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RESUMO

INTRODUCAOQ: A Leishmania infantum é transmitida pela picada do Lutzomyia
longipalpis. A saliva do vetor é inoculada no momento da picada, tendo papel
importante na transmissdo do parasito devido a presenca de proteinas com
propriedades farmacologicas que favorecem a infeccdo. Ainda ndo existem dados
correlacionando a presenca e/ou titulos de anticorpos anti-rLJM11+17 da saliva do
vetor e resisténcia ou susceptibilidade de cées a leishmaniose visceral. OBJETIVO:
Avaliar os titulos de anticorpos anti-rLJM11+17 e correlaciona-los a susceptibilidade
ou resisténcia a leishmaniose visceral em cdes. METODOLOGIA: Cées de uma area
endémica para LV foram submetidos a avalia¢cdes clinicas e laboratoriais (detecéo
de anticorpos anti-Leishmania por DPP e ELISA, deteccdo do DNA de Leishmania
por PCR em sangue, pele e/ou baco e cultura de aspirado esplénico) a cada 3 ou 6
meses em um periodo de dois anos. Em cada avaliacdo, na dependéncia do
namero/intensidade das manifestacdes clinicas, foi atribuido um escore clinico para
cada animal e subsequentemente foram classificados como resistentes ou
susceptiveis a doenca. Amostras de soro dos animais foram avaliadas quanto aos
niveis de anticorpos anti-rLJM11+17 da saliva do vetor e a antigenos solluveis da
Leishmania, por ELISA. Animais que apresentaram indices reativos de anticorpos
anti-rLJM11+17 maiores ou igual a duas vezes maiores em mensuracdes
subsequentes foram considerados como animais reexpostos ao vetor. Além disso,
foi feita caracterizacdo do perfil imunolégico dos animais nos momentos antes,
durante e apb6s a infeccdo utilizando as técnicas de ELISA e Luminex.
RESULTADOS: Um total de 285 animais foram incluidos no estudo, sendo que 111
destes finalizaram todos os inquéritos de acompanhamento. Dentre os 111, 46
animais apresentavam resultado negativo para exposi¢cdo a saliva e 19 também
apresentavam-se negativos para infeccédo por L. infantum no inicio do estudo. Foram
necessarios apenas 6 meses para que a maioria (70%), dos 46 animais que
comecaram 0 estudo como ndo expostos se tornassem expostos ao vetor. O
aumento da incidéncia de exposicdo ao longo do acompanhamento foi seguido pelo
aumento da incidéncia de infeccdo. Dentre os 285 cées avaliados, a maioria dos
animais (55%) foi reexposta ao vetor em algum momento. Animais susceptiveis
apresentaram maiores niveis de anticorpos anti-saliva quanto comparados aos
animais resistentes e 0s animais reexpostos tiveram 2 vezes mais risco de serem
susceptiveis a LVC. Houve diferenca na expressdo de alguns mediadores entre
animais resistentes e susceptiveis. CXCL1 estava menos expresso no momento da
infeccdo nos resistentes e mais expresso 6 meses apos a infeccdo nos susceptiveis.
No momento da infec¢do, os niveis de IL-10 foram maiores nos susceptiveis. Nos
resistentes, LTB4 e PGE2 mostraram-se com niveis elevados no momento da
infeccdo, quando comparados com o periodo antes da infeccdo. CONCLUSAO: A
presenca de anticorpos anti-rLJM11+17 além de ser um biomarcador de exposi¢ao
ao vetor, também demonstrou estar associado a susceptibilidade a LVC.
Adicionalmente, a quantificacdo de mediadores LBT4, PGE2 e IL-10 também podem
ser Uteis para predicao de perfil de susceptibilidade e resisténcia.

Palavras-chave: Coorte, Flebotomineo, Leishmania, Saliva
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmania infantum is transmitted by sand fly vectors. The vector
biting is followed by the injection of salivary proteins, which have an important role in
the transmission of parasite due to their pharmacological properties that favor the
infection. The correlation between the levels of antibodies against LJIM11 and LIM17
(rLJM11+17) salivary proteins with resistance or susceptibility in canine visceral
leishmaniasis (CVL) remains unknown. OBJETIVE: We aimed to evaluate anti-
rLIJM11+17 antibody titers and correlate them with susceptibility or resistance to
visceral leishmaniasis in dogs. METHODS: Dogs from a VL endemic area underwent
clinical and laboratory evaluations (detection of anti-Leishmania antibodies by DPP
and ELISA, detection of Leishmania DNA by PCR in blood, skin and/or spleen, and
splenic aspirate culture) every 3 or 6 months for 2 years. In each evaluation,
depending on the number/intensity of clinical manifestations, a clinical score was
assigned to each animal and they were subsequently classified as resistant or
susceptible to disease. Animal serum samples were evaluated for antibody levels of
vector salivary proteins rLJM11+17 and soluble Leishmania antigens by ELISA.
Animals that showed reactive indices of rLIJIM11+17 antibodies greater than or equal
to two times higher in subsequent measurements were considered as animals re-
exposed to the vector. Also, the characterization of the immunological profile of the
animals was performed at the moments before, during and after infection by ELISA
and Luminex techniques. RESULTS: A total of 285 animals were included in the
study, 111 of which completed all follow-up surveys. Of the 111 animals, 46 animals
were negative for saliva exposure and 19 were also negative for L. infantum infection
at baseline. It took only 6 months for the majority (70%) of the 46 animals that had
started the study as unexposed to become exposed to the vector. The increased
incidence of exposure over follow-up was followed by the increased incidence of
infection. Of the 285 dogs evaluated, most animals (55%) were re-exposed to the
vector at some point. Susceptible animals had higher levels of anti-saliva antibodies
compared to resistant animals, and re-exposed animals were twice as likely to be
susceptible to CVL. There was a difference in the expression of some mediators
between resistant and susceptible animals. CXCL1 was less expressed at the time of
infection in resistant dogs and more expressed at 6 months after infection in
susceptible ones. At the time of infection, IL-10 levels were higher in susceptible
animals. In resistant individuals, LTB4 and PGE2 were elevated at the time of
infection when compared with the time before infection. CONCLUSION: The
presence of anti-rLJM11+17 antibodies in addition to being a biomarker of vector
exposure has also been shown to be associated with susceptibility to CVL.
Additionally, quantitation of LBT4, PGE2, and IL-10 mediators may also be useful for
predicting susceptibility and resistance profiles.

Keywords: Cohort, Leishmania, Phlebotomine, Saliva



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Mapa da area do estudo realizado em Camacari-BA..........cccceeevveeeeennnn. 37

Figura 2 - Cronograma de acompanhamento dos animais incluidos no estudo de
coorte realizado em Camacari-BA............cccooeeiieiiie e 38

Figura 3 - Esquema de acompanhamento dos caes incluidos no estudo de coorte
acompanhados em cada periodo do estudo realizado em Camacari-BA e
a perda de SEQUIMENTO......cccoieie e e 48

Figura 4 — Validacéo das proteinas rLJM11+17 como marcadores de exposi¢ao ao
fleb6tomo utilizando um total de 157 animais da area endémica testados
para deteccdo de anticorpos anti-SGS e anti-rLIM11+17..................... 50

Figura 5 — Proporcéo de caes expostos e ndo expostos ao vetor, com a frequéncia
de positivos e negativos para infeccao por L. infantum no inicio do
estudo, levando em consideracao os animais que participaram de todos
0s acompanhamentos do estudo de coorte realizado em Camacari-

Figura 6 — Dindmica de exposi¢ao ao vetor em cdes acompanhados por 2 anos no
estudo de coorte realizado em Camacari-BA..............ooovvvviiieeeeeeeeennn. 52

Figura 7 — Fluxograma justificando a selecdo dos animais que fizeram parte da sub
coorte. Foram selecionados 0s animais que comecaram o estudo nao
expostos ao vetor e negativos para infeccao por L. infantum. Foram
excluidos os animais que comec¢aram o estudo expostos ao vetor e/ou
positivos para infeccdo por L.infantum e/ou que néo foi possivel realizar
a andlise de exposicao em todos 0os acompanhamentos ..................... 53

Figura 8 — Dindmica de exposi¢ao ao vetor e de soropositividade para LVC em caes
gue comecaram o estudo como nao expostos e nao infectados (n=19)

Figura 9 — Esquema com as proporcdes de animais expostos e ndo expostos a
saliva do vetor pertencentes a subcoorte de animais que comecaram o
estudo nao infectados por Leishmania infantum e que foram realizados
0s ensaios de ELISA com rLIML1+17 ....ooevvveeeeeiiiiiieeeeecceee 55

Figura 10 — Esquema das propor¢des de animais infectados por L. Infantum por
perfil de susceptibilidade e resisténcia para LVC ao longo do
acompanhamento da subcoorte dos animais pertencentes ao estudo de
coorte realizado em Camagari-BA ..o 57



Figura 11 — Deteccéo dos niveis deanticorpos anti-rLJM 11 e 17 e anti-Leishmania
em cées classificados como resistentes e susceptiveis ao longo do
acompanhamento de acordo com o tempo de infeccdo em cées que
comecaram o estudo como néo infectados (N=57) ........ccceeeeevvvveivneennns 59

Figura 12 — Esquema demonstrando o critério de selecédo dos 247 animais que
foram selecionados para analise de reexposicao ao vetor e perfil de
susceptibilidade a LVC ao longo do acompanhamento dos animais
pertencentes ao estudo de coorte realizado em Camagari-BA ............. 60

Figura 13 — Exposicéo ao vetor emcéaes susceptiveis e resistentes (n=247)............ 61

Figura 14 — Agrupamento dos perfis imunolégicos presentes no soro de caes
acompanhados da area endémica de Camacari-BA com relacéo a
resisténcia ou susceptibilidade a LVC nos periodos de 6 meses antes da
infecgéo (-6), infeccéo (I) e 6 meses apos a infecgdo (+6) .........ccee.... 65

Figura 15 — Grafico de caixa de bigode mostrando os niveis dos mediadores que
aparentaram ter diferenca entre os periodos de 6 meses antes da
infeccdo (-6) e 6 apos a infeccdo (+6) no heatmap, estratificados por
resistentes e suSCepPLiveis (N=L17) ..o 66

Figura 16 — Grafico de caixa de bigode mostrando os niveis dos mediadores que
aparentaram ter diferenca entre os periodos de 6 meses antes da
infeccao (-6) e infeccéo (I) no heatmap, estratificados por resistentes e
SUSCEPLIVEIS (NTL7).eeeieeeiiieiiiie ettt e e e e e e 67

Figura 17 — Grafico de caixa de bigode mostrando os niveis dos mediadores que
aparentaram ter diferenga No heatmap..........cccuvveeieiiiiiiiiiiiiiieeee 68



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Descricdo da populagéo de cées incluidos no estudo de coorte realizado
€M CamagGari-BA ..o 47

Tabela 2 - Resultado da andlise de regressao logistica multinivel empregada nos
animais pertencentes ao estudo de coorte realizado em Camacari-BA
gue comecaram como negativos para infeccao por L. Infantum ........... 56

Tabela 3 - Associagao entre exposicao ao vetor e susceptibilidade a LVC.............. 62



LISTA DE ANEXOS

Anexo A - Aprovacdo do estudo pelo comité de EtiCa...........cceecvrvivieevenennes, 86
Anexo B - Renovac&o da aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica............. 87
Anexo C - Termo de consentimento livre e esclareCido..........cccccceevvviiiiiiiininnns 88

Anexo D - Parametros para a classificagdo da LVC nos animais..................... 90



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Al Antes da infeccao

Inf Infeccao

Pl Pdés-infeccéo

BALB/C Linhagem de camundongos albinos

BSA Albumina Sérica Bovina

CCL2 Quimiocina responsavel pelo recrutamento de mondcitos
CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais

CPgGM Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (atual IGM)

CXCL1 Quimiocina responsavel pelo recrutamento de neutroéfilos
CXCL10 Responséavel pelo recrutamento varias células de defesa
DNA Acido Desoxirribonucleico

DO Densidade Otica

DPP Plataforma de Duplo Percurso

DTH Hipersensibilidade Tardia

ELISA Ensaio e imunoabsor¢cdo enzimatica

EIE ELISA

FioCruz Fundacdo Oswaldo Cruz

GM-CSF Fator estimulador de granuldcitos e macrofagos

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IC Intervalo de Confianga

ICC indice de Correlacgio Intraclasse

IFN-y Interferon gama



IL-2
IL-4
IL-6
IL-7
IL-8
IL-10
IL-12
IL-13
IL-15
IL-17

IL-18

LTB4
LV
LVC

MgCl2

NNN
NS
PBS
PCR
PGE:2
gPCR

ROC

Imunoglobulinas G
Interleucina 2

Interleucina 4

Interleucina 6

Interleucina 7

Interleucina 8

Interleucina 10

Interleucina 12

Interleucina 13

Interleucina 15

Interleucina 17

Interleucina 18

indice de Reatividade
Leucotrieno B4

Leishmaniose Visceral
Leishmaniose Visceral Canina
Cloreto de Magnésio

Amostra

Meio de Cultura

N&o Significativo

Tampao Fosfato-Salino
Reacao da Cadeia da Polimerase
Prostaglandina E2

Reacéo da Cadeia da Polimerase quantitativa

Curva Recebedora das Caracteristicas dos Operadores



RPM
RR
SALO
SGE
SGH
SGS
TGF-B
Thl
Th2
TNF-a
TNF-B
VPN
VPP

WHO

Rotacdes Por Minuto

Risco Relativo

Proteina Salivar Anti-Complemento
Extrato Total da Glandula Salivar
Homogenizado da Glandula Salivar
Sonicado da Glandula Salivar
Fator de Transformacéo do Crescimento
Linfocitos T auxiliares tipo 1
Linfocitos T auxiliares tipo 2

Fator de Necrose Tumoral alfa
Fator de Necrose Tumoral beta
Valor Preditivo Negativos

Valor Preditivo Positivo

Organizacdo Mundial da Saude



2.1
211
2.1.2
2.1.3
2.2
221
2.2.2
2.3
231
2.4
241
2.5

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3

4.4
4.5
45.1
452
4.5.3
4.6

4.7
4.8
4.9
4.10

5.1
5.2
5.3

5.4
5.5

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt ettt st e stesreeeeeere e 18
REVISAO DE LITERATURA ......oooiiiieeeeeeeeeeee e 21
LEISHMANIOSE VISCERAL ......covivieeeeeeeeeeeeeeeee et 21
EPIAdEMIOIOQIA ittt 21
AQENtE ELIOIOGICO...cci i 22
BT F] 14T EST T (o TP 23
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA.......coviieeeeeeeeeeeee e, 25
(0= To N od0 ] e[l (=roY =1 AV2- 1 (0] o J 25
Patogenia e Sinais ClINICOS ......cuuviiiii e 26
RESPOSTA IMUNE ........cotiiiiiiecieeeeeee ettt 28
Possiveis Marcadores de Susceptibilidade e de Resisténcia em cées .29
PROTEINAS DA SALIVA DOS FLEBOTOMINEOS .......cccccccovveeeeeeeeeeenne, 30
Proteinas da familia YEllOW ........oooeiiiiiiiiiiiiie e 31
LIJM11 E LIM17 COMO BIOMARCADORES DE EXPOSICAO AOS
FLEBOTOMINEOS ... .coiieieeeeeeeeeeeeee ettt 32
(@] =3 ] =3 1YL 1S TR 35
T == O RRNSRR 35
ESPECIFICOS........oiiieeeee ettt te et eteene e 35
MATERIAL E METODOS.......ocoiiiieeieeeeeecee e eee ettt 36
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....cviiviiiiieiieceecee e 36
AREA DE ESTUDO ......oiiviiecteceeee ettt 36
AVALIACAO CLINICA DOS CAES E OBTENCAO DAS AMOSTRAS
BIOLOGICAS ...ttt 37
EXTRACAO DO DNA DAS AMOSTRAS DOS CAES ......ccccoveveeveeeeae, 38
DIAGNOSTICO DE INFECCAO POR L. INFANTUM ......ccccooevvieieeeieinnnn, 40
RIS TSRS o] o] Ko Lo o o 1= 3PP 40
o201 = SRR 40
Teste ParasitolOQiCO.....cooui i 40
CLASSIFICACAO DOS CAES QUANTO A SUSCEPTIBILIDADE E
RESISTENCIA A LVC .o 41
AVALIACAO DE EXPOSICAO AO VETOR .....cooviieriecececeeeee e 42
VALIDACAO DAS PROTEINAS RLIMIL+17 ...ocivieiieiiecieeeeeee e 42
AVALIACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DOS CAES .......ccccoveveieireene 43
ANALISES ... oottt ettt ettt et e et e e nee e 44
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oooveeeceeceeeeeeeeee e, 47
DESCRICAO DA POPULACAO DE CAES ESTUDADA .......c.ccccovevererennne. 47
DINAMICA DE ACOMPANHAMENTO DOS CAES NO ESTUDO DE
(07010 ] = 1 =IO 48
VALIDACAO DAS PROTEINAS RLIM11+17 COMO MARCADOR DE
EXPOSICAO AO VETOR ....oouveeeieceeeeeeeeee e 49

DINAMIC@ DE EXPOSICAO AO VETOR NOS CAES ACOMPANHADOS .50
AVALIACAO DA INCIDENCIA DE EXPOSICAO AO VETOR E DE
INFECCAQO POR L. INFANTUM ...t 52



5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

AVALIACAO DE ASSOCIACAO ENTRE EXPOSICAO AO VETOR E
MANIFESTAGAO CLINICA DA LVC ..o 54
AVALIACAO DA CORRELAGCAO ENTRE A EXPOSICAO AO VETOR NO
DECORRER DO TEMPO DE ACOMPANHAMENTO E A

SUSCEPTIBILIDADE E RESISTENCIA DO CAOALVC....c.ccoevveveeecenaes 57
AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTE REEXPOSICAO AO VETOR E
SUSCEPTIBILIDADE A LVC ......cooviiiecieeeeeeeeeeteeeee e 59
AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE REEXPOSICAO AO VETOR COM
SUSCEPTIBILIDADE A LVC ..o 61
CARACTERIZACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DOS ANIMAIS
SUSCEPTIVEIS E RESISTENTES ALVC ...oovviiiceeeeeeceeeeeee e 62
CONCLUSAO. ...ttt eaenn e 69

REFERENCIAS ... .o 70



18

1. INTRODUCAO

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) pode ser uma zoonose oOu
antropozoonose causada pelo protozoario Leishmania infantum (KUHLS et al.,
2011), protozoario que € transmitido pela picada do inseto vetor Lutzomyia
longipalpis (BRASIL, 2017a; OMS, 2013). A LV representa um grave problema de
salde publica e € uma doenca que quando negligenciada pode ser fatal
(CAMARGO; LANGONI; 2006). Mais de 25.000 novos casos da doenca foram
relatados no ano de 2015, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo
aproximadamente 45% destes no Novo Mundo.

A Leishmaniose visceral canina (LVC) € a forma da doenca que atinge os
caes. O céo é o principal reservatorio urbano da L. infantum e a presenca de um céo
infectado na area endémica pode estar associada a ocorréncia de LV em humanos
(CUNHA et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2001; LOPES et al., 2016). Porém, uma
questdo que permanece controversa é o impacto de caes sem manifestacdo clinica
no ciclo de transmissédo da doenca e sua influéncia para a saude publica (TRAVI et
al., 2001; COSTA-VAL et al., 2007; VERCOSA et al., 2008; LAURENTI et al., 2013;
COURTNAY et al., 2014; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016; BORJA et al., 2016).

Animais infectados por L. infantum sem manifestagéo clinica apresentam um
padrdo predominante de resposta imune celular, demonstrando maior resisténcia a
Leishmania, podendo ocorrer o controle da carga parasitaria presente (CHAMIZO et
al., 2005; MANNA et al., 2006). Este controle da infeccdo pode diminuir as chances
destes cées se tornarem fonte de infec¢do para o inseto vetor, tendo em vista que a
literatura sugere que a carga parasitaria presente na pele estd diretamente
associada com maior capacidade de transmisséo (VERCOSA et al., 2008; ASLAN et
al., 2016; BORJA et al., 2016). Além disso, a maioria dos estudos que avaliaram
cdes com e sem sinais clinicos quanto a capacidade de transmissdo encontraram
gue nos animais sem sinais clinicos a taxa de transmissao foi menor ou inexistente
(TRAVI et al., 2001; COSTA-VAL et al., 2007; VERCOSA et al., 2008; COURTNAY
et al., 2014; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016).

A transmissao ocorre quando o vetor flebotomineo alimenta-se de um
hospedeiro vertebrado infectado e posteriormente realiza o repasto sanguineo em
outro hospedeiro vertebrado (KILLICK-KENDRIC, 1999; SOLANO-GALLEGO et al.,
2009). Ao allimentar-se, o vetor infectado ndo apenas inocula as formas
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promastigotas metaciclias da Leishmania, como também inocula sua saliva. As
proteinas da saliva favorecem o estabelecimento da infeccdo pelo parasito
(ABDELADHIM et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014) por possuirem propriedades
anticoagulantes, antiplaquetarias e anti-inflamatérias (CAVALCANTE et al., 2003;
ABDELADHIM et al., 2014; FERREIRA et al., 2016).

O papel da saliva no estabelecimento da infeccdo por Leishmania vem
chamando a atencado de varios grupos de pesquisa desde o inicio da década de 90.
(SAMUELSON et al., 1991; THEODOS et al., 1991; VALENZUELA et al., 2001,
NORSWORTHY et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008a; HOSSEINI-VASOUKOLAEI et
al., 2016). Alguns estudos demonstraram que a pré-estimulacdo de animais com
proteinas da saliva do vetor anteriormente a sua co-inoculagdo com Leishmania
apontaram para nheutralizacdo dessas proteinas por anticorpos anti-saliva, e
ocorréncia de estimulo da resposta Thl e reacdo de hipersensibilidade tardia em
camundongos e ratos, resultando em uma diminuicdo da carga parasitaria e do
didmetro da lesdo na orelha desses animais quando comparados aos individuos
controles, o que poderia sugerir protecao contra a infeccao (KAMHAWI et al., 2000;
GOMES et al., 2012a). Por outro lado, estudos mais recentes tém demonstrado que
a resposta imune anti-saliva pode estar associada a maior gravidade da LVC céaes
de area endémica (SOLCA et al., 2016), com infeccdo ativa por L. infantum
(KOSTALOVA et. al, 2015) e com maior risco de transmisséo do parasito (; VLKOVA
et al., 2018).

Porém, nenhum desses estudos avaliou a resposta imune contra proteinas
recombinantes da saliva de Lutzomyia longipalpis de forma longitudinal. Até a
presente data ndo existem dados que correlacionem o desenvolvimento da resposta
imune anti-LJM11+17 da saliva do vetor ao longo do tempo em caes expostos a
infeccdo por L. infantum com os achados clinicos e o agravamento da doenca na
espécie canina em um estudo longitudinal com um ndmero significativo de animais,
para elucidar se ha associacdo da exposi¢cado ao vetor com susceptibilidade ou com
resisténcia a infec¢ao por Leishmania.

A avaliacdo da resposta imune anti-saliva nos cées pode auxiliar no
estabelecimento de biomarcadores referentes a susceptibilidade ou resisténcia,
assim como marcadores de prognostico da doenca no cédo. A identificacdo de
marcadores de resisténcia ou susceptibilidade que sejam faceis de ser detectados e

gue possam ser utilizados em larga escala é de extrema importancia para direcionar
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as medidas de controle da doenca para apenas caes que sejam susceptiveis a LV e,
portanto, com maior possibilidade de transmissdo. Neste contexto, a utilizacao de
proteinas recombinantes em substituicdo ao extrato total da saliva (SGH), cuja
obtencdo é laboriosa, tem grande importancia e favorece a potencialidade de
utilizacdo desses marcadores. Um estudo realizado por Teixeira et al. (2010) avaliou
diferentes moléculas da saliva do L. longipalpis e apontou as proteinas
recombinantes LIM11+17 como as mais reconhecidas por soros de cédes de uma
area endémica evidenciando seu grande potencial de utilizacao.

Dessa forma, propomos neste estudo avaliar se ha correlacdo entre a
presenca de anticorpos contra a saliva de L. longipalpis no soro de cées e a
ocorréncia da leishmaniose visceral canina, seu progndstico e o desfecho clinico da
doenca. Os niveis de anticorpos contra a saliva de L. longipalpis foram avaliados
utilizando as proteinas recombinantes rLJM11 e rLIJM17 (rLJM11+17), que poderao

ser avaliadas como marcadores de perfil de susceptibilidade ou resisténcia de LVC.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. LEISHMANIOSE VISCERAL
2.1.1. Epidemiologia

A LV é uma antroponose causada pelo protozoario Leishmania donovani no
Velho Mundo e uma zoonose causada pela L. infantum no Novo Mundo. A LV
humana tem ocorréncia principalmente nas Américas, Oriente Médio, Asia Central,
China e Mediterraneo (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). Mais de 90% dos novos
casos relatados em 2014 se concentraram no Brasil, Etiopia, india, Somalia, Sud&o
e Sudao do Sul, com mais de mil casos novos humanos em cada um dos paises
(WHO, 2015). No Brasil, a doenca esta presente em todas as regides. Porém, o
Nordeste € a regido onde se encontra 0 maior numero de casos confirmados, com
1.523 casos, 0 segundo maior coeficiente de incidéncia, com 2,7 por 100.000
habitantes e o maior nUmero de 6bitos pela doencga, com 133 6bitos no ano de 2016.
O Nordeste possui a doenca distribuida por todos os estados, com as maiores
prevaléncias no Maranhao, Ceara, Bahia e Piaui, com 539, 419, 320 e 213 casos
relatados , respectivamente, no ano de 2016 (BRASIL, 2017b).

Na Bahia, diversas areas possuem grande ocorréncia de LV como nos
municipios de Andarai, Central, Barra do Mendes e Marcionilio Souza que obtiveram
as maiores incidéncias em humanos, observadas no ano de 2015, perfazendo
coeficientes de incidéncia de 5,8; 5,5; 2,8 e 2,7 casos por 10.000 habitantes cada,
respectivamente. Centros urbanos de Jequié, Feira de Santana, Serrinha, Irecé,
Juazeiro e Camacari corresponderam a 23,7% dos casos na Bahia neste mesmo
ano, evidenciando a expanséo urbana da LV (BAHIA, 2015).

A leishmaniose visceral canina (LVC), a manifestacdo da doenca que atinge
os caes infectados pela L. infantum, também tem suas maiores prevaléncias no
Nordeste. Em um estudo realizado em 6 municipios no Maranh&o, foi encontrada
prevaléncia de infecéo por L. infantum em 67% dos cdes (BARBOSA et al., 2010), e
em Fortaleza no Ceara, a prevaléncia de infeccdo foi de 26,2% em cées
domiciliados (RONDON, 2007). Na Bahia, em um estudo feito por Barboza et al.
(2006), foi encontrada grande incidéncia de soroconversao para O parasito nos
municipios de Camacari (18,5%), e Lauro de Freitas (17,4%), localizados na regiédo
metropolitana de Salvador. Outro estudo realizado em 36 bairros no municipio de

Camacari encontrou prevaléncia de 22% de cées positivos para L. infantum
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(GONCALVES, 2014). A LVC também esta dispersa nas outras regides do Brasil,
como na regido Sudeste, na qual foi descrita a expansao de casos no Rio de Janeiro
(SILVA et al., 2015), Minas Gerais (NUNES et al., 2016; URSINE et al., 2016) e Sao
Paulo (OLIVEIRA et al., 2016), e na regiao Sul, como no Rio Grande do Sul, que
teve seus primeiros casos de LVC relatados em 2008, precedendo o aparecimento
dos primeiros casos humanos em 2009 (SILVA et al., 2015; RIO GRANDE DO SUL,
2011).

2.1.2. Agente etioldgico

A Leishmania € um protozodrio patogénico flagelado pertencente ao reino
Protista  (Haeckel, 1866), sub-reino Protozoa (Goldfuss, 1817), filo
Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963), sub-filo Mastigophora (Deising,
1866), classe Kinetoplastea (Cavalier-Smith, 1981), sub-classe Metakinetoplastina
(Vickerman, 2004), ordem Trypanosomatida (Kent, 1880), familia Trypanosomatidae
(Doflein, 1901), sub-familia Leishmaniinae (Maslov; Lukes, 2012) e género
Leishmania (Ross, 1903). J4 foram identificadas até o momento 53 espécies de
Leishmania pelo mundo (AKHOUNDI et al., 2016). No Brasil, as espécies presentes
sdo L. amazonensis, L. braziliensis, causadoras da leishmaniose cutanea e
mucocutanea (LAISON; SHAW, 1978; SILVEIRA; KEMMELMEIER, 1995; SILVEIRA
et al., 2009; COELHO et al., 2011) e L. infantum, causadora da leishmaniose visceral
(LV) (CHAGAS et al., 1936; ALENCAR, 1958; LIMA et al., 2018).

As espécies de Leishmania sao heteroxenas, necessitando de um hospedeiro
invertebrado e um vertebrado para completar o ciclo de vida. Em seu ciclo, estes
parasitos possuem duas principais formas evolutivas, a promastigota e a amastigota
(LAISON; SHAW, 1978; NEVES et al.,, 2004; AKHOUNDI et al., 2016). A forma
promastigota € alongada, possui flagelo, é altamente mével e mede em média
20,5um de comprimento e 2,5um de largura. Esta € a forma encontrada no intestino
das fémeas de flebotomineos. Ela evolui para a forma infectante, promastigota
metaciclica, que possui um flagelo longo e fica na valvula estomodeal dos vetores. A
forma amastigota é encontrada no interior dos macrofagos das espécies
hospedeiras, tem formato oval e diametro médio de 2,5um (LAISON; SHAW, 1978;
PEARSON; SOUZA, 1996).
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2.1.3. Transmisséo

Ao alimentar-se de um individuo infectado, o fleb6tomo ingere as formas
amastigotas da L. infantum presentes no hospedeiro vertebrado, estas formas se
diferenciam em promastigotas, se multiplicam no intestino do vetor e se transformam
nas formas infectantes, promastigotas metaciclicas, que podem ser transmitidas
para o proximo hospedeiro vertebrado no momento de um novo repasto sanguineo
(KILLICK-KENDRIC, 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). J4 foi descrito na
literatura que a Leishmania causa dano a valvula estomodeal do flebotomo,
interferindo na habilidade do flebétomo de se alimentar, isso faz com que sejam
feitos varios repastos sanguineos de curta duracdo, aumentando assim o contato
entre o flebétomo e o hospedeiro vertebrado, 0 que pode aumentar as chances de
transmissao do parasito (KILLICK-KENDRIC et al., 1977; ROGERS; BATES, 2007).
Além disso, o dano a valvula promove uma regurgitacdo dos parasitos durante a
picada, podendo também favorecer a infeccdo (KILLICK-KENDRIC et al., 1977;
SCHLEIN et al.,, 1992; VOLF et al.,, 2004). Além da quantidade de repastos
sanguineos, outros fatores também influenciam na transmissdo, como a imunidade
do fleb6tomo, a microbiota do intestino do flebétomo, a viruléncia do parasito, a
guantidade do parasito adquirida pelo fleb6tomo e as condicbes ambientais
(SANT'ANNA et al, 2014; KELLY et al, 2017; LOURADOUR et al., 2017;
COURTNEY et al., 2017).

Um novo conceito tem aparecido na literatura, denominando alguns
fleb6tomos como “super disseminadores”. Esta denominacdo parte do pressuposto
de que a quantidade de parasitos adquirida pelo fleb6tomo vai influenciar na
transmissdo e no quadro clinico da doenca provocada (COURTENEY et al., 2017).
Fleb6tomos que se alimentam de hospedeiros com alta carga parasitaria sao
infectados com alta quantidade de parasitos, gerando assim infeccdo com maior
namero de promastigotas metaciclicas, que séo transmitidas para um segundo
hospedeiro em grande numero e com alta eficiéncia, resultando em doenga aguda
mais grave e sendo responsavel pelo carater epidémico da doenca. Estes individuos
sdo considerados “super disseminadores”, portanto reservatorios eficientes durante
a fase aguda da doenca. Em contrapartida, individuos infectados por fleb6tomos
albergando baixas cargas parasitarias, ndo desenvolvem a doenca ou a
desenvolvem de forma branda tanto na fase aguda quanto na fase crbnica, com

baixas cargas parasitarias, sendo reservatdrios menos eficientes, mas responsaveis
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pela manutencdo do carater endémico da doenca (LIRA et al., 2000; MENDEZ, et
al., 2001; KIMBLIN et al., 2008; COURTENEY et al., 2017).

Existem dois ciclos envolvidos na transmissédo do parasita, o ciclo silvestre
que pode envolver algumas espécies de marsupiais (HUMBERG et al., 2012;
CARREIRA et al., 2012) e a raposa (LAINSON et al., 1990), atuando como
reservatorios, e o ciclo domeéstico, que possui 0 cdo como o principal reservatério
urbano (ASHFORD, 1996; OMS, 2010). Também existe a possibilidade da ligacédo
entre ambos os ciclos (GONTIJO; MELO, 2004), principalmente em areas
periurbanas.

Trabalhos que investigaram o habito alimentar de fleb6tomos em éareas
endémicas detectaram preferéncia principalmente por sangue de aves, cées e
equinos em areas rurais e urbanas do Nordeste (AFONSO et al., 2012) e Mato
Grosso (MISSAWA et al., 2008), enquanto que em uma area periurbana de Natal no
Rio Grande do Norte, Macedo-Silva et al. (2014) encontraram maior preferéncia por
humanos, assim como Oliveira et al. (2008b) em Campo Grande no Mato Grosso
onde houve preferéncia predominante pela combinacdo de sangue humano e de
aves. Estes estudos avaliaram a preferéncia por meio das técnicas de ELISA, com a
detecdo de anti-soro anti espécies testadas, ou com a técnica de PCR, na qual
foram construidos os primersiniciadores levando em consideracdo a sequéncia do
gene Cyt b de cada espécie.

Alguns estudos demonstraram outras formas de transmisséo da doenga entre
cdes e entre humanos, como a transmissdo vertical (ROSYPAL et al., 2005;
BOEHME et al., 2006), venérea (SYMMERS, 1960; SILVA et al.,, 2009) e por
transfusdo sanguinea (OWENS et al., 2001; MANSUETO et al., 2014). Ainda sem
comprovacdo, também foi sugerida a transmissdo por inoculacdo com agulha
contaminada (MORILLAS-MARQUEZ et al., 2002; CRUZ et al., 2002) e por outros
artrépodes hematéfagos como carrapatos (COLOMBO et al., 2011; MEDEIROS-
SILVA et al.,, 2015; DABAGHMANESH et al., 2016) e pulgas (COLOMBO et al.,
2011). Em vérios estudos realizados ja foi encontrado DNA de Leishmania em
carrapatos e pulgas coletados de animais infectados, e em um destes estudos foi
detectado kDNA de Leishmania na glandula salivar de carrapatos. Porém, apesar de
ja ter sido possivel detectar DNA de Leishmania em carrapatos, inclusive em larvas

e ovos de teledégenas experimentalmente infectados com promastigotas (DANTAS-
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TORRES et al., 2010a; 2010b; DE MORAIS et al., 2013), isso ndo comprova que 0

protozoario consiga completar seu ciclo neste artrépode.

2.2. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
2.2.1. C&o como reservatorio

Devido a sua grande proximidade com os humanos, o céo é apontado como o
reservatério da L. infantum mais importante no meio urbano (MORENO; ALVAR,
2002; COURTENAY et al., 2002). Varias razdes embasam essa afirmac¢do, como o
fato dos cées apresentarem um parasitismo cutaneo intenso favorecendo a
transmissdo, estarem sempre dentro ou proximos as casas favorecendo a
manutencao do ciclo de transmissdo doméstica, além de serem capazes de albergar
a infeccdo sem demonstrar sinais clinicos da doenca (ASHFORD, 1996; MORENO,;
ALVAR, 2002; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; DANTAS-TORRES,
2007).

Como medida de controle para LV, o Ministério da Saude recomenda a
eutanasia de animais sororreagentes residentes de &reas endémicas que nao
podem ser submetidos a um tratamento que seja permitido pela portaria
Interministerial ANVISA-MAPA 1.426 de 11/07/2008 (BRASIL, 2017a) no entanto,
esta medida ndo tem sido eficaz, tendo em vista que a eutanasia ndo tem diminuido
0s casos em cédes e humanos (DYE, 1996; DIETZE et al., 1997; COSTA et al., 2001,
COURTENAY et al., 2002). Inumeras razdes estéo por tras da falha dessa estratégia
de controle, a primeira delas € que os métodos de diagnostico disponiveis
atualmente no mercado ndo conseguem identificar os animais infectantes
(COURTNEY et al., 2002; MOREIRA et al., 2004).

Outro aspecto que deve ser considerado € que nem todo cédo vai se
comportar como um reservatério, tendo quem vista que a condi¢édo clinica do céo
estd associada a capacidade de transmissdo do parasito. Estudos em areas
endémicas demonstraram que ha alta prevaléncia de cdes e sem sinais clinicos
infectados por L. infantum (FISA et al., 1992; BRANDONISIO et al., 1992; MADEIRA
et al., 2004; DANTAS-TORRES; BRITO; BRANDAO-FILHO, 2006; QUEIROZ et al.,
2009; SILVEIRA et al., 2012). Cdes sem sinais clinicos exibem resposta imune
eficiente, portanto conseguem controlar a carga parasitaria na pele e com isso se
tornam menos infectantes para fleb6tomos (VERCOSA et al.,, 2008; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011; ASLAN et al., 2016; BORJA et al., 2016). A maioria dos
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estudos que pesquisaram grau de transmissibilidade encontraram que animais sem
sinais clinicos transmitem menos ou ndo sao capazes de transmitir o parasito para o
vetor (TRAVI et al.,, 2001; DA COSTA-VAL et al., 2007; VERCOSA et al., 2008;
COURTNAY et al., 2014; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016).

Em relacdo aos métodos de diagndéstico preconizados pelo Ministério da
Saude séo os testes soroldgicos, o teste rapido DPP como triagem e o ELISA como
confirmatoério, ambos levam apenas em consideracdo a deteccdo de anticorpos
contra L. infantum, ndo sendo capazes de identificar animais infectantes. Além disso,
a eliminacdo de cées baseada apenas no resultado do exame pode resultar na
eliminacdo de animais resistentes que terminariam sendo substituidos por animais
susceptiveis que estariam efetivamente transmitindo o parasita (BRAGA et al., 1998;
COURTENAY et al., 2002; MOREIRA JR. et al., 2004). Outra razdo que também
pode explicar a falha desta medida de controle da LV pode ser a presenca de outras
espécies animais que podem estar envolvidas no ciclo de transmissdo da doenca,
como marsupiais (TRAVI et al., 1998; CARREIRA et al., 2012; HUMBERG et al.,
2012), gatos (OLIVEIRA et al., 2015; AKHTARDANESH et al., 2017; BENASSI et al.,
2017), roedores silvestres (NAVEA-PEREZ et al., 2015) e sinantrépicos (CALDART
et al., 2017).

2.2.2. Patogenia e sinais clinicos

A LVC é uma doenca sistémica. O animal acometido por esta patologia pode
apresentar uma variedade de sinais clinicos, nenhum deles sendo patognoménico.
Alguns cées infectados apresentam manifestacéo clinica da doenc¢a enquanto outros
permanecem sem sinais clinicos. Dentre as manifestagfes clinicas que podem estar
presentes, as mais frequentes s&o: dermatite, linfadenomegalia, palidez de
mucosas, alteracdes oculares, hepatomegalia, esplenomegalia, caquexia, febre e
onicogrifose (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; PENA et al., 2000;
NARANJO et al., 2005; BANETH et al., 2008).

As alteracOes na pele mais frequentes sdo dermatite esfoliativa, ulcerativa e
nodular. Menos frequentemente também pode estar presente a dermatite pustular
(BANETH et al., 2008; SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014). A dermatite
esfoliativa afeta principalmente na cabeca, a regido ao redor dos olhos, ponta de
orelha e no dorso. O estudo histologico da pele revela inflamagéo granulomatosa ou

piogranulomatosa na derme, com predominancia de macrofagos ou linfocitos
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(FERRER et al., 1988; FONDEVILA; VILAFRANCA; JAFFE, 1997;
PAPADOGIANNAKIS et al.,, 2005). Papadogiannakis et al. (2005) relataram
presenca de adenite sebacea em metade dos fragmentos de pele examinados nas
areas de dermatite esfoliativa com predominancia de células T CD4+ mesmo sem a
presenca de amastigotas nessas areas. Isto pode tanto significar que essas células
conseguiram controlar o crescimento parasitario, como também pode se tratar de
uma adenite sebacea imunomediada (SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014). A
dermatite ulcerativa localiza-se principalmente na ponta da orelha, nariz e patas
(FERRER et al., 1988; SLAPPENDEL, 1988; KOUTINAS et al., 1992; CIARAMELLA;
CORONA, 2003). Ao exame histopatolégico, na borda da lesdo pode ser vista
hiperplasia da derme e exocitose de neutrofilos. Nas demais regifes, pode ser vista
dermatite difusa com presenca de eosindfilos, neutréfilos macrofagos e linfécitos
(FERRER et al., 1988; FONDEVILA VILAFRANCA; JAFFE, 1997). De acordo com a
localizacédo dessas lesdes, sugere-se que ela seja causada por vasculite associada
a complexo imune (SLAPPENDEL,1988, SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS et al.,
2014). A dermatite nodular pode ser encontrada em qualquer lugar na pele e em
mucosas, é caracterizada por nodulos que normalmente ndo sdo ulcerados e nem
causam prurido (FERRER et al.,, 1988; KOUTINAS et al., 1992, CIARAMELLA,
CORONA, 2003). No histopatoldgico pode ser vista predominancia de macrofagos,
células gigantes multinucleadas e cargas parasitarias maiores do que nas lesdes
citadas anteriormente (FERRER et al., 1988). A dermatite pustular é caracterizada
por pequenas pustulas com halos eritematosos que se rompem levando a formacéo
de crostas na epiderme (FERRER et al., 1988; SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS et
al., 2014). Geralmente essas lesBes apresentam cargas parasitarias baixas
(FERRER et al., 1988).

A linfadenomegalia é causada pelo aumento da quantidade e do tamanho dos
foliculos linfoides e pela hipertrofia e hiperplasia de macréfagos (MARTINEZ-
MORENO et al., 1993; LIMA et al., 2004; MYLONAKIS et al., 2005; MOREIRA et al.,
2010; MOREIRA et al., 2013). A palidez das mucosas € resultado da anemia
causada pela insuficiéncia renal cronica e consequente deficiéncia na producédo de
eritropoietina, além de hemorragias e/ou anemia imunomediada. Uma das
alteracbes oculares que podem ser encontradas em caes com sinais clinicos é a

ceratoconjutivite seca, que € causada por infiltrados inflamatérios nos ductos
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lacrimais e promovendo a retencéo lacrimal (KOUTINAS et al., 1999; PENA et al.,
2000; NARANJO et al., 2005).

A hepatomegalia resulta de infiltrados inflamatérios, hipertrofia ou hiperplasia
de células residentes e possivelmente por conta da congestdo passiva (RALLIS et
al., 2005; GIUNCHETTI et al, 2008). A esplenomegalia pode ser decorrente da
hiperplasia do tecido linfoide que resulta da proliferacdo de linfocitos T e B e
infiltracdo de macrofagos no baco (ALEXANDRE-PIRES et al, 2006; BANETH et al.,
2008; LIMA et al., 2014). Estudos demonstaram que a hiperplasia de foliculos
linfoides ocorre nos momentos iniciais da doenca e a atrofia dos foliculos em
tamanho e quantidade, além da desorganizacdo da polpa branca do baco, estédo
relacionados a maior gravidade da LVC (VERESS et al, 1977; VERESS et al., 1983;
KEENAN et al., 1984; SANTANA et al., 2008). Também foi observada associacao
entre substituicdo de linfocitos T por plasmécitos e sua retengcédo na polpa vermelha,
com a desorganizacao da polpa branca do 6rgao (SANTANA et al., 2008; LIMA et
al., 2014; SILVA-O'HARE et al., 2016; SANTOS et al.,, 2016). A onicogrifose é
caracterizada clinicamente pela hipertrofia e o aumento do tamanho das unhas e
deve-se a uma dermatite mononuclear liguendide que leva a um excessivo acumulo
de estrato corneo (KOUTINAS et al., 2010; KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).

2.3. RESPOSTA IMUNE

Em relacdo a resposta imune na LV e LVC, estudos apontavam que para que
o combate a Leishmania fosse efetivo o perfil de resposta imune presente no
hospedeiro deveria ser predominantemente Thl, portanto, a resisténcia a doenca
deveria estar relacionada a capacidade do hospedeiro de produzir resposta imune
caracterizada por maior producao de linfécitos T CD4+, linfocitos T CD8+ citotoxicos
e producéo e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF, IL-2, IL-12,
considerados até entdo como possiveis marcadores de resisténcia. Por outro lado,
os marcadores de susceptibilidade estariam geralmente relacionados a
predominancia de um perfil Th2, ou seja, producdo de citocinas anti-inflamatorias
como IL-4, IL-10 e IL-13 que ativariam a proliferacdo de células B, producéo de
anticorpos e troca de classe entre eles (SEDER; PAUL, 1994; PUNNONEN; VRIES,
1994; LAI; MOSNANN, 1999; XU et al., 2004; REIS et al., 2010). Porém, a maioria
destes estudos foi realizada utilizando roedores como modelo experimental e em

estudos com humanos e caes esta dicotomia ndo tem se mostrado presente e a
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resposta imune a infeccdo por Leishmania apresenta-se bastante complexa
conforme foi revisado por Hosein et al. (2016).

Alguns fatores como raca, imunossupressdo, doengas concomitantes e
condi¢&o nutricional podem influenciar no desfecho da infeccdo em cies (MIRO et
al.,, 2008). Aléem disso, estudos demonstraram que a resposta imune contra
Leishmania é 6rgao especifica (REIS et al., 2009). Os perfis de resposta Thl, Th2
ou uma mistura dos dois foram observados em diferentes 6rgaos de cdes com LVC
e esse achado se correlacionou com a auséncia ou a presenca de sinais clinicos e a
carga parasitaria detectada (STRAUSS-AYALI et al. 2007; TRAVI et al. 2009;
BOGGIATTO et al. 2010), demonstrando que os perfis fenotipicos de células e as
citocinas envolvidas na resposta imune tém efeitos variaveis nos locais em que os
parasitas normalmente se replicam, evidenciando uma compartimentalizagdo da
resposta imune (ROGRIGUEZ-CORTES et al., 2016).

2.3.1. Possiveis Marcadores de Susceptibilidade e de Resisténcia em cées

O aumento na expressédo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-B,
aumento da carga parasitaria (LAGE et al., 2007; MENEZES-SOUZA et al., 2011),
depressdo da resposta imune celular (PINELLI et al., 1994) ou alta producédo de
anticorpos 1gG (BOGIATTO et al., 2010) foram apontados como marcadores de
progressado da LVC. Em um estudo realizado por Solca et al. (2016) analisando o
soro de 70 cées de uma area endémica, ndo foi detectada correlacdo entre IL-10 e
TGF-B, mas houve correlacdo diretamente proporcional entre o aumento na
producdo das quimiocinas CXCL1 e CCL2 com maior gravidade da doenca nos
animais (SOLCA et al., 2016). O decréscimo na producdo de LTB4 e PGE2 também
foi correlacionado com maior gravidade da LVC (SOLCA et al., 2016). CXCL1 é a
responsavel pelo recrutamento de neutréfilos e o CCL2 é responsavel pelo
recrutamento de mondcitos, logo, essas quimiocinas aumentadas em animais com
maior gravidade da doenca podem estar relacionadas ao recrutamento de células
imaturas e nao responsivas, levando a incapacidade de controlar a carga parasitaria
(MENEZES-SOUZA et al., 2012; SOLCA et al., 2016).

A ativacdo de células Thl levando ao aumento da expresséo de citocinas pro-
inflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-12, assim como o0 aumento na producdo de

células como linfocitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico podem estar
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relacionados a resisténcia (CHAMIZO et al., 2005; CARRILLO; MORENO, 2009;
REIS et al., 2010).

A resposta imune de caes frente a infeccdo por Leishmania ao longo do
tempo ainda ndo estd muito bem compreendida, precisando de confirmacdo por

estudos longitudinais que avaliem caes ao longo da infeccdo por L. infantum.

2.4. PROTEINAS DA SALIVA DOS FLEBOTOMINEOS

Ao se alimentar de um hospedeiro, a fémea do flebotomineo introduz seu
aparelho bucal juntamente com sua saliva na pele, corta o tecido e dilacera os
capilares, causando uma hemorragia no local da picada. As proteinas presentes na
saliva do inseto conseguem modular a resposta inflamatoria, hemostatica e imune
do hospedeiro, criando um ambiente favoravel a infecgdo por Leishmania spp.
(ABDELADHIM et al., 2014). Dentre estas proteinas, pode-se encontrar moléculas
que funcionam como potentes vasodilatadores, anticoagulantes, antiplaquetarios,
imunomoduladores, anti-inflamatérios e inibidores do sistema complemento
(CAVALCANTE et al., 2003; ABDELADHIM et al., 2014; FERREIRA et al., 2016).

A interacdo das proteinas salivares de diversas espécies de flebotomineos
com o hospedeiro foi bastante estudada (KAMHAWI et al., 2000; OLIVEIRA et al.,
2008; GOMES et al., 2012; KOSTALOVA et. al, 2015; SOLCA et al., 2016; QUINNEL
et al., 2018). Alguns dos primeiros estudos publicados avaliando a importancia da
saliva do fleb6tomo envolveram a co-inoculagdo do lisado da glandula salivar
juntamente com L. braziliensis em camundongos BALB/c, sendo evidente a
exacerbacédo da infeccdo e da lesdo (SAMUELSON et al., 1991). Resultado também
encontrado por Theodos et al. (1991) realizando co-inoculacdo do lisado de glandula
salivar com L. major. Norsworthy et al. (2004) encontraram também uma
exacerbacéo da infeccao e da lesdo em camundongos BALB/c co-infectados com L.
amazonensis e extrato da saliva (SGE) de L. longipalpis.

Estudos relacionados a proteina PpSP15 presente na saliva do Phlebotomus
papatasi, flebotomineo responsavel pela transmissdo da L. major nas regides
sudoeste e central da Asia, no norte da Africa e no subcontinente Indiano,
demonstraram que esta proteina possuiu um carater imunogénico em roedores e
esteve associada a protecdo contra a infeccdo por L. major. Esta protecdo foi
associada ao estimulo da resposta do tipo Thl (VALENZUELA et al., 2001; DE
OLIVEIRA et al., 2008). Em um estudo realizado por Hosseini-Vasoukolaei et al.
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(2016), foi encontrada maior producédo desta proteina por flebotomineos fémeas néo
infectadas quando comparadas com as infectadas. Em contraste, uma outra proteina
da saliva deste mesmo vetor, a proteina PpSP44, foi associada a um peffil
predominantemente do tipo Th2 e foi associada ao aumento de infeccéo por L. major
em camundongos (DE OLIVEIRA et al., 2008).

Até a presente data, foram identificadas 17 moléculas que compdem a saliva
do L. longipalpis e oito destas foram caracterizadas (Abdeladhim et al., 2014). As
proteinas LIM11, LIM17, Lufaxin, Maxadilan e SALO foram as mais estudadas e
com maior potencial de utilizacdo para producdo de vacinas ou utilizadas como

biomarcadores de suscetibilidade, resisténcia ou exposi¢cao ao vetor.

2.4.1. Proteinas da familia Yellow

A familia de proteinas Yellow, maior familia que compde a saliva do L.
longipalpis, séo proteinas correlatas de outros insetos, como mosquitos, abelhas e
moscas (NASH et al., 1983; HANES; SIMUTH, 1992; JOHNSON et al., 2001; XU et
at., 2011; SIMA et al., 2016). Esta classe de proteinas atua removendo pequenos
mediadores da hemostasia por possuir uma alta afinidade de ligacdo por essas
proteinas, resultando em vasodilatacdo, efeito antiplaquetario e diminuicdo da
permeabilidade vascular. Ademais, funcionam também como imundgenos indutores
de resposta imune humoral e celular (XU et al., 2011; SIMA et al., 2016). LIM11,
LIJM111 e LIM17 compreendem as principais proteinas ja identificadas pertencentes
a esta familia (XU et al., 2011).

Segundo Xu et al. (2011), em um estudo feito visando entender a funcao
dessas proteinas, a LIM11 possui baixa afinidade por epinefrina e adrenalina, e alta
afinidade por serotonina. Esta proteina também foi capaz de induzir uma resposta
de hipersensibilidade do tipo IV (DTH) em camundongos imunizados com outras
proteinas da saliva de L. longipalpis e conferiu protecdo nos animais infectados com
L. major.

Em contraste com a LIJM11, a LIJM111 se ligou com menor afinidade a
serotonina e com alta afinidade as catecolaminas. Esta proteina ndo demonstrou ter
carater imunogeénico, tendo em vista que néo foi capaz de induzir resposta DTH ou
producdo de anticorpos. A proteina LIM111 possui acao anti-inflamatéria, tendo em
vista que esta foi capaz de inibir a producdo de IFN-y, TNF-a e IL-17 por leucdcitos

in vitro, inibiu a migracdo de neutréfilos em camundongos e afetou a maturacdo de
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células dendriticas, influenciando no aumento da producédo de IL-10 e diminuicdo na
sintese de TNF-a (GRESPAN et al., 2012).

A LIM17 se ligou com alta afinidade a histamina e a serotonina, sugerindo
que esta proteina ajuda a diminuir a inflamacéo causada por esse composto na pele
durante o repasto sanguineo, uma vez que as aminas biogénicas sdo um grupo de
mediadores pré-hemostaticos e pro-inflamatdérios que podem obstruir a alimentacéo
do fleb6tomo (ABDELADHIM et al., 2014). Em um estudo feito por Collin et al. (2009)
foi encontrada resposta DTH induzida pelas proteinas LIM11 e LIM17 em caes.

25.LJM11 E LJM17 COMO BIOMARCADORES DE EXPOSICAO AOS
FLEBOTOMINEOS

As proteinas da saliva do fleb6tomo s@o capazes de estimular resposta
humoral especifica no hospedeiro, por isso foi sugerido na literatura seu uso como
marcador de exposicdo a picada do inseto. Diversas proteinas foram testadas em
relacdo ao seu reconhecimento por soro de trés principais espécies envolvidas na
epidemiologia da doenca (humanos, cdes e raposas). LIJIM11 e LJIJM17 foram
reconhecidas tanto por soro de humanos quanto de caes residentes em areas
endémicas para LV no Brasil (SOUZA et al.,, 2010; TEIXEIRA et al., 2010;
ABDELADHIM et al., 2014). Ja soros de raposas sO foram capazes de reconhecer a
LIM17 (TEIXEIRA et al., 2010). A proteina LIM111 foi reconhecida apenas pelo soro
de humanos. Soros de cdes foram capazes de reconhecer, além das proteinas
LIM11 e LIM17, também as proteinas LJL23, LJL13, LIM0O4 e LJL143 (Lufaxin).
Sendo esta ultima fracamente reconhecida por humanos (TEIXEIRA et al., 2010;
ABDELADHIM et al., 2014).

A combinagdo das proteinas LIJM11 e LJM17 demonstrou sensibilidade
similar ao uso do extrato total da glandula salivar (SGH), validando o uso destas
proteinas como marcadores de exposi¢ao ao L. longipalpis em humanos (SOUZA et
al., 2010). A validagdo da utilizagdo dessas proteinas como marcadores de
exposicdo ao L. longipalpis foi de extrema importancia, ja que a utilizacdo de SGH
como antigeno para ser utilizado em um teste sorolégico em larga escala é
impossivel, tendo em vista que a obtencdo das glandulas € bastante laboriosa e cara
(QUINNEL et al., 2018).

Notavelmente, alguns estudos demonstraram sucesso na utilizacdo das

proteinas LIM11 e LIM17 como monitores de soroconversdao em galinhas, podendo
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assim serem usadas como sentinelas para identificar a presenca de L. longipalpis
em areas endémicas (SOARES et al., 2013; ABDELADHIM et al., 2014). Além disso,
elas ndo demonstraram reatividade cruzada com as proteinas de Lutzomyia
intermedia, principal vetor da L. braziliensis, causadora da leishmaniose cutanea no
Brasil (SOUZA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010; ABDELADHIM et al., 2014).

Portanto, as proteinas LIJM11 e LIM17 s&o antigenos promissores para a
deteccdo de exposicdo a picada do vetor, uma vez que estudos demonstram que
humanos e animais expostos a picada do inseto ou imunizados com proteinas da
saliva podem produzir anticorpos que reconhecem proteinas especificas da saliva do
vetor (GOMES et al., 2002; VINHAS et al., 2007; COLLIN et al., 2009). No entanto, o
papel destas proteinas na infeccdo por Leishmania ainda € controverso, tendo em
vista que esses anticorpos se correlacionaram com protecao contra L. infantum em
humanos, sugerindo que a neutralizacdo das proteinas da saliva pelos anticorpos
anti-saliva durante os eventos iniciais da transmissdo do parasito e a alta
capacidade dessas proteinas induzirem resposta imune celular poderiam estar
associadas a protecdo contra o desenvolvimento da LV (GOMES et al.,, 2002;
ANDRADE et. al, 2007; AQUINO et al., 2010; BARRAL et al., 2010; VINHAS et al.,
2010; GOMES; OLIVEIRA, 2012). Por outro lado, estudos também demonstraram
gque a resposta imune anti-saliva pode ser um marcador de intensidade de
transmissdo, como no estudo de coorte realizado por Quinnel et al. (2018), no qual
0S autores encontraram correlagdo positiva entre resposta imune contra o extrato
total da glandula (SGH) do flebétomo com maior incidéncia de infeccdo por L.
infantum. Apesar do estudo citado anteriormente ndo ter apresentado uma
associacdo com a gravidade da doenca, Solca et al. (2016) demonstraram que
maiores titulos de anticorpos anti-saliva (rLJM11+17) eram mais frequentes em caes
com altas cargas parasitarias e que a frequéncia de animais expostos ao fleb6tomo
foi maior nos grupos de animais com LVC grave.

Neste contexto, ainda nédo esta bem elucidado se a producédo de anticorpos
contra estas proteinas presentes na saliva do vetor poderia estar relacionada a
resisténcia ou susceptibilidade de cédes a doenca. A avaliacdo da resposta imune
anti-saliva nos caes pode auxiliar no estabelecimento de biomarcadores referentes a
susceptibilidade ou resisténcia, assim como marcadores de prognostico da doenga
no cao. Dessa forma, encontrar marcadores de resisténcia ou susceptibilidade que

sejam faceis de ser detectados e que possam ser utilizados em larga escala é de
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extrema importancia para direcionar as medidas de controle da doenca para apenas
cdes que sejam susceptiveis a LV e, portanto, com maior possibilidade de
transmisséo.

Propomos entdo neste estudo avaliar se ha correlagdo entre a presenca e 0s
niveis de anticorpos contra a saliva de L. longipalpis no soro de cdes com a
ocorréncia da leishmaniose visceral canina, seu prognoéstico e desfecho clinico da
doenca, testando as proteinas recombinantes rLJM11 e rLIM17 (rLIJM11+17) como
marcadores de perfil de susceptibilidade ou resisténcia a doenca.



3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

GERAL
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Identificar marcadores de resisténcia e susceptibilidade a leishmaniose

visceral em caes residentes em uma area para LVC.

ESPECIFICOS

o Detectar e quantificar anticorpos reativos as proteinas LIM11/17 da

saliva do vetor em uma coorte de cdes de uma &rea endémica para LVC.

o Detectar a infeccéo por L. infantum em uma coorte de caes de uma

area endémica para LVC.

. Avaliar o perfil imunologico de uma coorte de caes de uma area

endémica para LVC.

o Determinar a associacao entre anticorpos reativos a LIM11/17 e
infeccdo por L. infantum, carga parasitaria e desfecho clinico de uma coorte

de cées de uma area endémica para LVC.



36

4. MATERIAL E METODOS

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho consistiu em um estudo de coorte, no qual foram
realizadas avaliacdes clinicas e coleta de amostras biologicas de cédes durante 24
meses. Estes cdes foram selecionados em uma area endémica para LVC a partir de
um estudo de corte transversal (baseline).

O critério de selecdo dos animais para serem incluidos no estudo de coorte foi
a assinatura do termo de consentimento por seus guardides, terem mais de 6 meses
de idade e a possibilidade dos cédes serem acompanhados, a cada 3 meses, durante
2 anos.

Os animais incluidos no estudo permaneceram com seus guardides e 0s
exames foram realizados periodicamente em suas residéncias entre os anos de
2014 e 2017. Além disso, foi prestada assisténcia veterinaria ndo s6 para os caes
participantes do estudo, como também aos demais caes pertencentes a cada
guardiao.

Este estudo foi desenvolvido no Instituto Gongalo Moniz (FIOCRUZ-BA) no
Laboratério de Patologia e Biointervencéo (sucedido em parte pelo Laboratério de
Interacido Parasito-Hospedeiro e Epidemiologia) e foi aprovado pela Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA-CPgGM) da FIOCRUZ, sob o protocolo: 007/2013,
validade: 02/10/2017 (Anexos A e B). Todos os guardides dos animais incluidos no
estudo foram esclarecidos quanto aos procedimentos a serem realizados e

assinaram um termo de consentimento (Anexo C).

4.2. AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em Jaua, Machadinho e Jacuipe, areas endémicas
para LVC, pertencentes ao municipio de Camacari-BA (Figura 1), situado na latitude
12°41'51" Sul e longitude 38°19'27" Oeste, com altitude média de 36 metros. O
municipio de Camacari possui uma area territorial de 784,7 km? com uma
populacdo de 242.970 habitantes, densidade demogréafica de 309,65 hab/km? e esta
localizado a 41 km de Salvador, segundo o ultimo censo demogréafico realizado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no ano de 2010. Em 2017, a
populacdo estimada foi de 296.893 habitantes (IBGE, 2017). Os bairros de Jaua,
Machadinho e Jacuipe foram escolhidos por apresentarem alta prevaléncia de
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leishmaniose visceral canina em um estudo epidemiolégico anterior (Goncgalves,
2014), além disso, Jaua e Jacuipe sdo areas geograficas nas quais podem ser

dectados grandes numeros de fleb6tomos (Silva, 2016).

MACHADINHO
*

Legenda

Distritos de Camacari
[ Abrantes

[] Centro de Camacari
-] Monte Gordo

0 1000 ¢ 2000 km

10 20 km

1:30.000.000 1:350.000
‘- L}

Figura 1. Mapa da area do estudo realizado em Camacari-BA.

4.3. AVALIACAO CLINICA DOS CAES E OBTENGAO DAS AMOSTRAS
BIOLOGICAS
No baseline e depois durante o periodo de 2 anos, os animais incluidos no
estudo foram reavaliados a cada trés meses quanto ao seu quadro clinico e foram
realizadas coletas de sangue (Figura 2). Os parametros avaliados no exame clinico
foram: estado nutricional, coloracdo das mucosas, volume do bacgo e linfonodos,
onicogrifose, Ulceras em orelha, despigmentacdo em focinho, hiperqueratose em
focinho, lesdo no focinho, alopecia e dermatite furfurdcea (Anexo D). Os animais
receberam uma pontuacao que variou entre 0 (ausente), 1 (discreta) e 2 (intensa)
em cada um dos parametros avaliados. O escore clinico em cada ponto de avaliacao
dos animais foi atribuido pela soma dos valores de cada um desses parametros. Os
caes gue obtiveram escores menor ou igual a 3 foram classificados como animais
sem manifestagéo clinica caracteristica de LVC e os que obtiveram escore maior do

que 3 foram classificados como animais apresentando manifestacdo clinica. Apés
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cada exame clinico foram coletadas amostras de sangue das veias cefalica, jugular
ou safena lateral.

Além da avaliacéo fisica e da coleta de sangue, a cada 6 meses também
foram realizadas biopsias de pele e punc¢bes de baco para coleta de aspirado
esplénico. A biopsia de pele com uma lamina circular (punch dermatologico) de 3mm
foi realizada na regido escapular esquerda e o aspirado esplénico foi coletado com
conforme método descrito por Barrouin-Melo et al., 2006. Entre as duas ultimas
avaliacbes do periodo do estudo houve um intervalo de 6 meses. (Figura 2). Desta
forma o estudo de coorte consistiu em 7 pontos de avaliacéo realizados aos 3, 6, 9,

12, 15, 18 e 24 meses apos a inclusdo (baseline) de cada animal (Figura 2).
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I I
| | | 1 [
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Figura 2. Cronograma de acompanhamento dos animais incluidos no estudo de coorte
realizado em Camacari-BA.

4.4. EXTRACAO DO DNA DAS AMOSTRAS DOS CAES
A extracdo do DNA das amostras de sangue, pele e aspirado esplénico foi
realizada utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue da (QIAGEN, Hilden, Alemanha)

seguindo 0s seguintes passos:



39

a) para extracdo do DNA das amostras de sangue, a quantidade de 200ul do sangue
foi incubada juntamente com 20uL de proteinase K e 200uL do tampédo AL durante
30 minutos em banho-maria a 56°C. Apds este periodo, foi adicionado 200uL de
etanol 96%, a amostra foi entdo levada ao vértex e homogeneizada por 15 segundos
e centrifugada por 30 segundos a 8000 rpm. O volume final foi transferido para uma
mini coluna (DNeasy Mini Spin) e centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm. Apds a
primeira filtragem, foram feitas 3 lavagens, sendo as duas primeiras utilizando 500uL
do tampéo AW1 e a ultima 500uL do tampédo AW?2. Foi feita entdo uma centrifugacéo
a 12000 rpm durante 3 minutos. A coluna foi transferida para um microtubo e foi
aplicado 100uL do tampéo AE (eluicdo) diretamente na membrana do filtro presente
na coluna. Foi realizada incubacao por 5 minutos em temperatura ambiente e apos
este periodo, foi feita centrifugacdo a 8000 rpm durante 1 minuto, sendo obtido
assim o DNA purificado.

b) para a extracdo do DNA do aspirado esplénico, o0 mesmo procedimento foi
utilizado diferindo apenas no primeiro passo e no passo da eluicdo. No primeiro
passo, a quantidade de 200uL da amostra do aspirado foi macerada e incubada
juntamente com 20uL de proteinase K e 200uL do tampao AL durante 18 horas no
banho-maria a 56°C. A eluicdo do DNA foi feita utilizando 200uL do tampéo AE.

c) para extracdo do DNA do fragmento de 3mm de pele, o mesmo protocolo foi
realizado com algumas diferencas nas primeiras etapas e na etapa de eluicdo. O
fragmento de pele foi cortado utilizando Iamina de bisturi sobre uma lamina de vidro,
obtendo oito pedacos. O tecido cortado foi transferido para um microtubo contendo
180uL do tampado ATL e 20uL de proteinase K. O conteudo foi homogeneizado no
vortex por 15 segundos, seguido de centrifugacdo por 15 segundos a 8000 rpm e
entdo foi incubado no banho-maria a 56°C por 18 horas. Apds a incubacéo, a
amostra foi homogeneizada no vortex por 15 segundos e entdo foram adicionados
200pL do tampéo AL. Foi repetida a homogeneizacado e a amostra foi centrifugada
durante 15 segundos a 8000 rpm. Foram adicionados entdo 200uL de etanol 96%.
Os passos subsequentes foram executados conforme o descrito para extracdo de
DNA em amostra de sangue, com excec¢ao da eluicdo do DNA que foi realizada com
80uL do tampdo AE. Uma aliquota de 2uL de cada amostra foi utilizada para a
quantificacdo do DNA no aparelho Nanodrop a titulo de verificagcdo da qualidade do
DNA extraido.
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4.5. DIAGNOSTICO DE INFECCAO POR L. INFANTUM
Foram feitos testes soroldgicos, parasitolégico e molecular para o diagnostico

de infecgéo por L. infantum nos animais.

45.1. Testes Soroldgicos
O Teste rapido de triagem DPP-LVC (Biomanguinhos, Rio de Janeiro) e o
teste confirmatério EIE-LVC (Biomanguinhos, Rio de Janeiro) foram realizados com
as amostras de soro coletadas de cada animal em cada um dos pontos de

avaliacao, conforme as orientacdes do fabricante.

45.2. qPCR

Foi realizada a técnica de qPCR duplex para deteccdo e quantificacdo de
DNA do cinetoplasto de L. infantum e de uma regido conservada do gene de
expressdo constitutiva em mamiferos 18S rRNA (gb|DQ287955.1) em amostras de
sangue, pele e aspirado esplénico de cada cdo. As sequéncias de iniciadores
utilizados para a amplificagdo do DNA de Leishmania foram: LEISH-1, 5'-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3'; LEISH-2, 5-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3'; e
LEISH-P, 5-FAMAAAAATGGGTGCAGAAAT-MGB/NFQ-3'. Enquanto as sequéncias
para deteccao do DNA canino foram: 18SCanis_F, 5'-
TGCGAATGGCTCATTAAATC-3"; 18SCanis_R, 5'-CGTCGGCATGTATTAGCTCT-3';
e 18SCanis_P, 5-HEX-TGGTTCCTTTGGTCGCTCGCT-BHQ1-3'.

A técnica foi composta pelos seguintes itens: 5 yL do DNA extraido das
amostras de sangue, pele ou aspirado esplénico, a Mastermix da PCR Multiplex
(IBMP/Fiocruz-PR, Brazil), 40 nM do iniciador 18SCanis_P, 160 nM dos primers
18SCanis_F e 18SCanis_R cada, 900 nM dos iniciadores LEISH-1 e LEISH-2 cada e
200 nM do iniciador LEISH-P, e foi realizada conforme descrito por Rampazzo et al.
(2017).

4.5.3. Teste Parasitoldgico

As amostras de aspirado esplénico foram cultivadas em meio NNN acrescido
de meio Schneider a 20%. As culturas foram mantidas por 4 semanas em estufa
com 5% de CO:2 e temperatura de 37°C. As culturas que apresentaram crescimento
de promastigotas pela visualizagdo ao microscopio Optico foram consideradas como

positivas.
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4.6. CLASSIFICACAO DOS CAES QUANTO A SUSCEPTIBILIDADE E
RESISTENCIA A LVC

Os animais do estudo foram classificados como susceptiveis, resistentes ou
negativos. Os animais classificados como negativos foram aqueles que
apresentaram resultado negativo para o diagndstico infeccdo por L. infantum em
todos os pontos de avaliacdo do estudo independentemente do escore clinico
apresentado. O critério de elegibilidade para classificagdo como susceptivel ou
resistente consistiu em os cdes terem sido acompanhados por pelo menos dois
pontos de avaliacdo apos terem tido o diagnostico de infeccéo confirmado.

Os animais foram classificados como susceptiveis quando apos um
diagndstico de infeccdo positivo, apresentaram-se com manifestacéo clinica (escore
> 3) por mais de 2 pontos de avaliacdo, independentemente do diagndstico nestes
pontos, sendo que a avaliacdo do escore foi considerada a partir do momento em
gue ele se tornou positivo para infeccao junto com a manifestacao clinica (escore >
3). Adicionalmente, os animais que tiveram um agravamento do escore seguido por
Obito ou eutanasia por LVC ao longo do estudo também foram considerados como
susceptiveis.

A classificacdo como resistente ocorreu nos animais seguindo as 3 premissas
a seguir:

i. animais que tiveram um diagnostico positivo de infeccdo sem manifestacdo
clinica (escore < 3) e se mantiveram como negativos, ou até mesmo positivos
para infeccdo, porém sem manifestacdo clinica ao longo do
acompanhamento.

ii. animais que ap0s um diagnostico positivo infecgdo com manifestagéo clinica
se mantiveram sem manifestacao clinica ou até mesmo como negativos para
infeccdo com reducdo do escore clinico para valores < 3 por 2 pontos de
avaliacao seguidos.

iii. animais que durante o periodo de acompanhamento tiveram apenas um
episodio de positividade para infeccdo junto com um aumento de escore
clinico, porém mostraram reducdo do escore e negatividade para infeccao

nos tempos subsequentes.
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Animais que ndo se encaixaram em nenhuma das descrices acima foram

classificados como perfil indeterminado.

4.7. AVALIACAO DE EXPOSICAO AO VETOR

Para avaliar a exposicédo dos cées a picada do vetor foi empregado o ELISA
indireto para a detecgcéo de anticorpos contra as proteinas recombinantes rLIJM11 e
rLJM17 (rLJM11+17) da saliva do vetor. As placas foram sensibilizadas com as
proteinas purificadas da saliva do L. longipalpis, o equivalente a 5 pares de
glandulas salivares / mL, com 1 ug de cada proteina recombinante / mL (utilizadas
em combinagdo) em tampéao carbonato bicarbonato (NaHCO3 0,45 M, 0,02 M de
Na2COs, pH 9,6), por uma noite a 4°C. Apos trés lavagens com PBS-Tween a
0,05%, as placas foram bloqueadas durante 1 hora a 37°C com PBS-Tween a 0,05%
acrescido de BSA a 4%. Os soros dos caes foram diluidos a 1:50 com PBS-Tween a
0,05% e incubados durante a noite a 4°C. ApoOs trés lavagens, os pocos foram
incubados com fosfatase alcalina conjugada com anti-IgG canina (Sigma, Ir Louis,
MO) em uma diluicdo de 1:10000 durante 1 hora a 37°C. Apds mais um ciclo de
lavagem com PBS-Tween a 0,05%, foi adicionada a placa uma solu¢do cromogénica
de p-nitrofenila em tamp&o carbonato bicarbonato com pH 9,6 com 1 mg / mL de
MgClz2, e entéo a placa foi incubada a temperatura ambiente ao abrigo da luz durante
40 minutos para o desenvolvimento da cor na reacdo. As amostras foram avaliadas
em duplicata em cada placa, o ponto de corte foi determinado como a média da
densidade optica (DO) de trés controles negativos mais 2.5 desvios padrdo. Os
controles negativos consistiram em soros de caes da raca Beagle, adquiridos para
fins de pesquisa em um projeto anterior, sem qualquer exposi¢cao aos flebétomos.
Em todas as placas, um painel de amostras negativas e positivas foi inserido para
calculo do ponto de corte e controle da reagdo. A leitura dos resultados foi feita no

espectofotdmetro, utilizando onda de 405 nm de comprimento.

4.8. VALIDACAO DAS PROTEINAS RLIM11+17

O ELISA indireto foi empregado para a deteccdo de anticorpos contra o

sonicado da glandula salivar (SGS) do vetor L. longipalpis para comparacdo com o0s
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resultados do ELISA realizado com as proteinas rLJM11+17. As placas foram
sensibilizadas com SGS do L. longipalpis, o equivalente a 5 pares de glandulas
salivares/mL (aproximadamente 5pg/mL) em tampao carbonato bicarbonato
(NaHCO3 0,45 M, 0,02 M de Na2COs, pH 9,6), por uma noite a 4°C. As demais
atividades do protocolo da reacdo foram executadas conforme o descrito na

metodologia do ELISA realizado no item 4.7.

4.9. AVALIACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DOS CAES

Os niveis sorologicos de citocinas e quimiocinas foram dosados pela técnica
de Luminex (Milliplex Map Kit, EUA). Os marcadores caninos examinados foram
[FN-y, IL-10, TNF-q, IL-2, IL-6, IL-7, IL-15, IL-8, CCL2, CXCL10, GM-CSF e CXCL1.
O protocolo utilizado consistiu em: as placas foram preparadas com 200 pL do
tampdo de ensaio, incubadas em agitacdo por 10 minutos, submetidas a trés
lavagens e logo apds a ultima lavagem foram adicionados 25 pl da solugédo padréao
juntamente com 25 pL do tampé&o de ensaio e 25 puL da matriz de solucdo. Foram
entdo adicionadas as amostras de soro na diluicdo de (1:3) nos pocos adequados.
Logo apds, as microesferas foram adicionadas aos pocos e a placa foi selada
submetida a agitacédo a 4° C (geladeira) por uma noite.

Apbs este periodo, as placas foram submetidas novamente a trés lavagens
utilizando-se um suporte magnético para que as microesferas nao fossem
descartadas. O passo seguinte consistiu em adicionar 25 pl do anticorpo de
deteccdo e as placas foram mantidas em agitacdo a temperatura ambiente por 1h.
Streptavidina conjugada com Picoeritrina foram entéo adicionadas aos pogos a e as
placas foram mantidas novamente em agitacdo durante 1h a temperatura ambiente.
As placas foram submetidas a uma ultima lavagem, posteriormente foi adicionado o
fluido de calibracdo para ressuspensédo das microesferas e as placas foram agitadas
por 5 minutos. Por fim, as placas foram lidas no aparelho MAGPIX® com o software
XPONENT®.

As concentragfes de PGE2 e LTB4 foram mensuradas utilizando a técnica de
ELISA (Cayman Chemical, EUA). Foram adicionados 50 puL das amostras as placas
na diluicdo de 1:500 em tampéao de ELISA, tanto para a dosagem de PGE2 quanto

para de LTB4. Logo apods, foram adicionados 100 pL apenas do tampéo de ELISA
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nos pocos dos controles negativos. Em seguida, 50uL de cada concentracao
referente a curva padrdo foram adicionados mais 50 pL do PGE2 ou LTB4 AchE
Tracer. Foram adicionados também 50 pL dos anticorpos monoclonais anti-PGE2 ou
anti-LTB4. As placas foram incubadas a 4°C por 18h. Apds esse periodo, as placas
foram lavadas 5 vezes e foi adicionado o reagente de Ellman para a revelacdo. As
placas entdo foram mantidas em agitacdo por 1 hora e meia ao abrigo da luz. A
leitura foi realizada em um espectrofotbmetro com o comprimento de onda de 402

nm.

4.10. ANALISES

Os animais foram considerados positivos para infecgdo por L. infantum
quando apresentaram positividade para ambos os testes sorolégicos: DPP e EIE
Biomanguinhos, e/ou apresentaram crescimento de Leishmania na cultura esplénica
e/ou deteccdo de DNA de Leishmania na qPCR em pelo menos um dos tecidos
avaliados.

Para validar o uso das proteinas rLIJM11+17 como marcador de exposi¢do em
substituicdo ao SGS, foi realizada uma amostragem de 157 dos 285 animais
incluidos no acompanhamento. Dentre os 157, 74 animais haviam apresentado
resultado postivo para rLJM11+17 e 83 animais haviam testado como negativos para
rLIJM11+17 anteriormente. Estes soros foram entdo testados simultaneamente para
SGS e rLIJM11+17, com o intuito de realizar os ensaios sob as mesmas condig¢des.
Foram entdo realizados os calculos de sensibilidade, espeficidade, valor preditivo
positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razédo de verossimilhanca e indice de
concordancia de Kappa. As analises foram realizadas no programa GraphPad Prism
5 e Stata 13. Como critério de positividade do ELISA para SGS e do ELISA com as
proteinas rLJIM11+17, as amostras que tiveram um valor de DO acima do ponto de
corte calculado foram consideradas como reagentes. O indice de reatividade (IR),
gue consiste na relagcdo DO/ponto de corte, foi calculado no intuito de normalizar os
resultados das placas do ELISA tanto para a exposi¢ao ao vetor quanto para LVC..
Os termos “expostos” e “ndo expostos” ao vetor foram utilizados para nomear
evidéncia ou ndo de exposicdo ao flebétomo, respectivamente, tendo em vista que

nao podemos garantir que animais cujos niveis de anticorpos anti-saliva eram
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menores do que o cut-off no inicio do estudo eram realmente nunca expostos, ja que
estes poderiam ter sido expostos anteriormente a nossa deteccéo e 0s anticorpos ja
terem decaido a niveis ndo detectaveis. Adicionalmente foi avaliada a ocorréncia
de reexposi¢céo ao vetor, que foi definida por um aumento no IR do ELISA maior ou
igual ao dobro do IR anterior.

Para avaliar a associagcdo entre exposicao ao vetor e a manifestacéo clinica
da LVC, devido ao fato do estudo tratar-se de um acompanhamento e por existirem
mais de duas medidas repetidas do desfecho ao longo do tempo para cada animal,
foi necessario utilizar modelagem logistica multinivel com intercepto aleatério, pois
esta leva em consideracdo essas repeticdes deixando as analises mais confiaveis,
além de ser possivel avaliar cada individuo e ndo uma média populacional. O
desfecho de interesse foi a manifestacao clinica da LVC, medido em 7 ocasifes (aos
3,6,9, 12, 15, 18 e 24 meses apos a inclusao do cao no estudo). As co-variaveis de
interesse foram IR do ELISA rLIJM11+17, IR do ELISA Leishmania, carga parasitaria
do baco, presenca de anemia e trombocitopenia, e FA e ALT aumentadas, que
também foram medidas nos mesmos 7 tempos do desfecho. Avaliou-se
primeiramente se os dados faltantes exibiam distribuicdo aleatéria (MAR) usando-
se o teste CDM de Little. A hip6tese foi de que os dados faltantes apresentavam
distribuicdo completamente aleatéria. Posteriormente, o coeficiente de correlagéo
intraclasse (ICC) foi estimado para levar em consideracdo a dependéncia entre as
medidas repetidas de cada animal nas andlises estatisticas. O programa Stata 13 foi
utilizado para a realizacéo das analises descritas acima.

O programa Graphpad Prism 5 foi utilizado para realizar os testes estatisticos
descritos a seguir: i) o teste de Qui-Quadrado foi utilizado para verificar diferenca
entre a distribuicdo dos animais por area do estudo; ii) o teste de normalidade
D’Agostino & Pearson foi utilizado e a distribuicdo dos dados se mostrou em sua
maioria ndo paramétrica; iii) para detectar diferenca nos niveis de anticorpos anti-
saliva e anti-Leishmania entre susceptiveis e resistentes em cada tempo de infeccao
foi utilizado Teste T de Student quando os dados se apresentaram parameétricos e
Teste de Mann-Whitney quando estes se apresentaram ndo paramétricos. O teste
de Kruskal-Wallis e o pés-teste de Comparacdo Mdultipla de Dunn foram utilizados
para comparar diferencas nos niveis de anticorpos intragrupo entre os pontos de
infeccdo. Analise semelhante foi utilizada para identificar diferenca entre as

medianas dos niveis de anticorpos anti-saliva entre reexpostos e ndo reexpostos,
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com o teste de Mann-Whitney para testar diferencas entre os grupos e o teste de
Kruskal-Wallis mais pds teste de Comparacdo Mdultipla de Dunn para verificar
diferenca intragrupo em cada ponto de observagédo. Dentro da classificagdo de
reexpostos e ndo reexpostos, também foi utilizado o teste de Qui-Quadrado de
Tendéncia com intuito de checar se haveria diferenca na distribuicdo de animais
negativos, resistentes e susceptiveis entre os dois grupos.

O programa Epi InfoTM 7.0.1 (Center for Disease Control and Prevention-
CDC, EUA) foi utilizado para andalise de associacdo entre a susceptibilidade para
LVC e a reexposicdo as proteinas da saliva do vetor. Para essas analises foram
calculados os valores de risco relativo (RR).

O programa JMP 13 foi utilizado para a Analise Hierarquica de Clusters
(Método de Ward) dos marcadores imunoldgicos e inflamatorios e para a realizagéo
de andlise pareada entre a producédo desses marcadores nos tempos antes, durante
e apos infeccédo por L. infantum, utilizando o Teste de Wilcoxon.

Os resultados com valores de p<0.05 foram considerados como
estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESCRICAO DA POPULACAO DE CAES ESTUDADA

A populacao total de caes incluidos no estudo, a partir do Baseline, foi de 285
caes residentes em Jaua, Jacuipe e Machadinho, areas pertencentes ao Municipio
de Camacari-BA. A maioria dos animais era sem raca definida (SRD) (87%),
utilizados tanto para companhia quanto para guarda (62%), domiciliados (58%),
machos (52%) e com a mediana de idade de 3 anos. Quanto a distribuicdo por area,
a maior parte desses animais estava concentrada em Machadinho, com 42%
(119/285) da populacdo. Dos outros 58% dos caes avaliados, 30% (86/285) eram
residentes de Jacuipe e 28% (80/285) residentes de Jaua. As trés areas estudadas

foram comparaveis quanto as categorias descritas (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo da populacdo de cédes incluidos no estudo de coorte realizado em
Camacari-BA

Jaua Jacuipe Machadinho
(N=80) (N=86) (N=119) P
Categoria
n % n % n %
Sexo
Macho 39 49 49 57 60 50 0,52
Fémea 41 51 37 43 59 50
Raca*
Pura 10 12 16 19 10 9 0,1
SRD 70 88 70 81 108 91
Utilidade*
Companhia 30 38 8 9 30 26 <0,05
Guarda 10 12 14 16 17 14
Ambos 40 50 64 75 71 60
Manejo*
Domiciliado 26 32 60 70 78 66 0,6
Semi-domiciliado 54 68 24 28 39 33
Errante 0 0 2 2 1 1
Mediana de idade 3 anos 3 anos 3 anos

*Nao foi possivel resgatar informacéo de 1 cdo da localidade de Machadinho
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5.2. DINAMICA DE ACOMPANHAMENTO DOS CAES NO ESTUDO DE
COORTE

Dos 285 cées recrutados no inicio do estudo, 124 cées foram acompanhados
por 24 meses, tendo ocorrido uma perda de seguimento de 56% (161/285) ao final

do estudo (Figura 3).

Baseline
285 cées
avaliados
|
3 meses 33 cdes ndo avaliados | | 252 cdes
neste periodo avaliados
[ : ]
6 meses
33 cées retornaram + 212 caes 40 caes
e foram avaliados avaliados perdidos
I
9 meses : '
1 cdo nao avaliado neste | | 220 cées 24 cées
periodo avaliados perdidos
| : l
12 meses ~ N -
1 céo retornou e + 179 caes 41 cées
foi avaliado avaliados perdidos
I I 1
15 meses — , - -
6 cdes néo avaliados 151 cées 23 cées
neste periodo | avaliados perdidos
[ I ]
18 meses N -
6 caes retornaram + | 134 avaliados 17 caes
e foram avaliados perdidos
] I |
24 meses -
124 avaliados 16 cées
perdidos

Figura 3. Esquema de acompanhamento dos cé&es incluidos no estudo de coorte
acompanhados em cada periodo do estudo realizado em Camacari-BA e a perda de
seguimento.

A perda de seguimento de 56% ao final de 24 meses ocorreu principalmente
devido a morte ndo relacionada a LVC e mudanca de residéncia, perfazendo,
respectivamente, 34% (54/161) e 17% (30/161) das perdas.
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5.3. VALIDACAO DAS PROTEINAS RLJM11+17 COMO MARCADOR DE
EXPOSICAO AO VETOR

Para validar a utilizacdo das proteinas rLJM11+17 como um marcador de
exposicdo a saliva de flebotomineos, foi avaliada a reatividade de um painel de
soros testado com ELISA utilizando rLJM11+17 e ELISA com SGS. Nessa avaliagéo
foi observada uma forte correlagdo positiva (r=0,91; p<0,0001) entre os resultados
do ELISA utilizando-se SGS e os do ELISA utilizando-se rLIM11+17 (Figura 4A).
Adicionalmente, os valores de sensibilidade, especificade, VPP, VPN e razédo de
verossimilhanca foram, respectivamente, 81% (IC: 71-89), 92% (IC: 83 — 97), 92%
(IC: 83 — 97), 80% (IC:70-88) e 9.8, demonstrando que essas proteinas
recombinantes tiveram desempenho semelhante ao do SGS (Figura 4B).
Reforcando esses resultados, o indice de concordancia Kappa foi de 0.72
(p<0,0001), demonstrando uma boa concordancia entre os ELISA (LANDIS; KOCK,
1977).

Adicionalmente, os valores de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e razao
de verossimilnanca foram maiores ou proximos dos encontrados por Souza et al.
(2010), em um estudo anterior que validou a utlizacdo dessas proteinas
recombinantes LIM11+17 como marcadores de exposi¢cao ao vetor em substituicdo
ao SGS em soro de humanos. Desta forma, confirmamos que o ELISA com
rLJM11+17 pode ser usado para avaliacdo de exposicdo de caes a saliva de Lu.
longipalpis em substituicdo a utilizacdo de SGS como antigeno que inviabilizaria
ensaios soroldgicos em larga escala por sua obtencao ser laboriosa e por necessitar
da presenca constante e manutencdo de colonia de fleb6tomos mantidas em
insetario.

A utilizacdo destas proteinas recombinantes como biomarcadores de exposi¢cédo
pode ser Util para rastrear soros caninos de areas endémicas para leishmaniose
visceral, possibilitando assim a avaliagdo da eficacia de medidas de controle de
vetores, como a utilizacdo de coleiras impregnadas com repelentes, e também para
estimar o risco de transmisséo de L. infantum em cées. Além disso, poderia facilitar
também o reconhecmento de novas areas cuja presenca do vetor ainda néo foi

identificada, monitorando assim a possivel expanséo da transmisséo.
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Com base nesses resultados, foram utilizadas as proteinas rLIJM11+17 para
detectar e mensurar a exposi¢cdo dos animais avaliados neste presente estudo ao
vetor da LVC.

A B

84 r=0.91 Parédmetros Avaliados rLJM11+17
~ p<d.0001 Sensibilidade (IC 95%) 81% (71-89)
I 64 Especificidade (IC 95%) 92% (83-97)
._E_; VPP (IC 95%) 929% (83-97)
- 44 VPN (IC 95%) 80% (70-88)
.E Razdo de Verossimilhanga 98
w 2 Concordancia 86%
12 Kappa 0.72

0 : : : Valor de p <0.0001

0 2 4 6
IR Elisa SGS

Figura 4. Validag&o das proteinas rLJM11+17 como marcadores de exposi¢do ao fleb6tomo
utilizando um total de 157 animais da area endémica testados para deteccdo de anticorpos
anti-SGS e anti-rLJM11+17. (A) Correlacdo entre IR detectados em ELISA anti-SGS e
ELISA anti-LIM11+17. (B) Resultados de sensibilidade, especificidade, VPP (valor preditivo
positivo), VPN (valor preditivo negativo), razao de verosimilhanca e indice de concordancia
Kappa do ELISA utilizando rLIM11+17 quando comparado ao ELISA com SGS.

5.4. DINAMICA DE EXPOSICAO AO VETOR NOS CAES ACOMPANHADOS

Dos 124 céaes que foram acompanhados até o final que participaram de todos
os inquéritos dos acompanhamentos, foi possivel avaliar a exposicdo a saliva do
vetor em 111 animais e em 13 animais ndo foi possivel, pois ndo houve quantidade
de soro suficiente para utilizagdo no ELISA. Dentre esses 111 animais avaliados,
41% (46/111) ainda ndo haviam sido expostos ao vetor na primeira avaliacdo, e 59%
(65/111) ja haviam sido expostos. Quanto ao diagnéstico de infeccaopor L.
infantum, dentre os 46 que nao haviam sido expostos ao vetor a positividade para
infeccdo foi de 59% (27/46) e dentre 0s expostos ao vetor a positividade para
infeccéo foi de 49% (32/65) (Figura 5).
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Figura 5. Proporcdo de cdes expostos e ndo expostos ao vetor, com a frequéncia de
positivos e negativos para infecgcdo por L. infantum no inicio do estudo, levando em
consideracdo os animais que participaram de todos os acompanhamentos do estudo de
coorte realizado em Camacari-BA.

Durante o acompanhamento, ao analisarmos a incidéncia de exposi¢cao ao
vetor, levando em consideracdo os 46 animais que iniciaram 0 estudo como
negativos para esta exposicdo, percebemos que, apds 6 meses de
acompanhamento, a maioria dos animais, 78% (32/46), se tornaram expostos e, ao
final dos 24 meses de acompanhamento, 96% (44/46) ja haviam se tornado
expostos. Esses resultados demonstram a rapidez e a intensidade com que 0s
animais sdo picados pelos fleb6tomos nessa area endémica, demonstrando mais
uma vez a importancia do cdo para a manutengdo do ciclo da doenca (Figura 6A e
B). Quinnel et al. (2018) também relataram a rapidez com que caes sentinelas,
previamente ndo expostos, se tornaram expostos ao serem introduzidos em uma
area endémica, levando em média 65 dias para que a exposicdo natural ao

fleb6tomo ocorresse.
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Figura 6. Dinamica de exposicdo ao vetor em caes acompanhados por 2 anos no estudo de
coorte realizado em Camacari-BA. (A) Prevaléncia de exposicdo ao vetor nos animais
avaliados no inicio do estudo (Baseline). (B) Incidéncia cumulativa de exposicdo ao vetor
durante o acompanhamento de 24 meses dos caes negativos no Baseline.

5.5. AVALIAC;AO DA INCIDENCIA DE EXPOSIC;AO AO VETOR E DE
INFECQAO POR L. INFANTUM
Uma subcoorte foi estabelecida para avaliacdo da associacdo entre a
incidéncia de exposi¢do ao vetor e a incidéncia de infec¢cdo por L. infantum, assim
como o tempo entre essas (Figura 7). A subcoorte foi composta de 19 animais
selecionados dentre os 111 cédes avaliados quanto a exposi¢ao ao vetor. Esses 19

cées apresentavam resultados negativos para a exposi¢cao ao vetor e para infeccao
por Leishmania no baseline.

24
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Figura 7. Fluxograma justificando a sele¢éo dos animais que fizeram parte da sub coorte.
Foram selecionados os animais que comecaram o estudo ndo expostos ao vetor e negativos
para infecgéo por L. infantum. Foram excluidos os animais que comecgaram o estudo
expostos ao vetor e/ou positivos para infec¢do por L.infantum e/ou que néo foi possivel
realizar a analise de exposicdo em todos os acompanhamentos.

Como pode ser observado na Figura 8, o aumento da taxa de incidéncia de
infecgdo por L. infantum acompanhou o aumento da incidéncia de exposi¢cdo aos
fleb6tomos durante os 24 meses de acompanhamento. Depois de 24 meses, 95%
(18/19) dos caes haviam sido expostos ao vetor e destes, 83% (15/18) se
encontravam positivos para infeccdo por L. infantum. Estes dados corroboram ao
encontrado em um trabalho realizado por Quinnel et al. (2008), no qual animais nao
infectados e com alto nivel de exposicdo ao vetor tiveram mais chances de se
infectarem na avaliacdo subsequente. Adicionalmente, anticorpos anti-saliva foram
sugeridos por Vlkova et al. (2018) como marcadores de risco de transmisséo de L.
infantum em area endémica. A possivel justificativa para estes achados deve-se ao
fato de que quanto mais o animal é exposto ao vetor, maior € a chance do animal

ser picado por um fleb6tomo infectado e entdo ocorrer a infeccao.
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Figura 8. Dinamica de exposicdo ao vetor e de soropositividade para LVC em cées que
comegaram o estudo como ndo expostos e ndo infectados (N=19).

5.6. AVALIACAO DE ASSOCIACAO ENTRE EXPOSICAO AO VETOR E
MANIFESTACAO CLINICA DA LVC

Para a analise de associacdo entre a exposicdo ao vetor e a manifestacao
clinica da LVC, foi necessario selecionar outra subcoorte com apenas 0s animais
gque comecaram o estudo nao infectados por L. infantum, realizaram o ensaio de
ELISA com rLIJM11+17 e que tiveram numero de acompanhamento suficiente
(n=115) (Figura 9).

Os 115 animais foram avaliados quanto a exposicéo ao vetor e a positividade
para infeccdo por L. infantum a partir do 3° més apds a inclusdo no estudo.
Houveram dados faltantes no decorrer do acompanhamento dos caes, por isso foi
utilizada modelagem logistica multinivel que é flexivel e leva em consideracdo os
dados faltantes. A porcentagem de dados faltantes e a descricdo das co-variaveis

utilizadas na modelagem podem ser conferidas na Tabela 2.
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Baseline 285 caes
I
| I
52% (149/285) 48% (136/285)
Diagnéstico de Diagnostico de
Infecgdo + Infecgéo -

21 animais excluidos

42% (48/115)
Nao Expostos ao Vetor

58% (67/115)
Expostos ao Vetor

Figura 9. Esquema com as propor¢des de animais expostos e ndo expostos a saliva do
vetor pertencentes a subcoorte de animais que comecaram o0 estudo nao infectados por
Leishmania infantum e que foram realizados os ensaios de ELISA com rLIM11+17.

Na modelagem foi observada associacdo entre exposicdo ao vetor e
manifestacao clinica da LVC, na qual, prevé-se que, condicional ao efeito aleatério,
animais mais expostos tém 74% (p=0,04) a mais de chance de apresentarem sinais
clinicos da LVC ao longo do tempo do que os ndo expostos. Além disso, também
houve associacdo entre os niveis de anticorpos anti-Leishmania e a manifestacao
clinica da LVC, na qual animais com maior producdo de anticorpos anti-Leishmania
tém 244% a mais de chance de apresentarm os sinais clinicos. Foram testadas
também outras variaveis, como carga parasitaria (baco), presenca de anemia,
presenca de trombocitopenia, FA aumentada e ALT aumentada, porém nenhuma
delas influenciaram no desfecho (Tabela 3). O coeficiente de correlagéo intraclasse
(ICC) estimado para estes dados foi de 0,57, o qual pode ser considerado
moderado, implicando que a dependéncia entre as medidas repetidas foi levada em
consideracdo nas analises estatisticas. Adicionalmente, os dados faltantes para o

desfecho foram completamente aleatoérios (p=0,55).
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Tabela 2. Resultado da analise de regressao logistica multinivel empregada nos animais
pertencentes ao estudo de coorte realizado em Camacari-BA que comecaram como
negativos para infecc¢ao por L. infantum.

Manifestagao Clinica da LVC Caes (n) OR IC P

Anticorpos anti-saliva 114 1,74 1,03 -2,93 0,04
Anticorpos anti-Leishmania 115 2,44 1,37 -4,32 0,02
Carga Parasitaria - Bago 114 1,00 0,99 - 1,00 0,68
Anemia 100 1,19 0,31-4,49 0,80
Trombocitopenia 98 1,14 0,31-4,16 0,84
FA aumentada 74 0,25 0,002-21,92 0,54
ALT aumentada 100 2,97 0,26-34,5 0,38

Estes dados corroboram os achados no estudo de corte transversal realizado
por nosso grupo, no qual foi notado o aumento da frequéncia de cdes expostos ao
vetor conforme a gravidade da doenca (SOLCA et al., 2016) e com os resultados
encontrados por De Moura et al. (2007), no qual os anticorpos contra o0 sonicado da
glandula salivar de Lutzomyia intermedia foi apontado como um marcador de
manifestacdo clinica da leishmaniose cutanea. Em contrapartida, também ja foi
evidenciado que animais assintomaticos possuiam maiores niveis de anticorpos anti-
saliva quando comparados com animais sintomaticos, controle negativo de area
endémica e controle de negativo de area ndo endémica (BATISTA et al, 2016).
Porém, como este tratou-se de um estudo de corte transversal, talvez essa
discordancia no resultado encontrado deva-se ao fato da producdo de anticorpos
anti-saliva ndo ser continua, pois ocorre diminuicdo de anticorpos circulantes na
corrente sanguinea com o passar do tempo caso 0 animal seja exposto novamente
(HOSTOMSKA et al., 2008) e por se tratar de um estudo pontual, a classificacdo dos
animais como sintomaticos ou assintomaticos foi baseada apenas no momento da
coleta do soro, ndo levando em consideragcdo que talvez a classificagdo desses

animais pudesse mudar no decorrer do tempo.
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5.7. AVALIACAO DA CORRELACAO ENTRE A EXPOSICAO AO VETOR NO
DECORRER DO TEMPO DE ACOMPANHAMENTO E A SUSCEPTIBILIDADE E
RESISTENCIA DO CAO A LVC

Os animais que foram passiveis de classificacdo como susceptiveis ou
resistentes (n=57), dentre os cdes que comegaram 0 acompanhamento com
diagnostico de infecgdo por L. infantum negativo para, compuseram a subcoorte de
animais utilizada para a analise da comparacdo entre os niveis de anticorpos anti-

saliva do vetor e anti-Leishmania por tempo de infeccéo (Figura 10).

Baseline 285 caes

52% (149/285) 48% (136/285)
Diagnéstico de Diagnéstico de Infecgao|
Infecgao + -

_______________________________________ B

[ l
Acompanhamento
45% (61/136) 55% (75/136)

Diagnostico de Infecgdo - Diagndstico de Infecgdo +

39% (29/75)
Resistentes

37% (28/75)
Susceptiveis

24% (18/75)
Indeterminado

Figura 10. Esquema das propor¢cdes de animais infectados por L. Infantum por perfil de
susceptibilidade e resisténcia para LVC ao longo do acompanhamento da subcoorte dos
animais pertencentes ao estudo de coorte realizado em Camagcari-BA.
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Na figura 11A observamos que, embora ndo houvesse diferenca estatistica
(p>0,5), animais susceptiveis apresentaram, numericamente, maiores niveis de
anticorpos anti-rLJM 11 e 17 e anti-Leishmania durante todo o acompanhamento
quando comparados com resistentes. Apdés 1 ano de acompanhamento, animais
susceptiveis produziram mais anticorpos anti-Leishmania do que o0s animais
resistentes (p<0,05) (Figura 11A e B). O pico de producéo de anticorpos anti-saliva
ocorreu no momento da infeccdo tanto para animais susceptiveis quanto para
resistentes, apesar destes dados também ndo terem apresentado diferenca
estatistica (Figura 11A). Os dados sugerem que animais susceptiveis foram mais
picados por fleb6tomos, ou que talvez, pelo fato da susceptibilidade estar
relacionada com predominéncia da resposta humoral anti-Leishmania, esses
animais estavam mais sensiveis a produzir resposta humoral anti-saliva também
(KOSTALOVA et al., 2015; CARRILLO; MORENO et al., 2009). Uma associagao
positiva entre a producdo de anticorpos anti-saliva de Phlebotomus perniciosus e
infecgao ativa por L. infantum foi encontrada em um estudo realizado por Kostalova
et al. (2015), e por Quinnel et al. (2018), foi encontrada correlacdo positiva
significativa entre a producdo de anticorpos anti-Leishmania e anti-saliva de L.
longipalpis. A alta titulacdo de anticorpos anti-Leishmania jA vem sendo apontada
por alguns autores como estando relacionada a susceptibilidade a doenca
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; REIS et al., 2010).
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Figura 11. Detecgéo dos niveis deanticorpos anti-rLJM 11 e 17 e anti-Leishmania em cées
classificados como resistentes e susceptiveis ao longo do acompanhamento de acordo com
o tempo de infeccdo em cées que comecaram o estudo como ndo infectados (n=57).
Tempos de infecgdo: -6 (6 meses antes da infec¢do), Infeccdo (momento que foi detectado a
primeira infec¢éo), 6 (6 meses pos-infec¢do) e 12 (12 meses pos-infec¢do). Foram utilizados
os testes de Kruskall-Wallis e o p6s teste de Comparagédo Mdltipla de Dunn para comparar
os valores entre os periodos de infeccdo. Para a comparacao de cada ponto de infeccdo
entre susceptiveis e resistentes foi utilizado o Teste T de Student quando a distribuicao foi
paramétrica, e o Teste de Mann-Whitney quando a distribuicdo foi ndo paramétrica.

5.8.AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTE REEXPOSICAO AO VETOR E
SUSCEPTIBILIDADE A LVC

Levando em consideracdo os resultados do topico anterior, foi avaliada a
frequéncia de reexposicdo destes animais a picada do vetor e se esta estaria
impactando no perfil de susceptibilidade e resisténcia dos animais.

Dentre os 285 animais que fizeram parte do baseline, 38 animais ndo foram
passiveis de serem classificados, portanto foram incluidos apenas 247 animais para
esta analise (Figura 12). Dos 247 animais, 55% (137/247) foram reexpostos em
algum momento a picada de flebotomineos e 45% (110/247) deles nao foram
reexpostos ao vetor. A maioria desses animais foi reexposta nos periodos de 6, 12 e
24 meses de acompanhamento (Figura 13A).

Ao comparar a frequéncia de animais negativos, resistentes e susceptiveis

entre reexpostos e nao reexpostos, pode se perceber que a frequéncia de animais
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susceptiveis foi maior no grupo de reexpostos (p<0,05) enquanto que a frequéncia
de animais negativos foi maior no grupo de néo reexpostos (p<0,05) (Figura 13B).

Uma hip6tese que pode estar relacionada a maior frequéncia de animais
susceptiveis no grupo de animais reexpostos é que multiplas exposi¢cdes ao vetor
pode aumentar a chance do animal ser reinfectado, o que estaria levando o animal a
susceptibilidade. Porém, esta é uma hipétese dificil de ser verificada, tendo em vista
que as formas de prova-la seria medindo a carga parasitaria de L. infantum e/ou os
niveis de anticorpos anti-Leishmania nos momentos pré e pos reexposicdo para
verificar se houve aumento, sendo que ambas as situacdes poderiam ocorrer
mesmo sem reinfeccao, ja que trata-se de um parasito que pode estar em constante
replicacéo.

Uma segunda hipétese €é que o0 mecanismo que desencadeia a
susceptibilidade pode estar relacionado ao silenciamento, causado pela Leishmania,
de varios genes envolvidos na resposta imune efetiva que foram ativados por
multiplas pré exposi¢des ao fleb6tomo, o que resulta no descontrole da infec¢éo e o
animal apresenta doenca mais grave (WEINKOPFF et al., 2014).

285 caes

38 animais ndo
classificados |
excluidos

247 animais

Figura 12. Esquema demonstrando o critério de selecdo dos 247 animais que foram
selecionados para analise de reexposi¢cdo ao vetor e perfil de susceptibilidade a LVC ao
longo do acompanhamento dos animais pertencentes ao estudo de coorte realizado em
Camagari-BA.
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Figura 13. Exposi¢do ao vetor emcaes susceptiveis e resistentes (n=247). (A) Comparacao
da mediana dos IR do ELISA para rLJIM11+17 entre animais reexpostos e nao reexpostos,
Teste Mann-Whitney. (B) Frequéncia de animais negativos, resistentes e susceptiveis entre
reexpostos e ndo reexpostos, Teste de Qui-Quadrado de Tendéncia. Os valores foram
considerados significativos quando p < 0,05.

5.9. AVALIACAO DA ASSOCIACAO ENTRE REEXPOSICAO AO VETOR COM
SUSCEPTIBILIDADE A LVC
Para o célculo do risco relativo referente a susceptibilidade para LVC, foram
avaliados 247 caes, todos os acompanhados em que foi possivel a classificacéo
quanto ao perfil de susceptibilidade a LVC. Foi observada associagéo positiva entre

a reexposicao a saliva do vetor e susceptibilidade para o desenvolvimento da LVC.
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Os animais reexpostos ao vetor tiveram 2 vezes mais risco (Cl: 1,6 — 3,5 p<0,001)
de serem susceptiveis a LVC (Tabela 3). Esta associacdo pode ser consequéncia
das mdltiplas exposi¢cbes ao fleb6tomo aumentarem as chances dos animais serem
reinfectados e talvez mais reinfecgbes os tornem mais predispostos a se tornarem
susceptiveis a doenca. Porém, esta € uma hipotese dificil de ser checada, tendo em
vista que as formas de se estimar reinfec¢cdo seriam o aumento da carga parasitaria
entre 0os tempos pré-reexposicdo e pds reexposicao e/ou o aumento nos niveis de
anticorpos anti-Leishmania entre estes periodos, ou seja, situacdes que também
podem acontecer mesmo que nao haja reinfec¢éo, ja que o protozoario replica-se no
hospedeiro. Logo, ndo conseguimos avaliar os animais quanto a ocorréncia de

reinfeccoes.

Tabela 3. Associagéo entre exposicéo ao vetor e susceptibilidade a LVC

_ . . Susceptibilidade a LVC
Reexposicéo a

Saliva Frequéncia RR*
TOTAL
(rLIM11+17) Sim NET (%) (IC** 95%)
Sim 67 70 137 49% 2,3
(Cl:1,6 - 3,5)
Nao 23 87 110 21%

*risco relativo, **intervalo de confianga, p<0.001.

5.10. CARACTERIZACAO DO PERFIL IMUNOLOGICO DOS ANIMAIS
SUSCEPTIVEIS E RESISTENTES A LVC
Para essas analises, foram selecionados 17 animais dentre os 285 que
participaram do estudo. O critério de selecao foi o cdo possuir 0s pontos antes da
infecgéo (-6), infeccao (I) e 6 meses apos a infecgéo (+6) e ser classificavel quanto
ao perfil de susceptibilidade e resisténcia. Dentre os 17 animais, 9 foram
classificados 9 como resistentes e 8 como susceptiveis a LVC apbés o
acompanhamento.
A avaliacdo do exploratoria do perfil imunolégico dos animais em relagéo a
susceptibilidade e resisténcia mostrou que, nos animais resistentes, houve diferenca

nas concentracbes dos mediadores avaliados entre o0s periodos do
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acompanhamento (-6, | e +6). Por outro lado, nos susceptiveis ndo foi notada
diferenca na producdo dos mediadores entre estes periodos, com excecdo de
CXCL1 (Figura 14), o que talvez pode estar relacionado com uma anergia do
sistema imune neste grupo de animais.

Os mediadores que aparentaram padrdes diferentes no heatmap (Figura 14)
entre os periodos avaliados foram entdo analisados estatisticamente e exibidos em
forma de gréaficos de caixa de bigode (Figuras 15, 16 e 17A). Nos resistentes, houve
redugdo nas concentracoes de GM-CSF, IL-15, IL-6 e TNF-a 6 meses apos a
infeccdo quando comparado com o periodo de 6 meses antes da infeccéo (p < 0,05)
(Figura 15). Ja IL-18 e CCL2 demostraram essa reduc&o nos hiveis entre o periodo
de 6 meses antes da infeccdo e durante a infecgdo, enquanto PGE2 e LTB4
demonstraram aumento nos niveis entre este mesmo periodo avaliado (p < 0,05)
(Figura 16).

Estes resultados corroboram os achados da literatura, no qual ja foi
evidenciado que animais infectados apresentaram menores niveis de GM-CSF
guando comparados aos animais nao infectados (ABBEHUSEN et al., 2017) e que a
manifestacdo clinica da leishmaniose visceral possui correlacdo fortemente positiva
com os niveis de IL-6, TNF-q, IL-27 e IL-10 (DOS SANTOS et al., 2016). GM-CSF,
IL-6 e TNF-a séo citocinas pro-inflamatorias e suas redugdes no periodo de 6 meses
apos a infeccdo é compativel com o relatado na literatura, jA& que inflamacédo
sistémica e persistente ja foi relatada ser uma das causas de dano tecidual e
conseguentemente apresentacao dos sinais clinicos da doenca (COSTA et al., 2010;
2013; DOS SANTOS et al., 2016), além de que ja foi demonstrado que individuos
assintomaticos ndo apresentam niveis aumentados destes mediadores na infeccéo
(DOS SANTOS et al., 2016).

Confirmamos também os resultados obtidos no estudo de corte transversal
realizado por nosso grupo quanto as expressoes de CCL2, LTB4 e PGE2, no qual foi
demonstrado que quanto maior era a gravidade da doenca no cdo, maiores eram 0s
niveis de CCL2 e menores eram os niveis de LTB4 e PGE2 (Solca et al., 2016).
Altos niveis de CCL2 estéo relacionados a inducdo da resposta imune humoral e
persisténcia parasitaria no baco, fatores envolvidos na susceptibilidade (ROUSSEAU
et al., 2001). O balanco entre a producdo de LTB4 e PGE2 é crucial para controlar
tanto a infeccdo quanto a inflamacdo e determinar susceptibilidade ou resisténcia,

tendo em vista que PGE2 favorece a sobrevivéncia parasitaria no interior de
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macrofagos por promover um ambiente de imunossupressdao (ARAUJO-SANTOS et
al., 2014; SAHA et al., 2014; BHATTACHARJEE et al., 2016), enquanto que LTB4
age em contraposicdo ativando macréfagos de forma a estimular a destruicdo
parasitaria (CHAVES et al., 2014; TAVARES et al., 2014; SEREZANI et al., 2005).
Neste presente trabalho observamos que apesar de ambos mediadores estarem
mais expressos no momento da infeccdo, LTB4 demonstrou-se mais expresso que
PGE2, favorecendo entdo a resisténcia.

CXCL1 foi o unico mediador que demonstrou diferenca na expressao entre 0s
periodos do acompanhamento tanto no grupo de resistentes quanto dos
susceptiveis (Figura 17A). Nos resistentes houve reducdo dos niveis no periodo de
infeccdo, enquanto nos susceptiveis houve aumento nos niveis no periodo de 6
meses apos a infec¢do. Resultado que também concorda com os achados do corte
transversal, no qual foi demonstrado que animais apresentacdo clinica mais grave
apresentaram maiores niveis de CXCL1 (SOLCA et al., 2016). Em outro estudo
também foi demonstrada essa relagcdo entre altos niveis de CXCL1 e manifestacao
clinica da LVC, bem como baixos niveis desta quimiocinas relacionado a auséncia
de manifestacéo clinica nos cées. Sugere-se que 0s baixos niveis encontrados nos
animais sem manifestacao clinica seja decorrente das baixas cargas parasitarias, o
gue acaba por estimular resposta imune mais branda (ABBEHUSEN et al., 2017).
Por outro lado, nos animais susceptiveis 0 aumento de CXCL1 pode ser decorrente
da tentativa de conter o controle parasitario, sem sucesso, estimulando assim
continuamente a producdo de neutrofilos imaturos, por ndo haver tempo habil de
matura-los, que por sua vez ndo serao aptos a matar o parasito, resultando em mais
células infectadas. Além disso, ja é relatado na literatura que Leishmania spp. utiliza-
se de neutrdfilos para conseguir infectar silenciosamente nos macrofagos, este
mecanismo sendo bastante conhecido como “cavalo de Troia” (VAN ZANDBERGEN
et al., 2004).
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Quando comparamos se haveria diferenca entre os niveis dos mediadores
entre resistentes e susceptiveis em cada ponto do acompanhamento, apenas IL-10
demonstrou diferenca e esta diferenca ocorreu apenas no momento da infeccéo
(Figura 17B). Em modelo murino experimental ja foi demonstrado que altos niveis de
IL-10 na fase inicial da infeccdo esta relacionada a maior susceptibilidade a LV
(MESQUITA et al., 2018), assim como ja foi identificado que altos niveis séricos
desta citocina estéd associado a LV sintomatica, enquanto que baixas concentracdes
esta associado a LV assintomatica em humanos (SABAT et al., 2010). IL-10 protege
o tecido contra dano tecidual causado por inflamacdo aguda, porém quando
expressa em altos niveis acaba por comprometer o controle parasitario (CALDAS et
al., 2005).

Resistente Susceptivel
-6 I +e6 -6 I +6
GM-CSF GM-CSF
IFN-y IL-7
IL-15 IL-6
IL-6 TNFa
IL-7 IL-18
IL-18 IFN-y
IL-2 ]_ IL-2
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Figura 14. Agrupamento dos perfis imunoldgicos presentes no soro de caes acompanhados
da area endémica de Camacari-BA com relacéo a resisténcia ou susceptibilidade a LVC nos
periodos de 6 meses antes da infeccao (-6), infeccdo () e 6 meses apés a infeccao (+6)
(n=17). Foi utilizada Analise Hierarquica de Clusters (Método de Ward).
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Figura 15. Gréfico de caixa de bigode mostrando os niveis dos mediadores que
aparentaram ter diferenca entre os periodos de 6 meses antes da infeccao (-6) e 6 apls a
infeccdo (+6) no heatmap, estratificados por resistentes e susceptiveis (n=17). Foi realizado
o teste de Wilcoxon Pareado para a comparagao intragrupo. *(p < 0,05).
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Figura 16. Gréfico de caixa de bigode mostrando os niveis dos mediadores que
aparentaram ter diferenca entre os periodos de 6 meses antes da infecgéo (-6) e infeccao (1)
no heatmap, estratificados por resistentes e susceptiveis (n=17). Foi realizado o teste de
Wilcoxon Pareado para a comparagao intragrupo. *(p < 0,05).
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Figura 17. Grafico de caixa de bigode mostrando os niveis dos mediadores que
aparentaram ter diferenca no heatmap (A) entre os periodos de 6 meses antes da infeccdo
(-6) e infeccao (I) nos resistentes e entre os periodos de 6 meses antes da infeccdo e 6
meses apos a infecgdo nos susceptiveis (B) entre resistentes e susceptiveis no momento da
infeccdo. Foi realizado o teste de Wilcoxon Pareado para a comparacao intragrupo (A) e o
teste de Mann-Whitney para a comparacéo intergrupo (B). *(p < 0,05).
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6. CONCLUSAO

A presenca de anticorpos anti-rLJM11+17 além de ser um biomarcador de
exposi¢cdo ao vetor em area endémicas, também demonstrou estar associado a
susceptibilidade a LVC. Adicionalmente, a quantificacdo de mediadores LBT4, PGE2
e IL-10 também podem ser Uteis para predicdo de perfil de susceptibilidade e

resisténcia.
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Escola de Medicina Veterinaria-MEV Fundaczo Oswaldo Cuz
» Laboratério de Monitoramento de Doencas pelo SIG Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
Laboratdrio de Patologia e Biointervencao

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto:  Prevencdo de risco da disseminacao da Leishmaniose Visceral
utilizando mapeamento por georreferenciamento da Leishmaniose
Visceral Canina em Salvador e em municipios do litoral norte do
estado da Bahia

Nome do Participante:

No. Identificacao do cao: No. da casa:

Introducao: As informacdes que se seguem descrevem o estudo que estamos desenvolvendo
e seu papel como participante. O entrevistador respondera a quaisquer perguntas que vocé
tiver sobre este questionario ou sobre o estudo. Por favor, ouga com atencéo e nao hesite em
fazer qualquer pergunta sobre a informagao que esta fornecendo.

Objetivo do Estudo de Pesquisas: Estamos realizando um estudo de pesquisa sobre a
Leishmaniose Visceral (Calazar), pela Fundacdo Oswaldo Cruz em parceria com a
Universidade Federal da Bahia e com a Secretaria de Satde do seu municipio. A leishmaniose
é um grande problema de saude publica na Bahia e no Brasil. As pessoas podem pegar
leishmaniose nas préprias casas ao serem picadas pelo “mosquito asa dura” (ou “pélvora”).
Esta doenca pode demorar de duas semanas até um ano para aparecer, podendo ou nao
causar febre, dor abdominal, perda de peso, diarréia e fraqueza. Os caes também podem
pegar esta doenca, freqlientemente sem demonstrar nenhum sinal, e funcionar como
reservatdrios para o mosquito se infectar. O propdsito deste estudo € avaliar quanto os caes
estao funcionando como reservatorios e sua importancia na transmissao.

A informacao que vocé podera fornecer ird auxiliar no desenvolvimento de novas intervencoes
contra essa doenca, tais como kits diagnésticos e medidas de controle da infeccdo para
diminuir o papel dos caes como reservatorios.

Procedimentos: Se vocé, voluntariamente, decidir que o seu cao pode participar deste estudo,
apos ter lido este formuldrio de consentimento, os veterindrios irdo lhe fazer algumas
perguntas a respeito da saude dele. Seu cao sera examinado buscando-se sinais da doenga e
serdo coletados até 10 mililitros (2 colheres de sopa) de sangue por pungédo da veia no
pescogo ou na pata. Sera coletada uma amostra do tecido do bago por pungéo.

A andlise laboratorial das amostras indicara se seu cao foi infectado pela Leishmania. Por
tratar-se de uma zoonose de notificacdo obrigatéria o resultado serd encaminhado para o
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ). Caso seu animal teste positivo, o pessoal do CCZ
entrarq em contato com vocé. Os procedimentos estabelecidos pelo Ministério da Saude e
realizados por estes 6rgdos compreendem a eutandsia dos animais sorologicamente positivos.
Pode ser que o seu animal volte a ser visitado dentro de alguns meses para uma nova
avaliacdo.

Riscos potenciais para o seu cdo: A coleta de sangue pode provocar um pouco de dor,
inchaco e um pouco de sangramento no local da coleta. Se vocé observar sangramento no
local da coleta, pressione o local por dois minutos e depois olhe se parou. Esses sinais sao
normais e logo vao desaparecer. Mais raramente, uma infec¢ao pode aparecer no local onde o
sangue foi coletado, provocando muita dor, deixando o local quente e fazendo o animal
mancar. Em caso de infecgéo entre em contato conosco ou contate um veterinario.
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A puncao sera executada com a ajuda do aparelho de ultrassom, desta forma os riscos para o
seu animal sdo minimos. Durante a puncdo em caso de ruptura de alguns vasos, podem
acontecer sangramentos internos, deixando o abdémen do céo dolorido e o animal deprimido.
Estes sinais podem aparecer até alguns dias ap6s a coleta, no entanto o risco de aparecimento
é raro e sera reduzido ao minimo, porque os veterinarios sdo experientes e foram treinados
para realizar as coletas das amostras.

A guem contatar: Caso vocé tenha alguma pergunta no que se refere ao seu cao ou se
ocorrerem qualquer um dos sinais descritos acima, por favor, entre em contato com nossa
equipe na FIOCRUZ, pelos telefones: (71) 31762269, 31762322 ou 31762263 e procure pelos
médicos veterinarios Deborah Fraga, Manuela Solca, Marcelo Bordoni ou Samira Merelles, ou
com a médica veterinaria Marta Mariana Nascimento pelo telefone: (71) 3283-6745. Se vocé
ligar, vamos avaliar e determinar o procedimento que precisa ser tomado com seu animal.

Participacédo voluntaria: A participacdo de seu cado neste estudo de pesquisas depende de
seu consentimento. Vocé pode recusar a participagao de seu cdo em qualquer momento do
estudo de pesquisa. Vocé pode nao permitir que colham material do seu animal, se esta for
sua opgao. Sua recusa em participar no estudo de pesquisa ou em parte do mesmo, nao
afetara sua relagdo com a FIOCRUZ. Uma cépia deste formulario sera dada para vocé. Vocé
nao sera responsavel por nenhuma despesa associada a este estudo.

Consentimento:
Eu ouvi e entendi este formuldrio de consentimento. Minhas duvidas foram
respondidas. Eu, voluntariamente, consinto gue o meu cdo participe deste estudo.

Assinatura do dono do cédo Data

Impressao Digital do dono do céo

Assinatura do Investigador Data
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Anexo D — Parametros para atribuicédo de escore clinico aos animais

Pontuacao
Sinais Clinicos

0 1 2
1. Estado Nutricional Normal Magro Caquético
2. Coloracéo da mucosa Normal Anémica
3. Dermatite periocular Ausente Ao redor de um olho Nos dois olhos
4. Crosta em ponta de orelha Ausente Preseg::lﬁ;n uma Nas duas orelhas
5. Ulcera na orelha Ausente Presente em uma Nas duas orelhas

orelha
o D_esp|gm|mentagao no Ausente Em menos de 1/3 Em mais de 1/3
focinho
7. Hiperqueratose no focinho Ausente Em menos de 1/3 Em mais de 1/3
8. Les&o no focinho Ausente Crosta Ulcera
9. Volume do bago Né,o Palpéavel
' Palpavel
10. Onicogrifose Ausente Discreto aumento Aumen_to
expressivo

11. Alopecia Ausente Focal Em mais de 1/3
12. Dermatite seborreica Ausente Focal Em mais de 1/3
13. Linfadenopatia Ausente Um aumentado Dois ou mais




