensaio (branco), em volumes de 25 pL, foram colocadas em pocos da placa
de microtitulagdo. Controles de qualidade designados pelo fabricante controle 1 e controle 2
foram usados. As amostras das citocinas diluidas, da solu¢cdo matriz soro/plasma, do tampao
de ensaio e dos controles de qualidade foram usadas em duplicatas. Microesferas magnéticas
recobertas com anticorpos anti-citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-10 ou IL-6) suspensas em
tampéo de ensaio foram adicionadas em pocos da placa de microtitulacdo, usando-se volumes
de 25 uL, contendo amostras das citocinas diluidas, dos plasmas diluidos, da solugdo matriz
soro/plasma, do tampéo de ensaio e dos controles de qualidade. As placas de microtitulagdo
foram incubadas por 12 a 16 h a4 °C sob agitacdo. O liquido dos pogos das placas foi removido
e as microesferas magnéticas foram lavadas com 150 pL tampé&o de ensaio/pogo. Anticorpos
de deteccéo anti-citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-10 ou IL-6) foram adicionados aos pogos
em volumes de 100 pL/pogo e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por uma
hora sob agitacdo. Apo0s isso, a estreptavidina foi adicionada a placa de microtitulagdo em

volumes de 50 pL/poco, e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos
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sob agitacéo. Posteriormente, as placas foram lavadas com tampdo de ensaio, e acrescentado
volumes de 150 pL de fluido do pressurizador do aparelho luminex, e as placas foram
colocadas em agitador a temperatura ambiente por 10 minutos, protegidas da luz. A leitura
das placas foi realizada em aparelho luminex 200 (Millipore-Merck) em uma colaboragao as
Mscs. Emilia Belitardo e Flavia Sena, Laboratorio de Alergia e Acarologia, Instituto de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia. As curvas de calibracdo das citocinas
(IL-2, IL-6, IL-10 e TNF-a) foram estabelecidas usando-se com amostras das citocinas
recombinantes com concentragdo variando de 12,2 a 50.000 pg/mL. As amostras de plasma
que geraram valores de fluorescéncia inferiores aos obtidos para 0s pontos mais baixos das
curvas de calibracdo (12,2 pg/mL de cada citocina) foram consideradas com valor de
concentracdo igual a zero pg/mL. A anélise dos resultados foi realizada usando o0s programas
de computador: Luminex Analyst Xponent versdo 3.1, Microsoft Excel versdo 2016 e
GraphPad Prism versdo 5.01.

4.9 ANALISE POR MAPA DE CALOR

Os resultados da mensuracdo de citocinas (TNF--a, IL-2, IL-10 e IL-6) foram mostrados
também em graficos de mapa de calor usando-se a ferramenta da pagina da Internet http://heat
mapper.ca/expression/, ajustando-se o brilho para o valor 20 e uma palete de 80 tonalidades de
cores e uma resolucédo de 144 pixels/polegada quadrada.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Antes de realizar as andlises estatisticas, os valores de concentracdo das citocinas em
amostras de sangue/sangue diluido de cdes incubadas com antigenos/mitégeno (SLA, rLci2-
NT-CT, rLci2-NT-5T-CT, KMP-11 ou Con A) foram normalizados (CARRILLO et al., 2015;
IBARRA-MENESES et al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2016; ZIBRI et al., 2017;
MARTINEZ-ORELLANA et al., 2017). A normalizagdo consistiu em subtrair os valores de
concentracéo das citocinas obtidos nas amostras de sangue incubadas apenas com salina dos
valores de concentragdo obtidos nas amostras de sangue incubadas com antigenos/mitdgeno.
Por exemplo, os valores de concentracdo de TNF-a para as amostras de sangue do cdo RUR
052 incubadas com salina e SLA foram de 98,1 pg/mL e 897,2 pg/mL, respectivamente. Com
a normalizagdo o valor da concentragdo atribuido para a amostra de sangue incubada com
SLA foi de 799,1 pg/mL (897,2 -98,1=799,1).

As distribuicdes dos valores de concentracdo das citocinas (TNF--a, IL-2, 11-10 e

IL--6) e dos titulos médios de anticorpos anti-Leishmania dos cédes foram avaliadas pelo teste
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D'Agostino e Pearson e Shapiro-Wilk. Como as distribui¢des dos valores de concentragao das
citocinas e titulos de anticorpos dos cées do primeiro e do segundo grupo mostraram-se nao
normais, a comparacdo dos dados entres trés ou mais subgrupos (por exemplo: controle
negativo, cdes sem marcador de infecgéo, cdes com baixo escore clinico e cdes com alto escore
clinico) foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo p6s-teste de Dunn. As comparagoes
dos valores de concentracéo das citocinas entre os grupos com DTH+ e DTH- foram realizadas
pelo teste Mann Whitney. O programa de computador GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad
Prism Inc., San Diego, CA) foi utilizado para aplicacdo dos testes assim como a representagéo
dos resultados em gréficos. Os valores estabelecidos para a significancia estatistica foram
definidos como: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS CAES DO PRIMEIRO GRUPO DO ESTUDO

Esse grupo foi composto por 23 fémeas e 15 machos sendo 34 cdes mestigos e quatro
de ragas puras, subdivididos nos subgrupos: a) controle negativo (9 cées), b) sem marcadores
de infeccédo (5 cdes), ¢) com baixo escore clinico (12 cdes) e d) com alto escore clinico (12
cdes). O critério estabelecido para classificacdo dos animais como cdes com baixo e alto escore

clinico foi o valor de escore <4 e >4, respectivamente (Tabela 1).

Subgrupos de caes:

5.1.1 Controle negativo

Os cdes de area ndo endémica para LV avaliados como controle negativo do estudo
foram mantidos no Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Fiocruz-BA desde muito novos, e
acompanhados periodicamente quanto a avaliacdo clinica, soroldgica e parasitoldgica.
Tratam-se de dois machos e sete fémeas, todos mesticos. Um total de nove cdes, nenhum
apresentou sinais clinicos compativeis com LV ou outra infeccdo, e todos foram negativos na
avaliacdo parasitoldgica por gPCR. A avaliagdo soroldgica foi recentemente realizada em
cinco destes animais, assim como titulacdo de anticorpos anti-Leishmania e todos foram
negativos e apresentaram titulos muito baixos, sendo a mediana de titulos médios igual a 1.612
(Tabela 1).

5.1.2 Sem marcador de infec¢cdo

Trata-se de um grupo de cées de area endémica para LV, composto por trés machos e
duas fémeas, sendo trés cdes sem raca definida e dois da raga poodle. Na avaliacdo clinica
somente um cdo obteve um escore clinico considerado positivo (escore clinico positivo para
LV > 4). Todos os cdes desse grupo (cinco cédes) foram negativos nas avaliagdes
parasitologicas e de resposta imune.

A avaliacdo de resposta imune humoral foi realizada atraves do ensaio ELISA,
(protocolo padronizado em laboratorio, todos os cdes foram negativos para essa avaliacdo. A

titulagdo de anticorpos anti-Leishmania todos tiveram titulos parecidos com os titulos obtidos
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no grupo controle negativo, os titulos medios de anticorpos variaram entre 1.300 e 1.900 a

mediana de titulos médios no grupo foi 1.436 (Tabela 1).

5.1.3 Com baixo escore clinico

Esse grupo € composto por oito fémeas e quatro machos, sendo dez caes mesticos e
dois de raca pura. Na avaliacdo clinica foi observado que dois cées ndo apresentavam qualquer
sinal clinico compativel com leishmaniose visceral, um animal com escore 1, cinco cdes com
escore 2 e quatro cdes com escore 3. A média de escore clinico encontrada no grupo foi 2.
Portanto, doze cées com escore clinico considerado negativo para LVC (Figura 1).

Na avaliacdo parasitoldgica, para a deteccdo de Leishmania em cultura de aspirado
esplénico, todos os cées desse grupo foram negativos, e foi detectado DNA do parasito por
gPCR em somente um céo.

Na avaliacao de resposta imune humoral, os titulos médios anti-Leishmania, variaram
entre 1.200 e 6.550, sendo a mediana encontrada no grupo 2.740.

Na avaliacdo de resposta imune celular realizada com o teste de hipersensibilidade

tardia, cinco cées foram positivos (Tabela 1).

5.1.4 Com alto escore clinico

Esse grupo é composto por seis fémeas e seis machos, todos mesticos. Na avaliacéo
clinica, dois cdes obtiveram o escore 4, seis cdes com escore 5, trés cdes com escore 6 e um
cdo com escore 7 (Figura 1).

Quanto a avaliacdo parasitoldgica somente um céo foi positivo na cultura de aspirado
esplénico para deteccdo do parasito, esse mesmo resultado também foi encontrado na
avaliacdo de qPCR para deteccdo de DNA de Leishmania, sendo o mesmo cdo positivo para
ambos testes.

Na avaliacdo de resposta imune humoral, a de titulacdo de anticorpos de Leishmania,
nesse grupo os titulos médios variaram entre 632 e 6.500, sendo a mediana encontrada no
grupo 2.588.

A avaliagdo de resposta imune celular foi realizada através do teste de

hipersensibilidade tardia obteve cinco cédes foram positivos (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizagdo do primeiro grupo de cdes de area endémica para leishmaniose visceral

Camacari, Bahia.

Dados Controle Sem Baixo Alto escore
negativo marcador  escore clinico
de infeccdo clinico
M 2 3 4 6
Sexo
F 7 2 8 6
Raca pura 0 2 2 0
Escore clinico (mediana) 0 3 2 5
Deteccao PCR (-/+) 9/0 5/0 11/1 11/1
de
L eishmania Cultura (-/+) NF 5/0 12/0 11/1
Positividade 5/0 5/0 1/11 1/11
(-1+)
Anticorpos
anti-
Leishmania Titulos 1.612 1.436 2.740 2.588
médios
(mediana)
Média NF 0 52 3,8
DTH (em mm)
(-/+) NF 5/0 715 7/5

Sexo: Fémea (F) e Macho (M), escore clinico: Os critérios utilizados para identificar como infectados por
Leishmania infantum foram, cultura, ou gPCR, ou ELISA. Soma de escore dos sinais clinicos avaliados: estado
nutricional, mucosas, onicogrifose, volume baco, linfonodos, dermatite periocular, crosta em orelhas, Glcera em
orelhas, despigmentacdo no focinho, hiperqueratose no focinho, alopecia geral e dermatite furfuracea geral. NF:

ndo foi realizada a avaliacéo; (-/+): (negativo/positivo).
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Figura 1. Escores clinicos de cées do primeiro grupo. Os grupos controle negativo (CN), sem marcador de
infeccdo (SMI), com baixo escore clinico (BEC) e alto escore clinico (AEC) para LV foram definidos pela origem
(de area ndo endémica ou de éarea endémica para LV) e resultado de cultura e/ou gPCR para deteccdo de
Leishmania e pela resposta imune especifica humoral (avaliada por ELISA) e celular (avaliada teste de
hipersensibilidade tardia, DTH. Os cées do grupo CN foram provenientes de area ndo endémica e apresentavam
resultado de gPCR, ELISA negativos. Os cdes dos grupos SMI, BEC e AEC foram provenientes de area
endémica para LV. Os cédes do grupo SMI exibiam resultado de cultura, gPCR, ELISA e DTH negativos. Os
grupos BEC e AEC revelavam resultado positivo em pelo menos um dos ensaios: cultura, gPCR, ELISA ou
DTH, sendo que os grupos BEC e AEC exibiam escore <4 ou >4, respectivamente. Os escores clinicos foram
mensurados conforme descri¢do em Solcd, 2016. Cada simbolo representa o escore clinico de um céo.

5.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE IFN-T,, TNF-A, IL-2, IL-10 E IL-6 PELO ENSAIO
QUANTIFERON MODIFICADO

5.2.1 Por subgrupo

Com os caes desse grupo devidamente classificados, foi possivel avaliar a eficacia do
ensaio QuantiFERON modificado quanto a discriminagdo de resisténcia ou susceptibilidade a
LV. Infelizmente, a citocina IFN-y apresentou problemas técnicos, em quatro ensaios utilizando
o0 kit de quatro lotes diferentes. Por essa razdo, o estudo seguiu com a avaliacdo das outras
quatro citocinas. N&o houve diferenca na concentracdo de TNF-o entre as amostras de sangue
incubadas com SLA (p<0,176) dos subgrupos de cdes. Houve diferenca na concentracdo de
TNF-o entre de amostras de sangue incubadas com rLci2-NT-CT dos subgrupos de cées
(Kruskall-Wallis p<0,001). O pos-teste de Dunn mostrou diferenca entre os grupos CN
(Mediana, 0 pg/mL) e baixo escore (2.217 pg/mL, p<0,01) e entre grupos CN e alto escore
(2.755 pg/mL, p<0,01). Embora o valor da mediana da concentragdo de TNF-o do subgrupo
sem marcador de infecgdo (1.392 pg/mL) exiba um valor proximo ao das medianas dos
subgrupos baixo escore e alto escore, ndo detectada diferenca estatisticamente significante entre

0 subgrupo CN e sem marcador de infec¢do. A avaliacdo da concentracdo de TNF-a apés a
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estimulacdo com o antigeno recombinante rLci2-NT-5R-CT mostrou que 0s subgrupos com
baixo escore clinico (1.165 pg/mL, p<0,05), com alto escore clinico (2.101 pg/mL, p<0,05),
apresentaram valores superiores ao subgrupo controle negativo (0 pg/mL). A mediana do
subgrupo sem marcador de infec¢do (1.904 pg/mL) foi maior do que CN contudo devido ao
ndmero pequeno de animais nesse subgrupo. Os antigenos permitiram somente a identificacdo

da infeccdo por Leishmania (Figura 2).

p<0.176
-
SLA
L™ t.
| —g———e
e
== 0,001
p= 000
.e »
.. - - .' -
—— ™
- . -., *
" rLci2-NT-CT
.
i
p= 0,006
. - . '. al
L ]
PELASY ., rLei2-NT-5R-CT
»
L)
CN SMI BEC AEC

Figura 2. Avaliacdo da producdo de TNF-o por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia. Sangue de cées de &rea endémica e ndo endémica para
leishmaniose visceral canina foi coletado e estimulado na presencga dos estimulos: salina, antigeno soltvel de
Leishmania infantum a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, e concanavalina A a
5 pg/mL por 24h. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. CN: subgrupo
de cées controle negativo; SMI: cdes sem marcador de infec¢do; BEC: cées com baixo escore clinico para LV;
AEC: caes com alto escore clinico para LV. Os pontos representam os valores individuais e as barras representam
a mediana. A produgdo de citocinas foi avaliada estatisticamente através do teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os valores estabelecidos para a significancia
estatistica foram definidos como: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001.

A avaliacdo da produgéo da citocina IL-2 em sangue estimulado com os antigenos e

mitdgeno, nas analises realizadas, os valores em pg/mL brutos e os valores normalizados
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apresentavam-se muito baixos, assim como os valores de medianas encontradas em cada
subgrupo (Apéndices 6 e 8).

Na avaliacao da citocina IL-10, ndo houve diferenca na concentracéo de IL-10 entre de
amostras de sangue incubadas com SLA dos subgrupos de cées (p<0,84), (Apéndice 8). Apos
a estimulacdo de amostras de células de sangue total com o antigeno rLci2-NT-CT, a
concentracdo de IL-10 mostrou diferenca entre os subgrupos de cées (p<0,001). O pos-teste de
Dunn mostrou diferenca entre os subgrupos CN (0 pg/mL) e sem marcador de infeccéo (2.268
pg/mL, p<0,01) e entre os subgrupos CN e baixo escore (2.876 pg/mL, p<0,001). A avaliacéo
da concentragdo de IL-6 ap6s a estimulagdo com o antigeno recombinante rLci2-NT-5R-CT
mostrou que houve diferenca entre de amostras de sangue incubadas dos subgrupos de cées
(p<0,006). O pds-teste de Dunn mostrou diferenca entre os subgrupos CN (0 pg/mL) e sem
marcador de infeccdo (6.100 pg/mL, p<0,05) e entre os subgrupos CN e baixo escore (2.851
pg/mL, p<0,05), (Figura 3).
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Figura 3. Avaliacdo da producgdo de IL-10 por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camacari, Bahia. Sangue de cdes de area endémica e ndo endémica para
leishmaniose visceral canina foi coletado e estimulado na presenca dos estimulos: salina, antigeno soltvel de
Leishmania infantum a 20 pug/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, e concanavalina A a
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5 ug/mL por 24h. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. CN: subgrupo
de cées controle negativo; SMI: cdes sem marcador de infeccdo; BEC: cédes com baixo escore clinico para LV;
AEC: caes com alto escore clinico para LV. Os pontos representam os valores individuais e as barras representam
a mediana. A produgdo de citocinas foi avaliada estatisticamente através do teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis, seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Dunn. Os valores estabelecidos para a significancia
estatistica foram definidos como: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001.

Né&o houve diferenca na concentracéo de IL-6 entre de amostras de sangue incubadas com
SLA dos subgrupos de cées (p<0,32). A avaliacdo da concentracao de IL-6 apds a estimulacédo
com o antigeno recombinante rLci2-NT-CT mostrou diferenca na concentragdo de IL-6 entre
amostras de sangue incubadas com rLci2-NT-CT dos subgrupos de cées (p<0,001). O pds-teste
de Dunn mostrou diferenca entre os subgrupos CN (0 pg/mL) e baixo escore (1.068 pg/mL,
p<0,01) e entre os subgrupos CN e alto escore (1.029 pg/mL, p<0,001). Apos a estimulacéo de
amostras de células de sangue total com o antigeno rLci2-NT-5R-CT, a concentracdo de IL-6
mostrou que houve diferenca na concentracdo de IL-6 entre amostras de sangue incubadas com
rLci2-NT-5R-CT dos subgrupos de cées (p<0,002). O pés-teste de Dunn mostrou diferenca entre
0s subgrupos CN (52,38 pg/mL) e com baixo escore clinico (446,1 pg/mL, p<0,05) e entre 0s
subgrupos CN e alto escore (697 pg/mL, p<0,01), (Figura 4). Para avaliar a utilidade do mit6geno
concanavalina A, comparou-se a mediana dos valores brutos comparados com a producéo das

citocinas sem estimulo. O mitégeno Con A, ndo induziu fortemente a producdo inespecifica de
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citocinas como era esperado, apesar disso, observou-se uma produgdo maior das citocinas IL-10
e TNF- o (Apéndice 6).
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Figura 4. Avaliacdo da producdo de IL-6 por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia. Sangue de cées de area endémica e ndo endémica para
leishmaniose visceral canina foi coletado e cultivado por 24 h na presenca de: salina, antigeno soltvel de
Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, e
concanavalina A a 5 pg/mL. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas.
Subgrupo de cées: controle negativo (CN), sem marcador de infeccdo (SMI), com baixo escore clinico para LV
(BEC) e com alto escore clinico para LV (AEC). Os pontos representam os valores individuais e as barras
representam a mediana. A producédo de citocinas foi avaliada estatisticamente através do teste ndo paramétrico
de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001.

5.2.2 Em cées com DTH negativo ou DTH positivo

Devido a problemas técnicos ndo foi possivel avaliar a concentracdo de IFN-y nas
amostras.

As avaliacOes da concentracdo de TNF-o em amostras de plasma quando sangue total
foi cultivado na presenca de SLA (Mann Whitney p<0,101), rLci2-NT-CT (p<0,682) e
rLci2-NT-5R-CT (p<0,5), ndo mostraram diferencas estatisticas entre os cdes DTH positivos

comparados aos negativos para o teste (Figura 5).
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Figura 5. Avaliagdo da producdo de TNF-a por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia, com teste de reacao de hipersensibilidade tardia
negativo ou positivo. Sangue de cées de area endémica para leishmaniose visceral infectados por Leishmania
(com resultado de cultura e/ou gPCR e/ou ELISA e/ou DTH) foi coletado e cultivado por 24 h na presenga de:
antigeno soldvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL, rLci2NT-CT a 10 pg/mL e rLci2-NT-5R-CT a 10
pug/mL. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. Os pontos representam os
valores individuais e as barras representam a mediana. A comparacao dos valores de TNF-a entre os grupos foi
realizada pelo teste Mann Whitney. Significancia estatistica estabelecida como: p<0,05.

Os valores obtidos para a concentracdo de IL-2 foram muito baixos e préximos ao
primeiro ponto da curva de calibracdo. Ndo houve diferenca estatistica entre os diversos
grupos avaliados (Apéndice 8).

N&o houve diferenca estatistica entre os valores de concentracdo de IL-10 dos
subgrupos de cdes com DTH e DTH™ quando amostras de sangue foram incubadas com SLA
(p<0,056). Contudo, observou-se que o subgrupo de cdes DTH" apresentou uma tendéncia a
ter valores mais altos de IL-10. Os valores de concentracdo de I1L-10 dos subgrupos de cées
com DTH e DTH" quando amostras de sangue foram incubadas com rLci2-NT-CT e rLci2-

NT-5R-CT mostraram-se significativamente diferentes, sendo a mediana do subgrupo DTH*
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maior do que a do subgrupo DTH" primeiro (rLci2-NT-CT: 1.270 pg/mL vs 507 pg/mL,
p<0,045, rLci2-NT-5R-CT: 1.005 pg/mL vs 404 pg/mL, p<0,038) (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo da producgdo de IL-10 por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia, com teste de reacao de hipersensibilidade tardia
negativo ou positivo. Avaliacdo da producdo de IL-10 por células de sangue de cées do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia, com teste de reacdo de hipersensibilidade tardia negativo
ou positivo. Sangue de cdes de area endémica para leishmaniose visceral infectados por Leishmania (com
resultado de cultura e/ou gPCR e/ou ELISA e/ou DTH) foi coletado e cultivado por 24 h na presenga de: antigeno
soltvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL, rLci2NT-CT a 10 pg/mL e rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL.
O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. Os pontos representam os valores
individuais e as barras representam a mediana. A comparacdo dos valores de IL-10 entre os grupos foi realizada
pelo teste Mann Whitney. Significancia estatistica estabelecida como: p<0,05.

A concentracgéo de IL-6 ndo foi significativamente diferente entre os subgrupos de cées

com DTH™ e DTH™ quando amostras de sangue foram cultivados na presencga de SLA (p<0,925)

ou com rLci2-NT-5R-CT (p<0,071). No entanto, os valores da concentracdo de IL- 6 forma

significativamente maiores no subgrupo com DTH®, em comparacdo com DTH", quando
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amostras de sangue foram cultivados na presenca de rLci2-NT-CT (DTH+ 506 pg/mL vs DTH"
406 pg/mL, p<0,016).
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Figura 7. . Avaliacdo da producao de IL-6 por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia, com teste de reacdo de hipersensibilidade tardia
negativo ou positivo. Avaliagdo da produgdo de IL-10 por células de sangue de cées do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia, com teste de reacdo de hipersensibilidade tardia negativo
ou positivo. Sangue de cdes de area endémica para leishmaniose visceral infectados por Leishmania (com
resultado de cultura e/ou gPCR e/ou ELISA e/ou DTH) foi coletado e cultivado por 24 h na presenga de: antigeno
soltvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL, rLci2NT-CT a 10 pg/mL e rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL.
O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. Os pontos representam os valores
individuais e as barras representam a mediana. A comparacao dos valores de IL-6 entre os grupos foi realizada
pelo teste Mann Whitney. Significancia estatistica estabelecida como: p<0,05.

5.2.3 Analise por mapa de calor

A andlise dos resultados do QuantiFERON modificado pelo grafico de calor indica
que a avaliagédo da concentragdo IL-6, IL-10 e TNF-a pode ser utilizada para a detecgdo da
infeccdo por Leishmania em cées. Os antigenos recombinantes rLci2-NT-CT e rLci2-NT-5R-

CT apresentaram maior potencial para identificacdo a infeccdo quando comparados a SLA
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mensuracao de IL-10 parece distinguir entre os subgrupos de area endémica sem marcador de
infeccdo e com marcador de infeccdo (Figura 8).
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Figura 8. Avaliacdo da concentracdo TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6 em ensaio QuantiFERON modificado em
cées. Sangue de cées de area endémica e ndo endémica para leishmaniose visceral canina foi coletado e cultivado
por 24 h na presenca de: salina, antigeno soltvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10
pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, e concanavalina A a 5 pg/mL. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex
foi realizado para dosar citocinas. Os valores para cada cdo foram normalizados subtraindo o valor encontrado
por salina do estimulo para cada cdo. Subgrupo de caes: controle negativo (CN), sem marcador de infeccdo
(SMI), com baixo escore clinico para LV (BEC) e com alto escore clinico para LV (AEC). Cada retangulo de
tonalidade de cor que varia do vermelho, passando pelo preto, até verde representa resultado de um céo.
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5.3 CARACTERIZACAO DOS CAES DO SEGUNDO GRUPO DO ESTUDO

Esse grupo foi composto por 21 fémeas e 15 machos, sendo 35 cdes mesticos um cdo
de raca pura. Os cdes selecionados para este trabalho foram acompanhados a cada 3 meses,
por um periodo de dois anos, Dra. Manuela Solca e a infeccao foi identificada por avaliagcdo
soroldgica e/ou parasitoldgica no primeiro ano do acompanhamento. O estudo da Dra.
Manuela Solca visava a descri¢do da histdria natural da infeccéo canina.

Os cées foram classificados em dois grupos: a) com baixo escore clinico (escore <4) e

b) com alto escore clinico (escore >4) (Apéndice 12).

Subgrupos de caes:

5.3.1 Controle negativo

Os cées utilizados como controles negativos foram os mesmos cées usados no primeiro

grupo.
5.3.2 Com baixo escore clinico

O subgrupo de cdes com baixo escore clinico foi constituido por 16 animais, sendo
oito machos e oito fémeas, 15 mesti¢os e um de raca pura (Figura 9).

A cultura de material de aspirado do baco, cuja coleta foi realizada no dia da obtencéo
da amostra de sangue usada no ensaio QuantiFERON modificado, revelou Leishmania em
dois dos 16 cédes. Na ultima avaliacdo por PCR em tempo real, DNA de Leishmania nao foi
detectado no sangue periférico de qualquer dos animais e foi detectado em aspirado esplénico
de 8 dos 16 cées.

Avaliacdo de anticorpos de anti-Leishmania mostrou a reciproca dos titulos variando
entre 1.828 e 11.198, sendo a mediana 4.911.

No teste DTH, observou-se didametro médio de induracdo que variaram entre 0 e 12
mm. Notou-se que oito de 15 cées apresentaram didmetro médio de induracdo igual ou
superior a 5 mm (resultado positivos). Infelizmente, em um dos animais foi possivel realizar

a leitura do teste (Tabela 2).
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5.3.3 Com alto escore clinico

O subgrupo de cdes com alto escore clinico foi formado por cinco animais machos e
seis fémeas, sendo todos mesticos. Os cées desse subgrupo apresentaram (Figura 9).

Na ultima avaliagdo por gPCR, o DNA do parasito foi detectado em cinco dos 11 ces.

A avaliacdo de anticorpos anti-Leishmania mostrou titulos médios que variaram entre
890 ate 9.895, sendo mediana 1.893. Houve diferenca estatisticamente significativa entre a
mediana dos subgrupos de caes com baixo escore clinico (resistentes) e com alto escore clinico
(susceptiveis) a LV (p < 0,05).

O teste DTH foi considerado positivo em um de 9 animais. Infelizmente, ndo foi

possivel realizar a leitura do teste em dois cdes (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizagdo do segundo grupo de cdes de &rea endémica para leishmaniose visceral
Camacari, Bahia.

Dados Controle Com baixo Com alto
negativo escore clinico  escore clinico
M 2 8 5
Sexo
F 7 8 6
Raca pura 0 1 0
Ultima avaliac&o escore clinico 0 1 7
(mediana)
Média PCRs NF 1,8 2,9
/Lfr')“ma PCR (- 9/0 8/8 3/8
Deteccao de o
L eishmania Média culturas NF 0,6 2
Ultima cultura
(-/+) NF 14/2 11/0
/Pf)s'“"'dade ¢ 5/0 5/11 011
Anticorpos
anf[i- _ Titulo médio
Leishmania  (mediana) 1.612 4.911* 1.893
Média (em NE 3.3 0.6
DTH mm)

(-1+4) NF 14/8 8/1
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Sexo: Fémea (F) e Macho (M), escore clinico: Os critérios utilizados para identificar como infectados por
Leishmania infantum foram, cultura, ou gPCR, ou ELISA. Soma de escore dos sinais clinicos avaliados: estado
nutricional, mucosas, onicogrifose, volume baco, linfonodos, dermatite periocular, crosta em orelhas, Glcera em
orelhas, despigmentacéo no focinho, hiperqueratose no focinho, alopecia geral e dermatite furfuracea geral. NF:
ndo foi realizada a avaliacdo; (-/+): (negativo/positivo).
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Figura 9. Escores clinicos de cdes do segundo grupo. Os grupos controle negativo (CN), com baixo escore
clinico (BEC) e alto escore clinico (AEC) para LV foram definidos pela origem (de area ndo endémica ou de
area endémica para LV) e resultado de cultura e/ou qPCR para deteccdo de Leishmania e pela resposta imune
especifica humoral (avaliada por ELISA). Os cées do grupo CN foram provenientes de &rea ndo endémica e
apresentavam resultado de qPCR, ELISA negativos. Os cdes dos grupos BEC e AEC foram provenientes de area
endémica para LV. DTH +: resultado de teste de hipersensibilidade tardia positivo. Os grupos BEC e AEC
revelavam resultado positivo em pelo menos um dos ensaios: cultura, qPCR, ELISA, sendo que os grupos BEC
e AEC exibiam escore <4 ou >4, respectivamente. Os escores clinicos foram mensurados conforme descrigao
em Solca, 2016. Cada simbolo representa o escore clinico de um céo.

5.4 AVALIACAO DA PRODUCAO DE IFN-T, TNF-A, IL-2, IL-10 E IL-6 PELO ENSAIO
QUANTIFERON MODIFICADO

5.4.1 Por subgrupo

Infelizmente, a citocina IFN-y apresentou problemas técnicos. As curvas de calibracdo
mostraram baixa sensibilidade de deteccéo de IFN-y em quatro lotes diferentes de reagentes.

A avaliacdo da concentracdo de TNF-a apos a estimulagdo com o antigeno SLA
mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os subgrupos de cées (Kruskall-Wallis
p<0,003). O pos-teste de Dunn mostrou que 0s subgrupos com baixo escore clinico (mediana
1.756 pg/mL, p<0,001) e com alto escore clinico (1.513 pg/mL, p<0,05) apresentaram valores
superiores ao subgrupo controle negativo (53,46 pg/mL). Apos a estimulacdo de células de

sangue total com o antigeno rLci2-NT-CT, houve diferenca entre os subgrupos de cées



60

(p<0,017). O pds-teste de Dunn mostrou diferenca entre o subgrupo de caes com baixo escore
clinico (228,7 pg/mL, p<0,01) e o grupo CN (0 pg/mL). A avaliacdo da concentracdo de TNF-
a apds a estimulagdo com o antigeno rLci2-NT-5R-CT mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre os subgrupos de cédes (p<0,02). O pds-teste de Dunn mostrou que o
subgrupo com baixo escore clinico (601 pg/mL, p<0,01) apresentou o valor de mediana
superior ao controle negativo CN (0 pg/mL).

A avaliacdo da concentracdo de TNF-a apés a estimulagdo com a KMP-11 mostrou
diferenca entre os subgrupos de cdes (p<0,027). O pos-teste de Dunn mostrou diferenca entre
0 subgrupo com baixo escore clinico (8.967 pg/mL, p< 0,05) e o grupo CN (2.160 pg/mL) e 0
subgrupo com alto escore clinico (8.838 pg/mL, p<0,05) e o grupo CN (Figura 10).
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Figura 10. Avaliagdo da producéo de TNF-a por células de sangue de cdes do segundo grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camacari, Bahia. Sangue de cdes de area endémica e ndo endémica para
leishmaniose visceral canina foi coletado e estimulado na presenca dos estimulos: salina, antigeno soltvel de
Leishmania infantum a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, KMP-11 a 10 pg/mL
e concanavalina A a 5 pg/mL por 24h. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar
citocinas. CN: subgrupo de cdes controle negativo; BEC: cdes com baixo escore clinico para LV; AEC: cées
com alto escore clinico para LV. Os pontos representam os valores individuais e as barras representam a mediana.
A producéo de citocinas foi avaliada estatisticamente através do teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, seguido
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pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os valores estabelecidos para a significancia estatistica foram
definidos como: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001.

Os valores obtidos para a concentracdo de IL-2 foram muito baixos e préximos ao
primeiro ponto da curva de calibracdo. Ndo houve diferenca estatistica entre os diversos
grupos avaliados (Apéndice 7 e 9).

A avaliacdo da concentracao de I1L-10 apds a estimulagdo com o antigeno SLA mostrou
diferenca entre os subgrupos de cées (p<0,001). O pds-teste de Dunn mostrou diferenca entre
0 subgrupo com baixo escore clinico (6.258 pg/mL, p<0,01) e o grupo CN (287,3 pg/mL).
Houve diferenca na concentracéo de IL-10 entre de amostras de sangue incubadas com rLci2-
NT-CT dos subgrupos de cdes (p<0,004). O pos-teste de Dunn mostrou diferenca entre o
subgrupo com baixo escore clinico (1.602 pg/mL, p<0,05) o grupo CN (0 pg/mL) e apés a
estimulagdo de amostras de células de sangue total com o antigeno rLci2-NT-5R-CT houve
diferenca na concentracdo de IL- 10 entre de amostras de sangue incubadas dos subgrupos de
cdes (p<0,04). O pos-teste de Dunn mostrou diferenca entre o subgrupo com baixo escore
clinico (1.741 pg/mL, p<0,05) e o grupo CN (0 pg/mL). N&o houve diferenga na concentracao
de IL-10 entre de amostras de sangue incubadas com KMP-11 dos subgrupos de cées (p<0,12).
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Figura 11. Avaliacdo da producdo de IL-10 por células de sangue de cdes do segundo grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia. Sangue de cées de area endémica e ndo endémica para
leishmaniose visceral canina foi coletado e estimulado na presenca dos estimulos: salina, antigeno soltvel de
Leishmania infantum a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, KMP-11 a 10 pg/mL
e concanavalina A a 5 pg/mL por 24h. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar
citocinas. CN: subgrupo de cdes controle negativo; BEC: cdes com baixo escore clinico para LV; AEC: cées
com alto escore clinico para LV. Os pontos representam os valores individuais e as barras representam a mediana.
A producéo de citocinas foi avaliada estatisticamente através do teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os valores estabelecidos para a significancia estatistica foram
definidos como: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001.

A avaliagdo da concentracdo de IL-6 apds a estimulacdo com o antigeno SLA mostrou
diferenca entre os subgrupos de cées (p<0,017). O pds-teste de Dunn que o subgrupo com baixo
escore clinico (392,2 pg/mL, p<0,05) apresentou valor de mediana superior ao grupo CN (40,86
pg/mL). Houve diferenca na concentracdo de IL-6 entre amostras de sangue incubadas com
rLci2-NT-CT dos subgrupos de cées (p<0,004). O pos-teste de Dunn mostrou diferenca entre o
subgrupo com baixo escore clinico (106,2 pg/mL) e o grupo CN (0 pg/mL, p<0,01). N&o houve
diferenca na concentracdo de IL-6 entre de amostras de sangue incubadas com rLci2-NT-5R-
CT (p<0,1) e KMP-11 (p<0,555) dos subgrupos de caes.

As avaliagdes com SLA e rLci2-NT-CT permitiram a deteccao dos cées infectados por

Leishmania, além disso, mostraram diferenca estatisticamente significativa entre os subgrupos
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de cdes com baixo escore clinico e o grupo CN, porém, ndo houve diferenga entre os subgrupos

de cdes infectados (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacao da producdo de IL-6 por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia. Sangue de cdes de &rea endémica e ndo endémica para
leishmaniose visceral canina foi coletado e estimulado na presenga dos estimulos: salina, antigeno soltvel de
Leishmania infantum a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, KMP-11 a 10 pg/mL
e concanavalina A a 5 pg/mL por 24h. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar
citocinas. CN: subgrupo de cdes controle negativo; BEC: cdes com baixo escore clinico para LV; AEC: cées
com alto escore clinico para LV. Os pontos representam os valores individuais e as barras representam a mediana.
A producao de citocinas foi avaliada estatisticamente através do teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn. Os valores estabelecidos para a significancia estatistica foram
definidos como: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0, 001.
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5.4.2 Em c8es com DTH negativo ou DTH positivo

A comparagédo das concentragdes de TNF-a em amostras de sangue de cdes com
resultados de DTH positivo ou negativo incubadas com SLA (Mann Whitney p<0,98), rLci2-
NT-CT (p<0,453), rLci2-NT-5R-CT (p<0,208) e KMP-11 (p<0,316) ndo revelou diferencas
estatisticamente significantes.

100000
10000+ s
Sle  elegt
— vty
1000 e ' SLA
1004 .
L ]
100008 L T
10000
. E
10009 o* " rLci2-NT-CT
st —_—
—El:' ‘1001 _-_._'_... :
a
100001 .
- -
10004 - —::-:'— rLci2-NT-5R-CT
—_——
1001 “eu”
[ ] L ]
100008 ! :
..: (1] -
100001 ) _:g.:_
aw .
1000 * . KMPI11
1004 b
¥ °
D o
2o o
@ ¢
O A%

Figura 13. Avalia¢do da produgdo de TNF-a por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camacari, Bahia, com teste de reacéo de hipersensibilidade tardia
negativo ou positivo. Sangue de cées de &rea endémica para leishmaniose visceral infectados por Leishmania
(com resultado de cultura e/ou gPCR e/ou ELISA) foi coletado e cultivado por 24 h na presenca de: antigeno
soltvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL e
KMP-11 a 10 pg/mL. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. Os pontos
representam os valores individuais e as barras representam a mediana. A comparacdo dos valores de TNF-a
entre os grupos foi realizada pelo teste Mann Whitney. Significancia estatistica estabelecida como: p<0,05.

Os valores obtidos para a concentracdo de IL-2 foram muito baixos e proximos ao
primeiro ponto da curva de calibragdo. N&o houve diferenca estatistica entre os diversos

grupos avaliados (Apéndice 8). (Apéndice 7).
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N&o houve diferenca estatistica entre os valores de concentracao de IL-10 dos subgrupos
de cdes com DTH e DTH" quando amostras de sangue foram incubadas com SLA (p<0,877).
A comparacao das concentrac@es de IL-10 frente a estimulacdo com os antigenos rLci2-NT-CT
ou rLci2-NT-5R-CT mostrou uma tendéncia do subgrupo de cées com resultado do teste de
DTH positivo (mediana= 943,5 pg/mL, p<0,061 ou 672 pg/mL, p<0,085 respectivamente)
apresentar valores de mediana superiores ao subgrupo de cdes com resultado de DTH negativo
(55,67 pg/mL ou 161,6 pg/mL). Ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
valores de concentragdo de IL-10 dos subgrupos de cdes com DTH e DTH* quando amostras
de sangue foram incubadas com KMP-11 (p<0,877).
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Figura 14. Avaliacdo da producdo de IL-10 por células de sangue de caes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia, com teste de reacao de hipersensibilidade tardia
negativo ou positivo. Sangue de cdes de area endémica para leishmaniose visceral infectados por Leishmania
(com resultado de cultura e/ou gPCR e/ou ELISA) foi coletado e cultivado por 24 h na presenca de: antigeno
soltvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL e
KMP-11 a 10 pg/mL. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. Os pontos
representam os valores individuais e as barras representam a mediana. A comparacao dos valores de I1L-10 entre
os grupos foi realizada pelo teste Mann Whitney. Significancia estatistica estabelecida como: p<0,05.
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N&o houve diferenga estatisticamente significante na concentragdo de IL-6 entre
amostras de sangue incubadas com SLA (p<0,918), rLci2-NT-CT (p<0,586), rLci2-NT-5R-CT
(p<0,424) e KMP-11 (p<0,898) do subgrupo de cdes com resultado positivo para o teste DTH

comparados com os cdes com resultado negativo.
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Figura 15. Avaliacdo da producdo de IL-6 por células de sangue de cdes do primeiro grupo de area
endémica para leishmaniose visceral Camagari, Bahia, com teste de reacdo de hipersensibilidade tardia
negativo ou positivo. Sangue de cdes de area endémica para leishmaniose visceral infectados por Leishmania
(com resultado de cultura e/ou gPCR e/ou ELISA) foi coletado e cultivado por 24 h na presenca de: antigeno
soltvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10 pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL e
KMP-11 a 10 pg/mL. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. Os pontos
representam os valores individuais e as barras representam a mediana. A comparacdo dos valores de IL-6 entre
os grupos foi realizada pelo teste Mann Whitney. Significancia estatistica estabelecida como: p<0,05.

5.5 AVALIACAO POR MAPA DE CALOR (HEAT MAP)

A anélise dos resultados do ensaio QuantiFERON modificado pelo grafico de calor
indica que a concentragéo das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-o pode ser utilizada para a deteccdo

da infeccdo por Leishmania em cées de &rea endémica para leishmaniose visceral. Os
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antigenos recombinantes rLci2-NT-CT e rLci2-NT-5R-CT apresentaram maior potencial para

identificacdo a infeccdo quando comparados aos antigenos SLA e KMP-11 (Figura 16).
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Figura 16. Avaliacéo da concentracdo TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6 em ensaio QuantiFERON modificado em
cées. Sangue de cdes de &rea endémica e ndo endémica para leishmaniose visceral canina foi coletado e cultivado
por 24 h na presenca de: salina, antigeno soltvel de Leishmania infantum (SLA) a 20 pg/mL rLci2NT-CT a 10
pg/mL, rLci2-NT-5R-CT a 10 pg/mL, KMP-11 a 10 ug/mL e concanavalina A a 5 pg/mL. O plasma foi coletado
e 0 ensaio Milliplex foi realizado para dosar citocinas. Os valores para cada cdo foram normalizados subtraindo
o0 valor encontrado por salina do estimulo para cada cdo. Subgrupo de cées: controle negativo (CN), com baixo
escore clinico para LV (BEC) e com alto escore clinico para LV (AEC). Cada retangulo de tonalidade de cor que
varia do vermelho, passando pelo preto, até verde representa resultado de um céo.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho os cdes de &rea endémica para leishmaniose visceral foram
classificados como cdes sem marcador de infeccdo, cdes com baixo escore clinico e cdes com
alto escore clinico para LV, no primeiro grupo. J& os cdes do segundo grupo foram
classificados como cdes com baixo escore clinico, e cées com alto escore clinico. Para a
classificacdo, parametros clinicos, parasitolégicos e imunoldgicos foram avaliados em ambos
0s grupos. Caes sadios de area ndo endémica para LV foram utilizados como controle negativo
em ambos 0s grupos.

Com os cées devidamente classificados foi possivel avaliar a producdo de citocinas
por células de sangue total estimulado por antigenos sollveis de Leishmania infantum na
concentragdo de 20 ug/mL, rLci2-NT-CT, rLci2-NT-5R-CT e KMP-11 ambos a 10 ug/mL ¢
concanavalina a 5 pg/mL (sangue diluido de 1:2), esses antigenos foram produzidos (exceto
KMP-11) e testados no ensaio QuantiFERON modificado em todos os grupos de cées de area
endémica para LV (KMP-11 foi testado nos cées do segundo grupo), e, por conseguinte
avaliada a utilidade desse ensaio na defini¢do do perfil de citocinas em cada grupo. Estudos
foram realizados para avaliar a producéo de citocinas por células de sangue total em pacientes
com leishmaniose visceral (TURGAY, 2010; GIDWANI et al., 2011; CARRILLO et al.,
2015; IBARRA-MENESES et al., 2016) e em cées de areas endémicas para LV (SOLANO-
GALLEGO et al., 2016; MARTINEZ-ORELLANA et al., 2017; ZIBRI et al., 2017), usando
um ensaio previamente desenvolvido para diagnostico de tuberculose (QuantiFERON).

Na avaliagdo com o mitdgeno concanavalina A, esperava-se que houvesse uma alta
producdo inespecifica de citocinas em todos os subgrupos, inclusive nos cées de controle
negativo, no entanto, a producdo das citocinas avaliadas frente a esse mitdgeno foi menor do
que a producdo por células de sangue estimulado com antigenos de Leishmania. Houve uma
pequena producdo somente de IL-10 e TNF-a. DE LUNA et al. (1999), avaliaram trés
mitogenos diferentes em cées saudaveis e cdes com LV, entre eles 0 Con A, e observaram que
a imunossupressdo de uma resposta linfoproliferativa pode facilmente ocorrer como
consequéncia do estabelecimento da infeccdo por Leishmania. Curiosamente, por razdes
desconhecidas, ndo houve grande producéo das citocinas avaliadas frente ao Con A nos cées
do grupo controle negativo de area ndo endémica, mas, assim como nos caes infectados por

Leishmania, houve uma pequena producdo de IL-10 e TNF-a. Outra explicagdo para esse
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resultado pode ser a cinética, talvez a incubagdo de 24 horas ndo seja suficiente para o
mitdgeno Con A induzir as células de sangue total a produzirem citocinas.

Quanto a producdo de TNF-a, em ambos os grupos, o ensaio permitiu a identificagdo
da infecgdo por Leishmania, principalmente com os antigenos rLci2-NT-CT e rLci2-NT-5R-
CT, esses talvez sejam Uteis na avaliacdo dessa citocina, em conjunto para uma melhor
identificacdo de infeccdo. No segundo grupo do estudo, os caes do subgrupo com baixo escore
clinico apresentaram niveis mais elevados de TNF-a quando comparados ao controle
negativo. Em estudos de PINELLI e de MENESES-SOUZA, cdes assintomaticos
apresentaram niveis mais altos de TNF-a quando comparados aos cdes sintomaticos,
oligossintomaticos e cées controle (PINELLI et al., 1994; MENESES-SOUZA et al., 2011).
No entanto em estudo realizado por DE LIMA et al. (2007), foram detectados niveis de TNF-
a, mas, ndao houve diferenca significativa na producdo dessa citocina no soro de cées saudaveis
e infectados (DE LIMA et al., 2007).

A avaliagdo de IL-2 nesse ensaio ndo apresentou utilidade, em todos os subgrupos
avaliados de ambos 0s grupos, uma vez que, apresentaram valores muito baixos e préximos
do primeiro ponto da curva de calibracdo (12,2 pg/mL). GROOTE et al. (1992), em estudo de
comparacdo de producdo de citocinas por PBMC e por células de sangue total de seres
humanos, sugeriram que pode haver uma baixa regulacdo de IL-2 pelos componentes de
sangue total. Talvez seja necessario realizar uma avaliacao cinética da producéo dessa citocina
em células de sangue total canino, para descobrir qual o melhor tempo de incubacdo. No
mesmo estudo de GROOTE et al. (1992) foi observado ocorrer um aumento gradativo na
producdo dessa citocina até 72 horas em sangue total de humanos.

A avaliacdo da producdo de IL-10 em ambos os grupos avaliados mostrou uma
tendéncia, embora paradoxal, ao subgrupo de cdes com baixo escore clinico para LV terem
uma producdo mais elevada dessa citocina frente a estimulacéo dos antigenos recombinantes
rLci2-NT-CT e rLci2-NT-5R-CT em amostras de sangue total, 0 mesmo foi observado com
0s cdes com DTH positivo comparados aos cées com o teste negativo, iSso sugere gque esses
caes tenham desenvolvido uma regulacdo da resposta inflamatoria. Esse resultado corrobora
com o estudo de SOLANO-GALLEGO et al. (2016), cujo a IL-10 pode contrabalancar o
efeito pro-inflamatdrio, levando a uma regulacdo adequada das respostas imunes. Além disso,
alguns dos dados encontrados na literatura sugerem que essa citocina ndo parece ser um
marcador da gravidade da LV ativa (MANNA et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al.,
2016). Nossos achados também corroboram com CORREA et al. (2007) e com ALVAR et al.

(2004), que cées assintomaticos e sintomaticos produzem citocinas pertencentes aos perfis
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Thl e Th2 e que coexistem na LVC. Os antigenos recombinantes rLci2-NT-CT e rLci2-NT-
5R-CT foram capazes de induzir producao de IL-10 por células de sangue total, no subgrupo
de cées sem marcador de infeccéo por Leishmania com diferenca estatisticamente significante
comparado aos cées de controle negativo, isso sugere que o ensaio QuantiFERON modificado,
quando sangue é estimulado por esses antigenos recombinantes a produzir 1L-10 permita a
identificacdo de cdes considerados negativos em avaliacBes parasitologicas, sorologicas e de
hipersensibilidade tardia, mas é necessaria uma avaliagdo com um numero maior de cdes de
area endémica para LV sem infeccdo por Leishmania detectada. O mesmo foi observado com
as citocinas TNF-a e IL-6 embora ndo estatisticamente significante quando comparados ao
controle negativo, pois, dos cinco cdes do subgrupo sem marcador de infec¢do, um néo
produziu essas citocinas em amostras de sangue total estimuladas com os antigenos de
Leishmania, talvez devido ao nimero de cdes desse subgrupo ser pequeno. SINGH et al.
(2012), encontraram que o ensaio QuantiFERON modificado foi positivo em uma parte dos
pacientes do grupo controle negativo de area endémica para LV, confirmando a capacidade
desse ensaio em detectar infec¢do subclinica por L. donovani. A correlacdo entre 0 ensaio
QuantiFERON modificado e o teste DTH de forma geral, sugere que cdes com o teste DTH
positivo parecem produzir niveis mais elevados de IL-10 em sangue total estimulado pelos
antigenos rLci2-NT-CT e rLci2-NT-5R-CT.

A avaliacdo da producéo de IL-6 em amostras de sangue total incubadas com antigenos
de Leishmania permitiu a identificacdo da infeccdo por Leishmania em ambos 0s grupos, no
primeiro grupo, principalmente com o antigeno recombinante rLci2-NT-CT, enquanto no
segundo grupo com todos 0s antigenos, exceto KMP-11, mas, em ambas as analises o ensaio
ndo foi capaz de diferenciar os grupos de infectados. Esse resultado corrobora com o estudo
de PINELLI et al. (1994), ao avaliarem a atividade de IL-6 in vitro, afirmaram néo ter havido
associacao demonstravel entre a producdo desta citocina e a resisténcia ou desenvolvimento
da doenca. No entanto, DE LIMA et al. (2007), observaram que a IL-6 foi detectada nos soros
de cées exibindo trés ou mais sinais clinicos para leishmaniose visceral e os niveis de 1L-6
néo foram apenas elevados durante a fase da doenca ativa (DE LIMA et al., 2007). Em estudo
realizado em cédes da mesma area endémica do presente trabalho, foram observados niveis
elevados de IL-6 em amostras de soro de cies com baixo escore clinico para LV (SOLCA et
al., 2016).

A analise por heat map de forma geral mostrou que o ensaio QuantiFERON
modificado apresentou permitiu a identificagdo da infeccdo por Leishmania com TNF-a, IL-

10 e IL-6, mas confirmou n&o ser util em diferenciar cées resistentes de susceptiveis a LV.
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Para CHAMIZO et al. (2005); DE LIMA et al. (2007), na leishmaniose visceral canina,
quando PBMC de cédes saudaveis e assintomaticos séo estimulados com antigeno soltvel de
Leishmania, niveis semelhantes de expressdo de mRNA IL-6 e mRNA TNF-a foram
observados. A alta resposta linfoproliferativa de PBMC a antigenos de Leishmania esta
relacionada a producéo de IL-2 e TNF-a e a resposta de hipersensibilidade tardia (PINELLI
etal., 1994; 1995).

Quanto a avaliacao de parasitismo por Leishmania, tanto no primeiro grupo quanto no
segundo a deteccdo de Leishmania em cultura de aspirado esplénico foi muito baixa. Esse
resultado corrobora com os estudos de RODRIGUEZ-CORTES et al. (2010); SOLCA et al.
(2014), cujo foi observado que o método de diagnostico de LV por cultura apresentou uma
baixa sensibilidade. Quanto a avalia¢do utilizando o método gPCR, no primeiro grupo foi
detectado DNA de Leishmania em apenas dois cdes, enquanto no segundo grupo detectou-se
DNA em 16 cées.

A avaliagdo de resposta imune humoral foi realizada atraves da titulac&o de anticorpos
anti-Leishmania com o ensaio ELISA, no qual, avaliou-se doze titulos de anticorpos
(iniciando em 1:50 até 1:102400). Os titulos médios de anticorpos de Leishmania
curiosamente apresentaram uma diferenca entre o subgrupo de cdes com baixo escore clinico
e 0 subgrupo com alto escore clinico no segundo grupo do estudo. Esses dados sugerem que
0s cdes do presente estudo tenham apresentado um equilibrio entre as respostas imune celular
e humoral. Assim como, 0s cdes com baixo escore clinico para LV, podem ter desenvolvido
uma regulacdo da resposta inflamatoria. Esses resultados corroboram com os estudos de
ALVAR et al. (2004), que em cées, os estudos que trataram de avaliacdo de resposta imune
para leishmaniose visceral, ndo conseguiram estabelecer a existéncia de uma dicotomia das
respostas Thl / Th2. Assim como em estudos que mostraram que cées infectados
assintomaticos sdo capazes de desenvolver tanto resposta imune celular especifica quanto
resposta humoral contra Leishmania (CABRAL et al., 1998; MANNA et al., 2006).

A avaliagdo de resposta imune celular realizada atraves do teste de hipersensibilidade
tardia, ndo diferiu o subgrupo de caes com baixo escore clinico do subgrupo de cdes com alto
escore clinico para LV no primeiro grupo, uma vez que, cinco animais foram positivos em
cada subgrupo. Entretanto, no segundo grupo, o teste DTH foi positivo em oito cées do
subgrupo com baixo escore clinico e um cdo do subgrupo com alto escore clinico para LV,
esse resultado obtido no segundo grupo sugere que o teste pode ser um indicativo de
resisténcia a LV em cées. O teste DTH indica a existéncia de imunidade mediada por células
(SLAPPENDEL, 1988; ALVAR et al., 2004). Para DOS-SANTOS et al. (2008), a presenca
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de reacdo ao teste DTH pode indicar que o sistema imune esteja controlando a infec¢do por

Leishmania.
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7 CONCLUSAO

O ensaio QuantiFERON modificado permitiu a identificagdo de cées infectados por
Leishmania mas ndo diferenciou cées resistentes de caes susceptiveis a leishmaniose visceral
com as citocinas TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6.
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APENDICES

Apéndice 1 Avaliacdo da proteina rLci2-NT-CT rLci2-NT-5R-CT por SDS-PAGE 10%.
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A: rLci2-NT-CT, Raia 1. Marcador de peso molecular; Raia 2.BL21 (DE3) Cédon Plus RP transformada com
PRSET A sem inserto; Raia 3. BL21 (DE3) Codon Plus RP transformada com pRSET A com o inserto; Raia 4.
Proteina na forma de corplsculo de inclusdo; Raia 5. Proteina purificada; B: rLci2NT-5R-CT expressada, Raia
1. Marcador de peso molecular; Raia 2.BL21 (DE3) C6don Plus RP transformada com pRSET A sem inserto; Raia
3. BL21 (DE3) Codon Plus RP transformada com pRSET A com o inserto; C: rLci2NT-5R-CT purificada, Raia
1. Marcador de peso molecular; Raia 2. rLci2-NT-5R-CT purificada.

Uma avaliacéo das proteinas recombinantes purificadas foi realizada por SDS PAGE a
10 % e observou-se em ambas proteinas que havia uma banda maior com peso molecular
correspondente ao tamanho das mesmas, mas haviam também bandas com pesos moleculares
menores, provavelmente por degradacao no processo de manipulagdo. Esse comportamento nas
proteinas produzidas nesse trabalho, foi previamente observado por BAGUES, (2016) através
de western blot, nessa avaliacdo essas proteinas com bandas menores também apresentavam

cauda de histidina.
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Apéndice 2 Mensuracao de endotoxinas nos antigenos de L. infantum

Antigeno Quantidade de LPS/aliquota de  Quantidade de ng de LLPS
proteina por aliquota de proteina
rLei2-NT-CT 0.02EU/10 pg 0,002 ng de LPS
rLeci2-NT-5R-CT 0.024EU/10 ng 0,0024ng de LPS
SLA 0.15EU/20 pg 0,015ng de LPS

Mensuracao realizada utilizando Kit LAL (Charles Rhiver) seguindo as recomendacdes do fabricante. Valor de
referéncia: 0,5 EU/mL que corresponde a 0,05 ng de LPS/mL (MAGALHAES et al. 2007).
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Apéndice 3 Avaliacdo de dose-resposta ao mitdégeno concanavalina A e ao antigeno
solivel de Leishmania infantum para utilizar no ensaio QuantiFERON modificado
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< Cdes de controle negativo Caées inoculados com Leishmania infantum

Os gréficos acima representam a avaliagdo dose-resposta ao mitégeno e ao SLA para isso 0 ensaio de
linfoproliferacio de PBMC foi realizado. A: avaliagdo do mitdgeno concanavalina A em dois cées de controle
negativo. B: avaliagdo dose-resposta ao antigeno em seis cdes de controle negativo e cinco cdes inoculados via
dérmica experimentalmente com L. infantum.

Para a avaliacdo das concentracdes de Con A e SLA a serem utilizadas no ensaio
QuantiFERON modificado, o ensaio de linfoproliferacdo de PBMC com marcacdo de
Brometo de uridina foi realizado. Na avaliacdo de Con A foram utilizados dois cées controle
negativo provenientes do canil do IGM, as concentraces utilizadas foram 1,25 pg/mL, 2,5 ug
/mL, 5 pg /mL, 10 pg /mL e 20 ug/mL. Observou-se que Con A, estimulou bem a proliferacao
em todas as concentracgdes testadas, principalmente nas concentragdes 5 pg/mL, 10 pg/mL e
20 pg/mL, assim, para utilizar menos 0 estoque e obter a mesma qualidade de resultados, a
concentragao definida foi de 5 pg /mL.

Para avaliar a dose-resposta ao SLA, foram utilizadas as concentragdes de 5 pg /mL, 10
pg/mL e 20 pg/mL. Para este ensaio foram utilizadas amostras de PBMC de cinco caes
infectados experimentalmente por Leishmania infantum (controle positivo do ensaio) e de seis
caes sadios (controle negativo). A Concanavalina A também foi avaliada neste ensaio com a
concentracéo escolhida no ensaio anterior.

Foi possivel observar que o SLA estimulou resposta linfoproliferativa nos caes
experimentalmente infectados quando utilizada a concentracdo 20 ug/mL, quanto as outras

concentragdes ndo houve grande estimulacdo. Quanto a resposta linfoproliferativa com o
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mitdgeno, ocorreu fortemente tanto nos cées infectados experimentalmente quanto nos céaes

do grupo de controle negativo.

Apéndice 4 Caracterizacao individual do primeiro grupo de cées de area endémica para
leishmaniose visceral Camacari, Bahia.

Grupo Cao  Sexo Raca Escore  Cultura PCR Titulo DTH DTH
# clinico mé_dio de (mm) resultado
anticorpos
anti-
Leishmani
a
SMI RNA F Mestico 5 Negativo  Negativo 1.630 0 Negativo
SMI Iglﬁ}? M Mestico 3 Negativo  Negativo 1.406 0 Negativo
SMI R3ISI?A M Puro 3 Negativo  Negativo 1.327 0 Negativo
SMI Iglgli M Puro 2 Negativo  Negativo 1.834 0 Negativo
SMI Fglg; F Mestico 0 Negativo  Negativo 1.435 0 Negativo
BEC Igl(ﬁ% F Mestico 3 Negativo  Negativo 2.106 0 Negativo
BEC 58?2 F Puro 3 Negativo  Negativo 3.182 0 Negativo
BEC Ralc_)l}? F Mestico 3 Negativo  Negativo 4.706 0 Negativo
BEC 58?? F Puro 3 Negativo  Negativo 2.429 4,5 Negativo
BEC F:e%% M Mestico 2 Negativo  Negativo 5.221 7 Positivo
BEC I§87R M Puro 2 Negativo  Negativo 6.551 0 Negativo
BEC Is)llJ?F)z F Mestico 2 Negativo  Negativo 2.815 0 Negativo
BEC Is)llJ?R F Puro 2 Negativo  Negativo 2.664 9,5 Positivo
BEC R3Iili F Puro 2 Negativo  Negativo 2.311 17 Positivo
BEC F?ISI,lA F Mestico 1 Negativo  Negativo 1.286 9,5 Positivo
BEC F?SZR F Mestico 0 Negativo  Negativo 2.275 0 Negativo
BEC SL1J(I)? F Mestico 0 Negativo  Positivo 4.157 15 Positivo
AEC Is)llJAIl? M Mestico 7 Negativo  Negativo 6.462 9 Positivo
AEC SL(.)JEI;{ M Mestico 6 Negativo  Negativo 3.870 4,5 Negativo
AEC F?I&I?A F Mestico 6 Negativo  Negativo 3.433 0 Negativo
AEC F?ISI?A M Mestico 6 Positivo  Positivo 2.475 0 Negativo

012



AEC

AEC

AEC

AEC

AEC

AEC

AEC

AEC

RUR
304
RUR
306
RUR
308
RUR
315
RNA
005
RNA
008
RUR
303
RNA
004

M

Mestico
Mestico
Mestico
Mestico
Mestico
Mestico
Mestico

Mestico

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

586

2.699

633

832

732

703

3.700

2.973

3,5

Nao
fez

6,5
0

6

Negativo
Néo fez
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo

Positivo

90

Sexo: Fémea (F) e Macho (M), escore clinico: Os critérios utilizados para identificar como infectados por
Leishmania infantum foram, cultura, ou qPCR, ou ELISA. Soma de escore dos sinais clinicos avaliados: estado
nutricional, mucosas, onicogrifose, volume baco, linfonodos, dermatite periocular, crosta em orelhas, Glcera em
orelhas, despigmentagao no focinho, hiperqueratose no focinho, alopecia geral e dermatite furfuracea geral. SMI:
caes sem marcador de infe¢do; BSC: cdes com baixo escore clinico; e ASC: cdes com alto escore clinico.
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Apéndice 5 Caracterizacdo individual do segundo grupo de cées de area endémica para
leishmaniose visceral Camacari, Bahia.

Grupo Céo  Escore Escore Média Ultima Culturas Ultima PCR Titulo DTH DTH
# clinico clinico de Cultura positivas PCR positivo médio de (mm)  resultado
final médio escores em sem anticorpos
acomp. acomp. N acomp. anti-
N Leishmania

BEC %lZJ? 1 0 0,8 Positivo 1 Positivo 2 6.383 9 Positivo
BEC FélstR 0 1 0,1 Negativo 0 Positivo 2 4.710 0 Negativo
BEC FéléSR 0 1 13 Negativo 1 Positivo 2 11.197 10.5  Positivo
BEC FilfSR 2 1 15 Negativo 0 Negativo 1 4.786 0 Negativo
BEC leigf 0 1 0,1 Negativo 1 Negativo 1 7.375 7 Positivo
BEC FélflR 0 1 0,8 Negativo 0 Negativo 1 5.827 0 Negativo
BEC F;lsz 1 1 1,6 Néo fez 0 Positivo 2 4.701 9.5 Positivo
BEC RUR 3 3 1,3 Positivo 2 Positivo 1 5.676 Né&o Néo fez

343 fez
BEC Fil?-"lR 2 4 2,5 Negativo 0 Negativo 2 5.099 12 Positivo
BEC FjllélR 0 0 0,8 Negativo 0 Negativo 2 2.429 0 Negativo
BEC Fél;lR 1 2 1,6 Negativo 0 Negativo 2 5.034 0 Negativo
BEC F§L5J3R 2 6 3,5 Negativo 1 Positivo 4 7.915 7 Positivo
BEC F;l;f 2 4 4,6 Negativo 2 Positivo 2 2.467 6.5 Positivo
BEC RUR 1 11 6,1 Contami 1 Positivo 1 2.010 5 Positivo

329 nada
BEC le;;? 2 8 4 Negativo 0 Negativo 2 3.526 0 Negativo
BEC ngg 2 4 3,6 Negativo 0 Negativo 1 1.827 0 Negativo
ASC %ng 11 3 4,4 Negativo 3 Positivo 5 1.419 0 Negativo
ASC RUR 6 3 3,3 Negativo 0 Positivo 2 890 Néo Néo fez

022 fez
ASC Fég? 5 2 2,1 Negativo 0 Positivo 3 1.892 0 Negativo
ASC FBL613R 6 6 5,6 Negativo 2 Negativo 1 2.434 0 Negativo
ASC Fég?R 4 3 51 Negativo 3 Positivo 3 5.099 0 Negativo
ASC Fél;f 9 8 5,8 Negativo 2 Positivo 4 1.693 0 Negativo
ASC ng:? 4 3 3,8 Negativo 0 Positivo 2 2.805 6 Positivo
ASC Rg)g? 4 2 3 Negativo 3 Positivo 4 1.893 0 Negativo
ASC F;gg 12 12 9,5 Negativo 2 Negativo 2 1.525 0 Negativo
ASC FiggR 7 6 51 Negativo 3 Positivo 4 3.579 0 Negativo
ASC RUR 8 6 5,2 Contami 4 Negativo 2 9.895 Né&o Néo fez

446 nada fez

Sexo: Fémea (F) e Macho (M), escore clinico: Os critérios utilizados para identificar como infectados por
Leishmania infantum foram, cultura, ou gPCR, ou ELISA. Soma de escore dos sinais clinicos avaliados: estado
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nutricional, mucosas, onicogrifose, volume baco, linfonodos, dermatite periocular, crosta em orelhas, Glcera em
orelhas, despigmentagao no focinho, hiperqueratose no focinho, alopecia geral e dermatite furfuracea geral. SMI:
caes sem marcador de infegdo; BSC: cdes com baixo escore clinico; e ASC: caes com alto escore clinico.N:
ntmero de resultados positivos durante acompanhamento.

Apéndice 6 Avaliacdo da producédo de TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6 por células de sangue
estimulado pelo mitdégeno concanavalina A de caes do primeiro grupo de area endémica
para leishmaniose visceral

A
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Avaliacéo do mitdgeno concanavalina A a 5 pg/mL comparando com salina (controle negativo do ensaio) em
sangue cultivado por 24h. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex (Merck) foi realizado para dosar citocinas.
Os valores apresentados sdo brutos. A: TNF-a; B: IL-2; C: IL-10; e D: IL-6. A producéo de citocinas foi avaliada
estatisticamente através do teste ndo paramétrico de Mann Whitney.
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Apéndice 7 Avaliacéo da producéo de TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6 por células de sangue
estimulado pelo mitdégeno concanavalina A de cées do segundo grupo de area endémica
para leishmaniose visceral.
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Avaliacdo do mitdgeno concanavalina A a 5 ug/mL comparando com salina (controle negativo do ensaio) em
sangue cultivado por 24h. O plasma foi coletado e o ensaio Milliplex (Merck) foi realizado para dosar citocinas.
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Os valores apresentados sdo brutos. A: TNF-a; B: IL-2; C: IL-10; e D: IL-6. A produc&o de citocinas foi avalibada
estatisticamente através do teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

Apéndice 8 Valores de mediana e percentil da producdo de TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6
do primeiro grupo de caes de area endémica para LV

Grupo de caes

Controle negativo

Sem marcador de infeccdo

Com baixo escore clinico
(escore <4)

Com alto escore clinico
(escore >4)

Total

Controle negativo
Sem marcador de infeccéo

Com baixo escore clinico
(escore <4)

Com alto escore clinico
(escore >4)

Total

Controle negativo

Sem marcador de infeccéo

Com baixo escore clinico
(escore <4)

Com alto escore clinico
(escore >4)

Total

12

12

38

12

12
38

12

12

38

SLA rLci2-NT-CT
TNF-a

53,46 (0-293,4)  0(0-11,79)

1.392 (576,9 —
377,7 (93,74 - 980,1) 6.328)

2.217 (979,3
12,3 (0-102,1) 6.048)

2.755 (876,3
101,3 (0-403,1)  5.611)

77,38 (18,09 — 308,6) 1.805 (348 - 2621)

IL-2
0 (0 -3.015) 0(0-0)
0(0-0) 0 (0 - 15,57)
0(0-0) 0(0-0)
0 (0 - 83,22) 0 (0 - 27,47)
0(0-0) 0(0-0)

IL-10
287,3 (133,8-657) 0 (0 - 82,44)

2.268 (1.124 —
1.237 (494,2 — 2.251) 10.164)

2.876 (1.634 —
13,05 (0-450,5)  4.329)

0 (0 - 854,5)

1.926 (395,8 —
150,2 (3,26 — 999,6) 2.724)

IL-6

1.583 (211 — 4.058)

rLci2-NT-5R-CT

0(0-377,1)

1.904 (775,4 —
4.291)

1.165 (896,4 —
3.371)

2.101 (705,8
3.850)

1.535 (291,3 -
2.052)

0 (0 - 10,67)
0(0-0)

0(0-0)

0(0-113)
0(0-0)

0 (0 - 969)

6.110 (1.752
6.570)

2.851 (1.869 —
5.210)

1.175 (0 — 3.024)

2.013 (293,8-
5.295)
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Controle negativo 9 40,86 (0-222) 0 (0 -15,98)
620,4 (127,6 -
Sem marcador de infeccéo 5 98,64 (36,18 - 198,7) 720,1)
Com baixo escore clinico 1.068 (558,2 —
(escore <4) 12 0(0-47,96) 1.697)
Com alto escore clinico 1.029 (609,4 —
(escore >4) 12 0(0-253,3) 1.835)
824,7 (155,1 -
Total 38 20,43 (0-—84,20) 1.058)

52,38 (0 - 158,9)

450,8 (170,3 -
679,9)

4.46,1 (391,2
1.060)

697 (540,6 —
1.167)

448,5 (150,8-
635,5)

Valores em pg/mL(estimulo subtraido por salina), apresentados em mediana (25 % percentil - 75 % percentil)
Os critérios utilizados para identificar como infectados por Leishmania infantum foram, cultura, ou gPCR, ou
ELISA. O escore clinico avaliado foi utilizado para classificacdo como cées sem sinais clinicos ou cdes com
sinais clinicos para LV Os cées entdo classificados, foram correlacionados com o resultado do ensaio milliplex

para identificar o perfil de citocinas presente em cada grupo.
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Apéndice 9 Valores de mediana e percentil da producédo de TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6
do primeiro grupo de cdes em cdes positivos e negativos para o teste de
hipersensibilidade tardia.

Testede DTH N

Positivo
Negativo

Total

Positivo
Negativo

Total

Positivo
Negativo

Total

Positivo
Negativo

Total

10

19

29

10

19

29

10

19

29

10

19

29

SLA

rLci2-NT-CT

rLci2-NT-5R-CT

6,93 (0 - 94,61)
16,56 (0 -60,39)

16,56 (0 -77,27)

0 (0 - 3,45)
0(0-0)

0(0-0)

0 (0 - 33,83)
75,93 (0 - 822,9)

0 (0 - 180)

0 (0 - 62,33)
0 (0 - 30,78)

0(0-42,21)

TNFa
1.757 (611,7 - 3.012)
452,7 (203,8 — 1.499)

716,14 (715 — 1.992)

IL-2
0 (0 - 4,40)
0(0-0)
0(0-0)

IL-10

1.270 (491,1 — 2.185)
506,6 (100,1 - 957,7)
619,2 (237,7 — 1.440)
IL-6
506,6 (337 - 799,4)
246,1 (135,1 - 437,9)

310,9 (189,5 - 560)

806,2 (270,4 — 1.524)
360,2 (258,1 - 838,5)

408,6 (271,4 — 1.164)

0 (0 - 6,75)
0(0-0)

0(0-0)

1.005 (626,8 — 1.538)
403,9 (0 - 941)

709,3 (42,26 — 1.047)

303,2 (169,2 -594,7)
160,5 (86,16 -257,7)

199,7 (131,9 - 371,9)

Valores em pg/mL(estimulo subtraido por salina), apresentados em mediana (25 % percentil - 75 % percentil)
Os critérios utilizados para identificar como infectados por Leishmania infantum foram, cultura, ou gPCR, ou
ELISA. Avaliagdo dos animais quanto ao resultado de DTH. O critério utilizado foi Reacgéo de Hipersensibilidade
Tardia (DTH) positivo ou negativo. Estes foram correlacionados com o resultado do ensaio milliplex para avaliar

o perfil de citocinas presente em cada grupo
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Apéndice 10 Valores de mediana e percentil da producédo de TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6

do segundo grupo de cées de area endémica para leishmaniose visceral

Grupo
Controle negativo

Com baixo escore
clinico

Com alto escore clinico

Total

Controle negativo

Com baixo escore
clinico

Com alto escore clinico

Total

Controle negativo

Com baixo escore
clinico

Com alto escore clinico

Total

Controle negativo

Com baixo escore
clinico

Com alto escore clinico

Total

10

36

10

36

10

36

10

8

36

SLA

rLci2-NT-CT

rLci2-NT-5R-CT

KMP-11

53,46 (0 - 293,4)

1.756 (1.021 — 2.445)
1513 (32,31 - 5.052)

1.081 (157,2- 2.385)

0 (0 - 3015)

0(0-0)
0(0-0)

0 (0-0)

287,3 (133,8 - 657)

6.258 (2.719 — 24.306)
2.522 (0 14.967)

2.615 (320 — 13.928)

40,86 (0 - 222)

392,2 (205,9 - 692,5)
226,4 (0 — 600,9)

262,5 (39,85- 485,9)

TNF-a

0(0-11,79)

228,7 (47,66 —575,9) 601,2 (315,8 — 1.441)

68,67 (0 297,5)

62,69 (0 267,7)

IL-2
0(0-0)
0 (0-26,69)
0(0-0)
0 (0-18,99)

IL-10
0 (0 - 82,44)

1.602 (247 — 4.492)

72,9 (0-512,7)

181,6 (0 — 2.770)
1L-6

0 (0 - 15,98)

106,2 (48,94 — 247,4)  261,1 (75,47 -412,9)

74,7 (0 - 237)

67,28 (0 — 206,3)

0(0-377,1)

92,79 (0 - 648,8)

334 (27,7 - 741,6)

0(0-10,67)

0(0025,92)
0(0-0)

0 (0-13,86)

0 (0 - 969)

1.741 (611,9 — 11.046)
203,1 (0 - 3.134)

785,7 (0 - 3.660)

52,38 (0 - 158,9)

161,7 (31,59 - 495,8)

158,3 (36,38 — 357,8)

2.160 (344,7 — 5.743)

8.967 (4.119 — 18.006)
8.838 (4.348 — 26.160)

6.144 (2.979 — 13.484)

13,5 (0 - 1048)

0(0-0)
0(0-23,13)

0 (0-0)

10385 (4628 - 16416)

20.876 (11.713 —
33.490)

28.014 (6.219 — 46.260)

19.285 (7.975 — 33.280)

1.182 (30,38 — 1.609)

1.066 (753,2 — 1.907)
1.459 (647,3 — 2.040)

1.146 (668,3 — 1.759)

Valores em pg/mL(estimulo subtraido por salina), apresentados em mediana (25 % percentil - 75 % percentil)
Os critérios utilizados para identificar como infectados por Leishmania infantum foram, cultura, ou gPCR, ou
ELISA. Estes caes foram acompanhados durante dois anos. O histérico dos escores clinicos avaliados durante o
acompanhamento foi utilizado para classificacdo como resistentes ou susceptiveis. Os cées entdo classificados,
foram correlacionados com o resultado do ensaio milliplex para identificar o perfil de citocinas presente em cada

grupo.
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Apéndice 11 Valores de mediana e percentil da producéo de TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-6
de cdes positivos e negativos para o teste de hipersensibilidade tardia no segundo grupo.

Teste de DTH
Positivo
Negativo

Total

Positivo

Negativo

Total

Positivo

Negativo

Total

Positivo

Negativo

Total

SLA rLci-NT-CT ~ rLci2-NT-5R-CT KMP11
N IL-2
9 0(0-203) 0(0-0) 0(0-10,2) 0(0-0)
18 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
27 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
IL-6
416,8 (195,1 -
9 114(68-69)  31,23(0-60,05) 51,63 (252-110,4) 596,1)
104,4 (25,61 -
18 254,6) 34,7(10,15-79,3) 1056 (15,68 - 165,5) 353 (2465 - 684,5)
114 (61,92 - 370,1 (2474 -
27 200,3) 31,74(0-7899) 82,02 (20,91 -140,6) 679,9)
IL-10
1.917 (455,7 - 6.628 (2.984 —
9 7.169) 943,5 (135,6 — 1.737) 672 (232,6 -6.819)  11.270)
1.581 (706,9 — 7.118 (3.041 -
18 7.561) 55,67 (0-456,7)  161,6 (0-1.296)  14.730)
1629 (534,6 - 7.007 (3.291 -
27 7291) 1096 (0-1.001)  3551(0-1350)  12561)
TNF-a
636,2 (354 - 2.415 (1.217 -
9 7799) 79,47 (7,06 - 301,8) 2575 (111-470,1)  3.865)
467,7 (2068 - 3.251 (1.510 -
18 1640) 29,18 (11,16 - 91,73) 113,4 (22,01 - 256,1) 9.446)
534,8 (309 - 2.949 (1.449 -
27 904,9) 33,45 (14,13 - 101,8) 129,5 (30,93 - 375,5) 6.574)

Valores em pg/mL (estimulo subtraido por salina), apresentados em mediana (25 % percentil - 75 % percentil)
Os critérios utilizados para identificar como infectados por Leishmania infantum foram, cultura, ou qPCR, ou
ELISA. Avaliagdo dos animais quanto ao resultado de DTH. O critério utilizado foi Reagao de Hipersensibilidade
Tardia (DTH) positivo ou negativo. Estes foram correlacionados com o resultado do ensaio milliplex para avaliar

o perfil de citocinas presente em cada grupo.



Apéndice 12 Ficha clinica de avaliagéo

visceral

Data do Exame *

Iniciais do Veterinario *

Numero de ldentificagao do Animal *

Nome do Animal *

Sexo *

(") Wacho
(") Femea

Raga *

( :I Mestico
! :I Puro

Se puro, que raga *

Pelagem *

{ : | Curta
(7] Media

(“) Longa

Porte *
Toy 0-3 kg, Pequeno 4-10kg, Médio 11-20kg, Grande 21-40kg, Gigante >40kg

(=] Toy

(| Pegueno
(7 Meédio
() Grande
(=) Gigante

Idade Estimada
ldoso >T andd. Adullo 5T anos. Adullo Jovem 3-4 anos. Jovem 1-7 anos. Filhote 0-1 ano

idoso
Aduito
Aduito Jorem
ook
Fillvotm

Comprimento (em cm) *
Bbedet Gece 4 NUCE 8% & NSerCho da Cauda

Altura (em em)
Meds dedoe 0 chio 8bé O W0Do da pakets

Estado Nutricional -
Hormal ou abesd (0)
Magro (1)
Caquitco (2)
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Coloracso de Mucosas
Hormmad (0)
Andmica (1)

Onicogrifose -
Agrsante (0)

Decreto Aumento (1)
Aurmeniy Expressivo (2)

Volume do Baco
a0 Paipavsl (0)
Paipdel (1)

Linfonodos *

(7] Normais {0)
(7 Aumentades, Um ou dois do mesmo par (1)
(") Aumentados, dois de pares diferentes (2)

Dermatite Periocular *

(7] Ausente (0)
( :I Ao redor de um olho (1)
(*) Dois olnos (2)

Crosta em ponta de orelha *

(7] Ausente (0)

[~ Apenas emuma orelha (1}

i '_._l Mas duas orelhas (2)

Ulcera na orelha *

(7] Ausente (0)
[ :l Apenas em uma orelha (1)
(7) Mas duas orelhas (2)

Despigmentagio no focinho *

(7] Ausente (0)

[~ Presente em menos de 1/3 da ponta do focinho (1)
! :l Presente em mais de 1/3 da ponta do focinho (2)

Hiperqueratose no focinho *

(") Ausente (0)

( '___| Presente em menos de 1/3 da ponta do focinho (1)
( :l Presente em mais de 1/3 da ponta do focinho (2)
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([~ Ausente (0)

{:;] Crosta (1)
() e (2)

Alopecia

(©) Ausente (0)
| Presents de forma focal em akpumas regides (1)
(7] Dsseminaca - mais que 113 80 corpo 80 animal (2)

(©) Ausente (0)
| Presente o6 forma focal em akgumas regoes (1)
(7] Dsseminaca - mais que 173 80 compo 80 animal (2)

Presenca de carrapatos

102



