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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: A Leishmania infantum é transmitida pela picada do Lutzomyia 
longipalpis. A saliva do vetor é inoculada no momento da picada, tendo papel 
importante na transmissão do parasito devido a presença de proteínas com 
propriedades farmacológicas que favorecem a infecção. Ainda não existem dados 
correlacionando a presença e/ou títulos de anticorpos anti-rLJM11+17 da saliva do 
vetor e resistência ou susceptibilidade de cães a leishmaniose visceral. OBJETIVO: 
Avaliar os títulos de anticorpos anti-rLJM11+17 e correlacioná-los a susceptibilidade 
ou resistência a leishmaniose visceral em cães. METODOLOGIA: Cães de uma área 
endêmica para LV foram submetidos a avaliações clínicas e laboratoriais (deteção 
de anticorpos anti-Leishmania por DPP e ELISA, detecção do DNA de Leishmania 
por PCR em sangue, pele e/ou baço e cultura de aspirado esplênico) a cada 3 ou 6 
meses em um período de dois anos. Em cada avaliação, na dependência do 
número/intensidade das manifestações clínicas, foi atribuído um escore clínico para 
cada animal e subsequentemente foram classificados como resistentes ou 
susceptíveis à doença. Amostras de soro dos animais foram avaliadas quanto aos 
níveis de anticorpos anti-rLJM11+17 da saliva do vetor e a antígenos solúveis da 
Leishmania, por ELISA. Animais que apresentaram índices reativos de anticorpos 
anti-rLJM11+17 maiores ou igual a duas vezes maiores em mensurações 
subsequentes foram considerados como animais reexpostos ao vetor. Além disso, 
foi feita caracterização do perfil imunológico dos animais nos momentos antes, 
durante e após a infecção utilizando as técnicas de ELISA e Luminex. 
RESULTADOS: Um total de 285 animais foram incluídos no estudo, sendo que 111 
destes finalizaram todos os inquéritos de acompanhamento. Dentre os 111, 46 
animais apresentavam resultado negativo para exposição a saliva e 19 também 
apresentavam-se negativos para infecção por L. infantum no início do estudo. Foram 
necessários apenas 6 meses para que a maioria (70%), dos 46 animais que 
começaram o estudo como não expostos se tornassem expostos ao vetor. O 
aumento da incidência de exposição ao longo do acompanhamento foi seguido pelo 
aumento da incidência de infecção. Dentre os 285 cães avaliados, a maioria dos 
animais (55%) foi reexposta ao vetor em algum momento. Animais susceptíveis 
apresentaram maiores níveis de anticorpos anti-saliva quanto comparados aos 
animais resistentes e os animais reexpostos tiveram 2 vezes mais risco de serem 
susceptíveis à LVC. Houve diferença na expressão de alguns mediadores entre 
animais resistentes e susceptíveis. CXCL1 estava menos expresso no momento da 
infecção nos resistentes e mais expresso 6 meses após a infecção nos susceptíveis. 
No momento da infecção, os níveis de IL-10 foram maiores nos susceptíveis.  Nos 
resistentes, LTB4 e PGE2 mostraram-se com níveis elevados no momento da 
infecção, quando comparados com o período antes da infecção. CONCLUSÃO: A 
presença de anticorpos  anti-rLJM11+17 além de ser um biomarcador de exposição 
ao vetor, também demonstrou estar associado à susceptibilidade à LVC. 
Adicionalmente, a quantificação de mediadores LBT4, PGE2 e IL-10 também podem 
ser úteis para predição de perfil de susceptibilidade e resistência. 
 
Palavras-chave: Coorte, Flebotomíneo, Leishmania, Saliva  
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Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz, Salvador, 2019. 
 

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 LJM11 and LJM17 
(rLJM11+17) salivary proteins with resistance or susceptibility in canine visceral 
leishmaniasis (CVL) remains unknown. OBJETIVE: We aimed to evaluate anti-
rLJM11+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 rLJM11+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  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) pode ser uma zoonose ou 

antropozoonose causada pelo protozoário Leishmania infantum (KUHLS et al., 

2011), protozoário que é transmitido pela picada do inseto vetor Lutzomyia 

longipalpis (BRASIL, 2017a; OMS, 2013). A LV representa um grave problema de 

saúde pública e é uma doença que quando negligenciada pode ser fatal 

(CAMARGO; LANGONI; 2006). Mais de 25.000 novos casos da doença foram 

relatados no ano de 2015, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), sendo 

aproximadamente 45% destes no Novo Mundo.  

 A Leishmaniose visceral canina (LVC) é a forma da doença que atinge os 

cães. O cão é o principal reservatório urbano da L. infantum e a presença de um cão 

infectado na área endêmica pode estar associada à ocorrência de LV em humanos 

(CUNHA et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2001; LOPES et al., 2016). Porém, uma 

questão que permanece controversa é o impacto de cães sem manifestação clínica 

no ciclo de transmissão da doença e sua influência para a saúde pública (TRAVI et 

al., 2001; COSTA-VAL et al., 2007; VERÇOSA et al., 2008; LAURENTI et al., 2013; 

COURTNAY et al., 2014; MAGALHÃES-JUNIOR et al., 2016; BORJA et al., 2016).  

Animais infectados por L. infantum sem manifestação clínica apresentam um 

padrão predominante de resposta imune celular, demonstrando maior resistência à 

Leishmania, podendo ocorrer o controle da carga parasitária presente (CHAMIZO et 

al., 2005; MANNA et al., 2006). Este controle da infecção pode diminuir as chances 

destes cães se tornarem fonte de infecção para o inseto vetor, tendo em vista que a 

literatura sugere que a carga parasitária presente na pele está diretamente 

associada com maior capacidade de transmissão (VERÇOSA et al., 2008; ASLAN et 

al., 2016; BORJA et al., 2016). Além disso, a maioria dos estudos que avaliaram 

cães com e sem sinais clínicos quanto a capacidade de transmissão encontraram 

que nos animais sem sinais clínicos a taxa de transmissão foi menor ou inexistente 

(TRAVI et al., 2001; COSTA-VAL et al., 2007; VERÇOSA et al., 2008; COURTNAY 

et al., 2014; MAGALHÃES-JUNIOR et al., 2016).  

A transmissão ocorre quando o vetor flebotomíneo alimenta-se de um 

hospedeiro vertebrado infectado e posteriormente realiza o repasto sanguíneo em 

outro hospedeiro vertebrado (KILLICK-KENDRIC, 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 

2009). Ao allimentar-se, o vetor infectado não apenas inocula as formas 
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promastigotas metacíclias da Leishmania, como também inocula sua saliva. As 

proteínas da saliva favorecem o estabelecimento da infecção pelo parasito 

(ABDELADHIM et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014) por possuírem propriedades 

anticoagulantes, antiplaquetárias e anti-inflamatórias (CAVALCANTE et al., 2003; 

ABDELADHIM et al., 2014; FERREIRA et al., 2016).  

O papel da saliva no estabelecimento da infecção por Leishmania vem 

chamando a atenção de vários grupos de pesquisa desde o início 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-estimulação de animais com 

proteínas da saliva do vetor anteriormente à sua co-inoculação com Leishmania 

apontaram para neutralização dessas proteínas por anticorpos anti-saliva, e 

ocorrência de estímulo da resposta Th1 e reação de hipersensibilidade tardia em 

camundongos e ratos, resultando em uma diminuição da carga parasitária e do 

diâmetro da lesão na orelha desses animais quando comparados aos indivíduos 

controles, o que poderia sugerir proteção contra a infecção (KAMHAWI et al., 2000; 

GOMES et al., 2012a). Por outro lado, estudos mais recentes têm demonstrado que 

a resposta imune anti-saliva pode estar associada a maior gravidade da LVC  cães 

de área endêmica (SOLCÀ et al., 2016), com infecção ativa por L. infantum 

(KOSTALOVA et. al, 2015) e com maior risco de transmissão do parasito (; VLKOVA 

et al., 2018).  

Porém, nenhum desses estudos avaliou a resposta imune contra proteínas 

recombinantes da saliva de Lutzomyia longipalpis de forma longitudinal. Até a 

presente data não existem dados que correlacionem o desenvolvimento da resposta 

imune anti-LJM11+17 da saliva do vetor ao longo do tempo em cães expostos a 

infecção por L. infantum com os achados clínicos e o agravamento da doença na 

espécie canina em um estudo longitudinal com um número significativo de animais, 

para elucidar se há associação da exposição ao vetor com susceptibilidade ou com 

resistência à infecção por Leishmania.  

A avaliação da resposta imune anti-saliva nos cães pode auxiliar no 

estabelecimento de biomarcadores referentes à susceptibilidade ou resistência, 

assim como marcadores de prognóstico da doença no cão. A identificação de 

marcadores de resistência ou susceptibilidade que sejam fáceis de ser detectados e 

que possam ser utilizados em larga escala é de extrema importância para direcionar 
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as medidas de controle da doença para apenas cães que sejam susceptíveis a LV e, 

portanto, com maior possibilidade de transmissão. Neste contexto, a utilização de 

proteínas recombinantes em substituição ao extrato total da saliva (SGH), cuja 

obtenção é laboriosa, tem grande importância e favorece a potencialidade de 

utilização desses marcadores. Um estudo realizado por Teixeira et al. (2010) avaliou 

diferentes moléculas da saliva do L. longipalpis e apontou as proteínas 

recombinantes LJM11+17 como as mais reconhecidas por soros de cães de uma 

área endêmica evidenciando seu grande potencial de utilização.  

Dessa forma, propomos neste estudo avaliar se há correlação entre a 

presença de anticorpos contra a saliva de L. longipalpis no soro de cães e a 

ocorrência da leishmaniose visceral canina, seu prognóstico e o desfecho clínico da 

doença. Os níveis de anticorpos contra a saliva de L. longipalpis foram avaliados 

utilizando as proteínas recombinantes rLJM11 e rLJM17 (rLJM11+17), que poderão 

ser avaliadas como marcadores de perfil de susceptibilidade ou resistência de LVC. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. LEISHMANIOSE VISCERAL 

2.1.1. Epidemiologia 

A LV é uma antroponose causada pelo protozoário Leishmania donovani no 

Velho Mundo e uma zoonose causada pela L. infantum no Novo Mundo. A LV 

humana tem ocorrência principalmente nas Américas, Oriente Médio, Ásia Central, 

China e Mediterrâneo (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). Mais de 90% dos novos 

casos relatados em 2014 se concentraram no Brasil, Etiópia, Índia, Somália, Sudão 

e Sudão do Sul, com mais de mil casos novos humanos em cada um dos países 

(WHO, 2015). No Brasil, a doença está presente em todas as regiões. Porém, o 

Nordeste é a região onde se encontra o maior número de casos confirmados, com 

1.523 casos, o segundo maior coeficiente de incidência, com 2,7 por 100.000 

habitantes e o maior número de óbitos pela doença, com 133 óbitos no ano de 2016. 

O Nordeste possui a doença distribuída por todos os estados, com as maiores 

prevalências no Maranhão, Ceará, Bahia e Piauí, com 539, 419, 320 e 213 casos 

relatados , respectivamente, no ano de 2016 (BRASIL, 2017b).  

Na Bahia, diversas áreas possuem grande ocorrência de LV como nos 

municípios de Andaraí, Central, Barra do Mendes e Marcionílio Souza que obtiveram 

as maiores incidências em humanos, observadas no ano de 2015, perfazendo 

coeficientes de incidência 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, Irecê, 

Juazeiro e Camaçari corresponderam a 23,7% dos casos na Bahia neste mesmo 

ano, evidenciando a expansão urbana da LV (BAHIA, 2015). 

A leishmaniose visceral canina (LVC), a manifestação da doença que atinge 

os cães infectados pela L. infantum, também tem suas maiores prevalências no 

Nordeste. Em um estudo realizado em 6 municípios no Maranhão, foi encontrada 

prevalência de infeção por L. infantum em 67% dos cães (BARBOSA et al., 2010), e 

em Fortaleza no Ceará, a prevalência de infecção foi de 26,2% em cães 

domiciliados (RONDON, 2007). Na Bahia, em um estudo feito por Barboza et al. 

(2006), foi encontrada grande incidência de soroconversão para o parasito nos 

municípios de Camaçari (18,5%), e Lauro de Freitas (17,4%), localizados na região 

metropolitana de Salvador. Outro estudo realizado em 36 bairros no município de 

Camaçari encontrou prevalência de 22% de cães positivos para L. infantum 
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(GONÇALVES, 2014). A LVC também está dispersa nas outras regiões do Brasil, 

como na região Sudeste, na qual foi descrita a expansão de casos no Rio de Janeiro 

(SILVA et al., 2015), Minas Gerais (NUNES et al., 2016; URSINE et al., 2016) e São 

Paulo (OLIVEIRA et al., 2016), e na região 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 etiológico 

A Leishmania é um protozoário patogênico 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), família Trypanosomatidae 

(Döflein, 1901), sub-família Leishmaniinae (Maslov; Lukes, 2012) e gênero 

Leishmania (Ross, 1903). Já foram identificadas até o momento 53 espécies de 

Leishmania pelo mundo (AKHOUNDI et al., 2016). No Brasil, as espécies presentes 

são L. amazonensis, L. braziliensis, causadoras da leishmaniose cutânea e 

mucocutânea (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 são 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 é alongada, possui flagelo, é altamente móvel e mede em média 

20,5µm de comprimento e 2,5µm de largura. Esta é a forma encontrada no intestino 

das fêmeas de flebotomíneos. Ela evolui para a forma infectante, promastigota 

metacíclica, que possui um flagelo longo e fica na válvula estomodeal dos vetores. A 

forma amastigota é encontrada no interior dos macrófagos das espécies 

hospedeiras, tem formato oval e diâmetro médio de 2,5µm (LAISON; SHAW, 1978; 

PEARSON; SOUZA, 1996).  
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2.1.3. Transmissão 

Ao alimentar-se de um indivíduo infectado, o flebótomo 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 metacíclicas, que podem ser transmitidas 

para o próximo hospedeiro vertebrado no momento de um novo repasto sanguíneo 

(KILLICK-KENDRIC, 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Já foi descrito na 

literatura que a Leishmania causa dano à válvula estomodeal do flebótomo, 

interferindo na habilidade do flebótomo de se alimentar, isso faz com que sejam 

feitos vários repastos sanguíneos de curta duração, aumentando assim o contato 

entre o flebótomo e o hospedeiro vertebrado, o que pode aumentar as chances de 

transmissão do parasito (KILLICK-KENDRIC et al., 1977; ROGERS; BATES, 2007). 

Além disso, o dano à válvula promove uma regurgitação dos parasitos durante a 

picada, podendo também favorecer a infecção (KILLICK-KENDRIC et al., 1977; 

SCHLEIN et al., 1992; VOLF et al., 2004). Além da quantidade de repastos 

sanguíneos, outros fatores também influenciam na transmissão, como a imunidade 

do flebótomo, a microbiota do intestino do flebótomo, a virulência do parasito, a 

quantidade do parasito adquirida pelo flebótomo e as condições 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 

flebótomos como “super disseminadores”. Esta denominação parte do pressuposto 

de que a quantidade de parasitos adquirida pelo flebótomo vai influenciar na 

transmissão e no quadro clínico da doença provocada (COURTENEY et al., 2017). 

Flebótomos que se alimentam de hospedeiros com alta carga parasitária são 

infectados com alta quantidade de parasitos, gerando assim infecção com maior 

número de promastigotas metacíclicas, que são transmitidas para um segundo 

hospedeiro em grande número e com alta eficiência, resultando em doença aguda 

mais grave e sendo responsável pelo caráter epidêmico da doença. Estes indivíduos 

são considerados “super disseminadores”, portanto reservatórios eficientes durante 

a fase aguda da doença. Em contrapartida, indivíduos infectados por flebótomos 

albergando baixas cargas parasitárias, não desenvolvem a doença ou a 

desenvolvem de forma branda tanto na fase aguda quanto na fase crônica, com 

baixas cargas parasitárias, sendo reservatórios menos eficientes, mas responsáveis 
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pela manutenção do caráter endêmico da doença (LIRA et al., 2000; MÉNDEZ, et 

al., 2001; KIMBLIN et al., 2008; COURTENEY et al., 2017). 

 Existem dois ciclos envolvidos na transmissão 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 

reservatórios, e o ciclo doméstico, que possui o cão como o principal reservatório 

urbano (ASHFORD, 1996; OMS, 2010). Também existe a possibilidade da ligação 

entre ambos os ciclos (GONTIJO; MELO, 2004), principalmente em áreas 

periurbanas. 

Trabalhos que investigaram o hábito alimentar de flebótomos em áreas 

endêmicas detectaram preferência principalmente por sangue de aves, cães e 

equinos em áreas rurais e urbanas do Nordeste (AFONSO et al., 2012) e Mato 

Grosso (MISSAWA et al., 2008), enquanto que em uma área periurbana de Natal no 

Rio Grande do Norte, Macedo-Silva et al. (2014) encontraram maior preferência por 

humanos, assim como Oliveira et al. (2008b) em Campo Grande no Mato Grosso 

onde houve preferência predominante pela combinação de sangue humano e de 

aves. Estes estudos avaliaram a preferência por meio das técnicas de ELISA, com a 

deteção de anti-soro anti espécies testadas, ou com a técnica de PCR, na qual 

foram construídos os primersiniciadores levando em consideração a sequência do 

gene Cyt b de cada espécie. 

Alguns estudos demonstraram outras formas de transmissão da doença entre 

cães e entre humanos, como a transmissão vertical (ROSYPAL et al., 2005; 

BOEHME et al., 2006), venérea (SYMMERS, 1960; SILVA et al., 2009) e por 

transfusão sanguínea (OWENS et al., 2001; MANSUETO et al., 2014). Ainda sem 

comprovação, também foi sugerida a transmissão por inoculação com agulha 

contaminada (MORILLAS-MARQUEZ et al., 2002; CRUZ et al., 2002) e por outros 

artrópodes hematófagos como carrapatos (COLOMBO et al., 2011; MEDEIROS-

SILVA et al., 2015; DABAGHMANESH et al., 2016) e pulgas (COLOMBO et al., 

2011). Em vários estudos realizados já foi encontrado DNA de Leishmania em 

carrapatos e pulgas coletados de animais infectados, e em um destes estudos foi 

detectado kDNA de Leishmania na glândula salivar de carrapatos. Porém, apesar de 

já ter sido possível detectar DNA de Leishmania em carrapatos, inclusive em larvas 

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

protozoário consiga completar seu ciclo neste artrópode.   

 

2.2. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA 

2.2.1. Cão como reservatório 

 Devido à sua grande proximidade com os humanos, o cão é apontado como o 

reservatório da L. infantum mais importante no meio urbano (MORENO; ALVAR, 

2002; COURTENAY et al., 2002). Várias razões embasam essa afirmação, como o 

fato dos cães apresentarem um parasitismo cutâneo intenso favorecendo a 

transmissão, estarem sempre dentro ou próximos às casas favorecendo a 

manutenção do ciclo de transmissão doméstica, além de serem capazes de albergar 

a infecção sem demonstrar sinais clínicos da doença (ASHFORD, 1996; MORENO; 

ALVAR, 2002; DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006; DANTAS-TORRES, 

2007).  

Como medida de controle para LV, o Ministério da Saúde recomenda a 

eutanásia de animais sororreagentes residentes de áreas endêmicas que não 

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 não tem sido eficaz, tendo em vista que a eutanásia não tem diminuído 

os casos em cães e humanos (DYE, 1996; DIETZE et al., 1997; COSTA et al., 2001; 

COURTENAY et al., 2002). Inúmeras razões estão por trás da falha dessa estratégia 

de controle, a primeira delas é que os métodos de diagnóstico disponíveis 

atualmente no mercado não conseguem identificar os animais infectantes 

(COURTNEY et al., 2002; MOREIRA et al., 2004).  

Outro aspecto que deve ser considerado é que nem todo cão vai se 

comportar como um reservatório, tendo quem vista que a condição clínica do cão 

está associada a capacidade de transmissão do parasito. Estudos em áreas 

endêmicas demonstraram que há alta prevalência de cães e sem sinais clínicos 

infectados por L. infantum (FISA et al., 1992; BRANDONISIO et al., 1992; MADEIRA 

et al., 2004; DANTAS-TORRES; BRITO; BRANDÃO-FILHO, 2006; QUEIROZ et al., 

2009; SILVEIRA et al., 2012). Cães sem sinais clínicos exibem resposta imune 

eficiente, portanto conseguem controlar a carga parasitária na pele e com isso se 

tornam menos infectantes para flebótomos (VERÇOSA 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 clínicos transmitem menos ou não são capazes de transmitir o parasito para o 

vetor (TRAVI et al., 2001; DA COSTA-VAL et al., 2007; VERÇOSA et al., 2008; 

COURTNAY et al., 2014; MAGALHÃES-JUNIOR et al., 2016). 

Em relação aos métodos de diagnóstico preconizados pelo Ministério da 

Saúde são os testes sorológicos, o teste rápido DPP como triagem e o ELISA como 

confirmatório, ambos levam apenas em consideração a detecção de anticorpos 

contra L. infantum, não sendo capazes de identificar animais infectantes. Além disso, 

a eliminação de cães baseada apenas no resultado do exame pode resultar na 

eliminação  de animais resistentes que terminariam sendo substituídos por animais 

susceptíveis que estariam efetivamente transmitindo o parasita (BRAGA et al., 1998; 

COURTENAY et al., 2002; MOREIRA JR. et al., 2004). Outra razão que também 

pode explicar a falha desta medida de controle da LV pode ser a presença de outras 

espécies animais que podem estar envolvidas no ciclo de transmissão da doença, 

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-PÉREZ et al., 2015) e sinantrópicos (CALDART 

et al., 2017). 

 

2.2.2. Patogenia e sinais clínicos 

A LVC é uma doença sistêmica. O animal acometido por esta patologia pode 

apresentar uma variedade de sinais clínicos, nenhum deles sendo patognomônico. 

Alguns cães infectados apresentam manifestação clínica da doença enquanto outros 

permanecem sem sinais clínicos. Dentre as manifestações clínicas que podem estar 

presentes, as mais frequentes são: dermatite, linfadenomegalia, palidez de 

mucosas, alterações oculares, hepatomegalia, esplenomegalia, caquexia, febre e 

onicogrifose (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al., 1999; PEÑA et al., 2000; 

NARANJO et al., 2005; BANETH et al., 2008).  

As alterações na pele mais frequentes são 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 cabeça, a região ao redor dos olhos, ponta de 

orelha e no dorso. O estudo histológico da pele revela inflamação granulomatosa ou 

piogranulomatosa na derme, com predominância de macrófagos ou linfócitos 
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(FERRER et al., 1988; FONDEVILA; VILAFRANCA; JAFFE, 1997; 

PAPADOGIANNAKIS et al., 2005). Papadogiannakis et al. (2005) relataram 

presença de adenite sebácea em metade dos fragmentos de pele examinados nas 

áreas de dermatite esfoliativa com predominância de células T CD4+ mesmo sem a 

presença de amastigotas nessas áreas. Isto pode tanto significar que essas células 

conseguiram controlar o crescimento parasitário, como também pode se tratar de 

uma adenite sebácea 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 histopatológico, na borda da lesão pode ser vista 

hiperplasia da derme e exocitose de neutrófilos. Nas demais regiões, pode ser vista 

dermatite difusa com presença de eosinófilos, neutrófilos macrófagos e linfócitos 

(FERRER et al., 1988; FONDEVILA VILAFRANCA; JAFFE, 1997). De acordo com a 

localização dessas lesões, 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 nódulos que normalmente não são ulcerados e nem 

causam prurido (FERRER et al., 1988; KOUTINAS et al., 1992, CIARAMELLA; 

CORONA, 2003). No histopatológico pode ser vista predominância de macrófagos, 

células gigantes multinucleadas e cargas parasitárias maiores do que nas lesões 

citadas anteriormente (FERRER et al., 1988). A dermatite pustular é caracterizada 

por pequenas pústulas com halos eritematosos que se rompem levando à formação 

de crostas na epiderme (FERRER et al., 1988; SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS et 

al., 2014). Geralmente essas lesões apresentam cargas parasitárias baixas 

(FERRER et al., 1988). 

A linfadenomegalia é causada pelo aumento da quantidade e do tamanho dos 

folículos linfoides e pela hipertrofia e hiperplasia de macrófagos (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 é resultado da anemia 

causada pela insuficiência renal crônica e consequente deficiência na produção de 

eritropoietina, além de hemorragias e/ou anemia imunomediada. Uma das 

alterações oculares que podem ser encontradas em cães com sinais clínicos é a 

ceratoconjutivite seca, que é causada por infiltrados inflamatórios nos ductos 



28 

 

lacrimais e promovendo a retenção lacrimal (KOUTINAS et al., 1999; PEÑA et al., 

2000; NARANJO et al., 2005). 

A hepatomegalia resulta de infiltrados inflamatórios, hipertrofia ou hiperplasia 

de células residentes e possivelmente por conta da congestão passiva (RALLIS et 

al., 2005; GIUNCHETTI et al, 2008). A esplenomegalia pode ser decorrente da 

hiperplasia do tecido linfoide que resulta da proliferação de linfócitos T e B e 

infiltração de macrófagos no baço (ALEXANDRE-PIRES et al, 2006; BANETH et al., 

2008; LIMA et al., 2014). Estudos demonstaram que a hiperplasia de folículos 

linfoides ocorre nos momentos iniciais da doença e a atrofia dos folículos em 

tamanho e quantidade, além da desorganização da polpa branca do baço, estão 

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 associação 

entre substituição de linfócitos T por plasmócitos e sua retenção na polpa vermelha, 

com a desorganização da polpa branca do órgão (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 liquenóide que leva a um excessivo acúmulo 

de estrato córneo (KOUTINAS et al., 2010; KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).  

 
2.3. RESPOSTA IMUNE  

Em relação a resposta imune na LV e LVC, estudos apontavam que para que 

o combate à Leishmania fosse efetivo o perfil de resposta imune presente no 

hospedeiro deveria ser predominantemente Th1, portanto, a resistência à doença 

deveria estar relacionada à capacidade do hospedeiro de produzir resposta imune 

caracterizada por maior produção de linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+ citotóxicos 

e produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias como IFN-γ, TNF, IL-2, IL-12, 

considerados até então como possíveis marcadores de resistência. Por outro lado, 

os marcadores de susceptibilidade estariam geralmente relacionados à 

predominância de um perfil Th2, ou seja, produção de citocinas anti-inflamatórias 

como IL-4, IL-10 e IL-13 que ativariam a proliferação de células B, produção 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 cães esta dicotomia não tem se mostrado presente e a 
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resposta imune à infecção por Leishmania apresenta-se bastante complexa 

conforme foi revisado por Hosein et al. (2016).  

Alguns fatores como raça, imunossupressão, doenças concomitantes e 

condição nutricional podem influenciar no desfecho da infecção em cães (MIRÓ et 

al., 2008). Além disso, estudos demonstraram que a resposta imune contra 

Leishmania é órgão específica (REIS et al., 2009). Os perfis de resposta Th1, Th2 

ou uma mistura dos dois foram observados em diferentes órgãos de cães com LVC 

e esse achado se correlacionou com a ausência ou a presença de sinais clínicos e a 

carga parasitária detectada (STRAUSS-AYALI et al. 2007; TRAVI et al. 2009; 

BOGGIATTO et al. 2010), demonstrando que os perfis fenotípicos de células e as 

citocinas envolvidas na resposta imune têm efeitos variáveis nos locais em que os 

parasitas normalmente se replicam, evidenciando uma compartimentalização da 

resposta imune (ROGRÍGUEZ-CORTÉS et al., 2016).  

 

2.3.1. Possíveis Marcadores de Susceptibilidade e de Resistência em cães 

O aumento na expressão de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-β, 

aumento da carga parasitária (LAGE et al., 2007; MENEZES-SOUZA et al., 2011), 

depressão da resposta imune celular (PINELLI et al., 1994) ou alta produção de 

anticorpos IgG (BOGIATTO et al., 2010) foram apontados como marcadores de 

progressão da LVC. Em um estudo realizado por Solcà et al. (2016) analisando o 

soro de 70 cães de uma área endêmica, não foi detectada correlação entre IL-10 e 

TGF-β, mas houve correlação diretamente proporcional entre o aumento na 

produção das quimiocinas CXCL1 e CCL2 com maior gravidade da doença nos 

animais (SOLCÀ et al., 2016). O decréscimo na produção de LTB4 e PGE2 também 

foi correlacionado com maior gravidade da LVC (SOLCÀ et al., 2016). CXCL1 é a 

responsável pelo recrutamento de neutrófilos e o CCL2 é responsável pelo 

recrutamento de monócitos, logo, essas quimiocinas aumentadas em animais com 

maior gravidade da doença podem estar relacionadas ao recrutamento de células 

imaturas e não responsivas, levando a incapacidade de controlar a carga parasitária 

(MENEZES-SOUZA et al., 2012; SOLCÀ et al., 2016).     

 A ativação de células Th1 levando ao aumento da expressão de citocinas pró-

inflamatórias como IFN-γ, TNF-α e IL-12, assim como o aumento na produção de 

células como linfócitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico podem estar 
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relacionados à resistência (CHAMIZO et al., 2005; CARRILLO; MORENO, 2009; 

REIS et al., 2010).  

A resposta imune de cães frente a infecção por Leishmania ao longo do 

tempo ainda não está muito bem compreendida, precisando de confirmação por 

estudos longitudinais que avaliem cães ao longo da infecção por L. infantum.  

 

2.4.   PROTEÍNAS DA SALIVA DOS FLEBOTOMÍNEOS 

Ao se alimentar de um hospedeiro, a fêmea do flebotomíneo 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 proteínas presentes na 

saliva do inseto conseguem modular a resposta inflamatória, hemostática e imune 

do hospedeiro, criando um ambiente favorável à infecção por Leishmania spp. 

(ABDELADHIM et al., 2014). Dentre estas proteínas, pode-se encontrar moléculas 

que funcionam como potentes vasodilatadores, anticoagulantes, antiplaquetários, 

imunomoduladores, anti-inflamatórios e inibidores do sistema complemento 

(CAVALCANTE et al., 2003; ABDELADHIM et al., 2014; FERREIRA et al., 2016). 

A interação das proteínas salivares de diversas espécies de flebotomíneos 

com o hospedeiro foi bastante estudada (KAMHAWI et al., 2000; OLIVEIRA et al., 

2008; GOMES et al., 2012; KOSTALOVA et. al, 2015; SOLCÀ et al., 2016; QUINNEL 

et al., 2018). Alguns dos primeiros estudos publicados avaliando a importância da 

saliva do flebótomo envolveram a co-inoculação do lisado da glândula salivar 

juntamente com L. braziliensis em camundongos BALB/c, sendo evidente a 

exacerbação da infecção e da lesão (SAMUELSON et al., 1991). Resultado também 

encontrado por Theodos et al. (1991) realizando co-inoculação do lisado de glândula 

salivar com L. major. Norsworthy et al. (2004) encontraram também uma 

exacerbação da infecção e da lesão em camundongos BALB/c co-infectados com L. 

amazonensis e extrato da saliva (SGE) de L. longipalpis.  

Estudos relacionados à proteína PpSP15 presente na saliva do Phlebotomus 

papatasi, flebotomíneo responsável pela transmissão da L. major nas regiões 

sudoeste e central da Ásia, no norte da África e no subcontinente Indiano, 

demonstraram que esta proteína possuiu um caráter imunogênico em roedores e 

esteve associada a proteção contra a infecção por L. major. Esta proteção foi 

associada ao estímulo da resposta do tipo Th1 (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 produção desta proteína por flebotomíneos fêmeas não 

infectadas quando comparadas com as infectadas. Em contraste, uma outra proteína 

da saliva deste mesmo vetor, a proteína PpSP44, foi associada a um perfil 

predominantemente do tipo Th2 e foi associada ao aumento de infecção por L. major 

em camundongos (DE OLIVEIRA et al., 2008).  

 Até a presente data, foram identificadas 17 moléculas que compõem a saliva 

do L. longipalpis e oito destas foram caracterizadas (Abdeladhim et al., 2014). As 

proteínas LJM11, LJM17, Lufaxin, Maxadilan e SALO foram as mais estudadas e 

com maior potencial de utilização para produção de vacinas ou utilizadas como 

biomarcadores de suscetibilidade, resistência ou exposição ao vetor. 

 
2.4.1. Proteínas da família Yellow 

A família de proteínas Yellow, maior família que compõe a saliva do L. 

longipalpis, são proteínas 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 proteínas atua removendo pequenos 

mediadores da hemostasia por possuir uma alta afinidade de ligação por essas 

proteínas, resultando em vasodilatação, efeito antiplaquetário e diminuição da 

permeabilidade vascular. Ademais, funcionam também como imunógenos indutores 

de resposta imune humoral e celular (XU et al., 2011; SIMA et al., 2016). LJM11, 

LJM111 e LJM17 compreendem as principais proteínas já identificadas pertencentes 

a esta família (XU et al., 2011).  

Segundo Xu et al. (2011), em um estudo feito visando entender a função 

dessas proteínas, a LJM11 possui baixa afinidade por epinefrina e adrenalina, e alta 

afinidade por serotonina.  Esta proteína também foi capaz de induzir uma resposta 

de hipersensibilidade do tipo IV (DTH) em camundongos imunizados com outras 

proteínas da saliva de L. longipalpis e conferiu proteção nos animais infectados com 

L. major.  

Em contraste com a LJM11, a LJM111 se ligou com menor afinidade a 

serotonina e com alta afinidade as catecolaminas. Esta proteína não demonstrou ter 

caráter imunogênico, tendo em vista que não foi capaz de induzir resposta DTH ou 

produção de anticorpos.  A proteína LJM111 possui ação anti-inflamatória, tendo em 

vista que esta foi capaz de inibir a produção de IFN-γ, TNF-α e IL-17 por leucócitos 

in vitro, inibiu a migração de neutrófilos em camundongos e afetou a maturação de 
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células dendríticas, influenciando no aumento da produção de IL-10 e diminuição na 

síntese de TNF-α (GRESPAN et al., 2012). 

A LJM17 se ligou com alta afinidade a histamina e a serotonina, sugerindo 

que esta proteína ajuda a diminuir a inflamação causada por esse composto na pele 

durante o repasto sanguíneo, uma vez que as aminas biogênicas são um grupo de 

mediadores pró-hemostáticos e pró-inflamatórios que podem obstruir a alimentação 

do flebótomo (ABDELADHIM et al., 2014). Em um estudo feito por Collin et al. (2009) 

foi encontrada resposta DTH induzida pelas proteínas LJM11 e LJM17 em cães. 

 

2.5. LJM11 E LJM17 COMO BIOMARCADORES DE EXPOSIÇÃO AOS 

FLEBOTOMÍNEOS 

As proteínas da saliva do flebótomo são capazes de estimular resposta 

humoral específica no hospedeiro, por isso foi sugerido na literatura seu uso como 

marcador de exposição à picada do inseto. Diversas proteínas foram testadas em 

relação ao seu reconhecimento por soro de três principais espécies envolvidas na 

epidemiologia da doença (humanos, cães e raposas). LJM11 e LJM17 foram 

reconhecidas tanto por soro de humanos quanto de cães residentes em áreas 

endêmicas para LV no Brasil (SOUZA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010; 

ABDELADHIM et al., 2014). Já soros de raposas só foram capazes de reconhecer a 

LJM17 (TEIXEIRA et al., 2010). A proteína LJM111 foi reconhecida apenas pelo soro 

de humanos. Soros de cães foram capazes de reconhecer, além das proteínas 

LJM11 e LJM17, também as proteínas LJL23, LJL13, LJM04 e LJL143 (Lufaxin). 

Sendo esta última fracamente reconhecida por humanos (TEIXEIRA et al., 2010; 

ABDELADHIM et al., 2014). 

A combinação das proteínas LJM11 e LJM17 demonstrou sensibilidade 

similar ao uso do extrato total da glândula salivar (SGH), validando o uso destas 

proteínas como marcadores de exposição ao L. longipalpis em humanos (SOUZA et 

al., 2010). A validação da utilização dessas proteínas como marcadores de 

exposição ao L. longipalpis foi de extrema importância, já que a utilização de SGH 

como antígeno para ser utilizado em um teste sorológico em larga escala é 

impossível, tendo em vista que a obtenção das glândulas é bastante laboriosa e cara 

(QUINNEL et al., 2018).  

Notavelmente, alguns estudos demonstraram sucesso na utilização das 

proteínas LJM11 e LJM17 como monitores de soroconversão em galinhas, podendo 
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assim serem usadas como sentinelas para identificar a presença de L. longipalpis 

em áreas endêmicas (SOARES et al., 2013; ABDELADHIM et al., 2014). Além disso, 

elas não demonstraram reatividade cruzada com as proteínas de Lutzomyia 

intermedia, principal vetor da L. braziliensis, causadora da leishmaniose cutânea no 

Brasil (SOUZA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010; ABDELADHIM et al., 2014).  

 Portanto, as proteínas LJM11 e LJM17 são antígenos promissores para a 

detecção de exposição à picada do vetor, uma vez que estudos demonstram que 

humanos e animais expostos à picada do inseto ou imunizados com proteínas da 

saliva podem produzir anticorpos que reconhecem proteínas específicas da saliva do 

vetor (GOMES et al., 2002; VINHAS et al., 2007; COLLIN et al., 2009). No entanto, o 

papel destas proteínas na infecção por Leishmania ainda é controverso, tendo em 

vista que esses anticorpos se correlacionaram com proteção contra L. infantum em 

humanos, sugerindo que a neutralização das proteínas da saliva pelos anticorpos 

anti-saliva durante os eventos iniciais da transmissão do parasito e a alta 

capacidade dessas proteínas induzirem resposta imune celular poderiam estar 

associadas à proteção 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 

que a resposta imune anti-saliva pode ser um marcador de intensidade de 

transmissão, como no estudo de coorte realizado por Quinnel et al. (2018), no qual 

os autores encontraram correlação positiva entre resposta imune contra o extrato 

total da glândula (SGH) do flebótomo com maior incidência de infecção por L. 

infantum. Apesar do estudo citado anteriormente não ter apresentado uma 

associação com a gravidade da doença, Solcà et al. (2016) demonstraram que 

maiores títulos de anticorpos anti-saliva (rLJM11+17) eram mais frequentes em cães 

com altas cargas parasitárias e que a frequência de animais expostos ao flebótomo 

foi maior nos grupos de animais com LVC grave.  

 Neste contexto, ainda não está bem elucidado se a produção de anticorpos 

contra estas proteínas presentes na saliva do vetor poderia estar relacionada a 

resistência ou susceptibilidade de cães à doença. A avaliação da resposta imune 

anti-saliva nos cães pode auxiliar no estabelecimento de biomarcadores referentes à 

susceptibilidade ou resistência, assim como marcadores de prognóstico da doença 

no cão. Dessa forma, encontrar marcadores de resistência ou susceptibilidade que 

sejam fáceis de ser detectados e que possam ser utilizados em larga escala é de 
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extrema importância para direcionar as medidas de controle da doença para apenas 

cães que sejam susceptíveis a LV e, portanto, com maior possibilidade de 

transmissão. 

Propomos então neste estudo avaliar se há correlação entre a presença e os 

níveis de anticorpos contra a saliva de L. longipalpis no soro de cães com a 

ocorrência da leishmaniose visceral canina, seu prognóstico e desfecho clínico da 

doença, testando as proteínas recombinantes rLJM11 e rLJM17 (rLJM11+17) como 

marcadores de perfil de susceptibilidade ou resistência à doença. 
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3. OBJETIVOS 

 
3.1. GERAL 

 Identificar marcadores de resistência e susceptibilidade a leishmaniose 

visceral em cães residentes em uma área para LVC. 

3.2.  ESPECÍFICOS 

 

• Detectar e quantificar anticorpos reativos as proteínas LJM11/17 da 

saliva do vetor em uma coorte de cães de uma área endêmica para LVC. 

• Detectar a infecção por L. infantum em uma coorte de cães de uma 

área endêmica para LVC. 

• Avaliar o perfil imunológico de uma coorte de cães de uma área 

endêmica para LVC. 

• Determinar a associação entre anticorpos reativos a LJM11/17 e 

infecção por L. infantum, carga parasitária e desfecho clínico de uma coorte 

de cães de uma área endêmica para LVC.
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O presente trabalho consistiu em um estudo de coorte, no qual foram 

realizadas avaliações clínicas e coleta de amostras biológicas de cães durante 24 

meses. Estes cães foram selecionados em uma área endêmica para LVC a partir de 

um estudo de corte transversal (baseline).  

O critério de seleção dos animais para serem incluídos no estudo de coorte foi 

a assinatura do termo de consentimento por seus guardiões, terem mais de 6 meses 

de idade e a possibilidade dos cães serem acompanhados, a cada 3 meses, durante 

2 anos.  

Os animais incluídos no estudo permaneceram com seus guardiões e os 

exames foram realizados periodicamente em suas residências entre os anos de 

2014 e 2017. Além disso, foi prestada assistência veterinária não só para os cães 

participantes do estudo, como também aos demais cães pertencentes a cada 

guardião.  

Este estudo foi desenvolvido no Instituto Gonçalo Moniz (FIOCRUZ-BA) no 

Laboratório de Patologia e Biointervenção (sucedido em parte pelo Laboratório de 

Interação Parasito-Hospedeiro e Epidemiologia) e foi aprovado pela Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA-CPqGM) da FIOCRUZ, sob o protocolo: 007/2013, 

validade: 02/10/2017 (Anexos A e B). Todos os guardiões dos animais incluídos no 

estudo foram esclarecidos quanto aos procedimentos a serem realizados e 

assinaram um termo de consentimento (Anexo C). 

  

4.2. ÁREA DE ESTUDO  

O estudo foi realizado em Jauá, Machadinho e Jacuípe, áreas endêmicas 

para LVC, pertencentes ao município de Camaçari-BA (Figura 1), situado na latitude 

12°41'51" Sul e longitude 38°19'27" Oeste, com altitude média de 36 metros. O 

município de Camaçari possui uma área territorial de 784,7 km2, com uma 

população de 242.970 habitantes, densidade demográfica de 309,65 hab/km2 e está 

localizado a 41 km de Salvador, segundo o último censo demográfico realizado pelo 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) no ano de 2010. Em 2017, a 

população estimada foi de 296.893 habitantes (IBGE, 2017). Os bairros de Jauá, 

Machadinho e Jacuípe foram escolhidos por apresentarem alta prevalência de 
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leishmaniose visceral canina em um estudo epidemiológico anterior (Gonçalves, 

2014), além disso, Jauá e Jacuípe são áreas geográficas nas quais podem ser 

dectados grandes números de flebótomos (Silva, 2016).    

 

 

Figura 1. Mapa da área do estudo realizado em Camaçari-BA.  

 

4.3. AVALIAÇÃO CLÍNICA DOS CÃES E OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

BIOLÓGICAS 

No baseline e depois durante o período de 2 anos, os animais incluídos no 

estudo foram reavaliados a cada três meses quanto ao seu quadro clínico e foram 

realizadas coletas de sangue (Figura 2). Os parâmetros avaliados no exame clínico 

foram: estado nutricional, coloração das mucosas, volume do baço e linfonodos, 

onicogrifose, úlceras em orelha, despigmentação em focinho, hiperqueratose em 

focinho, lesão no focinho, alopecia e dermatite furfurácea (Anexo D). Os animais 

receberam uma pontuação que variou entre 0 (ausente), 1 (discreta) e 2 (intensa) 

em cada um dos parâmetros avaliados. O escore clínico em cada ponto de avaliação 

dos animais foi atribuído pela soma dos valores de cada um desses parâmetros. Os 

cães que obtiveram escores menor ou igual a 3 foram classificados como animais 

sem manifestação clínica característica de LVC e os que obtiveram escore maior do 

que 3 foram classificados como animais apresentando manifestação clínica. Após 
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cada exame clínico foram coletadas amostras de sangue das veias cefálica, jugular 

ou safena lateral.  

Além da avaliação física e da coleta de sangue, a cada 6 meses também 

foram realizadas biópsias de pele e punções de baço para coleta de aspirado 

esplênico. A biópsia de pele com uma lâmina circular (punch dermatológico) de 3mm 

foi realizada na região escapular esquerda e o aspirado esplênico foi coletado com 

conforme método descrito por Barrouin-Melo et al., 2006. Entre as duas últimas 

avaliações do período do estudo houve um intervalo de 6 meses. (Figura 2). Desta 

forma o estudo de coorte consistiu em 7 pontos de avaliação realizados aos 3, 6, 9, 

12, 15, 18 e 24 meses após a inclusão (baseline) de cada animal (Figura 2). 

 

Figura 2. Cronograma de acompanhamento dos animais incluídos no estudo de coorte 
realizado em Camaçari-BA. 

 

4.4 . EXTRAÇÃO DO DNA DAS AMOSTRAS DOS CÃES 

A extração do DNA das amostras de sangue, pele e aspirado esplênico foi 

realizada utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue da (QIAGEN, Hilden, Alemanha) 

seguindo os seguintes passos:  
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a) para extração do DNA das amostras de sangue, a quantidade de 200µl do sangue 

foi incubada juntamente com 20µL de proteinase K e 200µL do tampão AL durante 

30 minutos em banho-maria à 56ºC. Após este período, foi adicionado 200µL de 

etanol 96%, a amostra foi então levada ao vórtex 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.  Após a 

primeira filtragem, foram feitas 3 lavagens, sendo as duas primeiras utilizando 500µL 

do tampão AW1 e a última 500µL do tampão AW2. Foi feita então uma centrifugação 

a 12000 rpm durante 3 minutos. A coluna foi transferida para um microtubo e foi 

aplicado 100µL do tampão AE (eluição) diretamente na membrana do filtro presente 

na coluna. Foi realizada incubação por 5 minutos em temperatura ambiente e após 

este período, foi feita centrifugação a 8000 rpm durante 1 minuto, sendo obtido 

assim o DNA purificado.  

b) para a extração do DNA do aspirado esplênico, o mesmo procedimento foi 

utilizado diferindo apenas no primeiro passo e no passo da eluição. No primeiro 

passo, a quantidade de 200µL da amostra do aspirado foi macerada e incubada 

juntamente com 20µL de proteinase K e 200µL do tampão AL durante 18 horas no 

banho-maria à 56ºC. A eluição do DNA foi feita utilizando 200µL do tampão AE.  

c) para extração do DNA do fragmento de 3mm de pele, o mesmo protocolo foi 

realizado com algumas diferenças nas primeiras etapas e na etapa de eluição. O 

fragmento de pele foi cortado utilizando lâmina de bisturi sobre uma lâmina de vidro, 

obtendo oito pedaços. O tecido cortado foi transferido para um microtubo contendo 

180µL do tampão ATL e 20µL de proteinase K. O conteúdo foi homogeneizado no 

vórtex por 15 segundos, seguido de centrifugação por 15 segundos a 8000 rpm e 

então foi incubado no banho-maria à 56ºC por 18 horas. Após a incubação, a 

amostra foi homogeneizada no vórtex por 15 segundos e então foram adicionados 

200µL do tampão AL. Foi repetida a homogeneização e a amostra foi centrifugada 

durante 15 segundos a 8000 rpm. Foram adicionados então 200µL de etanol 96%. 

Os passos subsequentes foram executados conforme o descrito para extração de 

DNA em amostra de sangue, com exceção da eluição do DNA que foi realizada com 

80µL do tampão AE. Uma alíquota de 2µL de cada amostra foi utilizada para a 

quantificação do DNA no aparelho Nanodrop a título de verificação da qualidade do 

DNA extraído.  
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4.5. DIAGNÓSTICO DE INFECÇÃO POR L. INFANTUM 

Foram feitos testes sorológicos, parasitológico e molecular para o diagnóstico 

de infecção por L. infantum nos animais. 

 

4.5.1. Testes Sorológicos 

O Teste rápido de triagem DPP-LVC (Biomanguinhos, Rio de Janeiro) e o 

teste confirmatório EIE-LVC (Biomanguinhos, Rio de Janeiro) foram realizados com 

as amostras de soro coletadas de cada animal em cada um dos pontos de 

avaliação, conforme as orientações do fabricante. 

 

4.5.2. qPCR 

Foi realizada a técnica de qPCR duplex para detecção e quantificação de 

DNA do cinetoplasto de L. infantum e de uma região conservada do gene de 

expressão constitutiva em mamíferos 18S rRNA (gb|DQ287955.1) em amostras de 

sangue, pele e aspirado esplênico de cada cão. As sequências de iniciadores 

utilizados para a amplificação 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 sequências 

para detecção 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 μL do DNA extraído das 

amostras de sangue, pele ou aspirado esplênico, 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 Parasitológico 

As amostras de aspirado esplênico foram cultivadas em meio NNN acrescido 

de meio Schneider a 20%. As culturas foram mantidas por 4 semanas em estufa 

com 5% de CO2 e temperatura de 37°C. As culturas que apresentaram crescimento 

de promastigotas pela visualização ao microscópio óptico foram consideradas como 

positivas.  
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4.6. CLASSIFICAÇÃO DOS CÃES QUANTO A SUSCEPTIBILIDADE E 

RESISTENCIA A LVC 

 

Os animais do estudo foram classificados como susceptíveis, resistentes ou 

negativos. Os animais classificados como negativos foram aqueles que 

apresentaram resultado negativo para o diagnóstico infecção por L. infantum em 

todos os pontos de avaliação do estudo independentemente do escore clínico 

apresentado. O critério de elegibilidade para classificação como susceptível ou 

resistente consistiu em os cães terem sido acompanhados por pelo menos dois 

pontos de avaliação após terem tido o diagnóstico de infecção confirmado.  

Os animais foram classificados como susceptíveis quando após um 

diagnóstico de infecção positivo, apresentaram-se com manifestação clínica (escore 

> 3) por mais de 2 pontos de avaliação, independentemente do diagnóstico nestes 

pontos, sendo que a avaliação do escore foi considerada a partir do momento em 

que ele se tornou positivo para infecção junto com a manifestação clínica (escore > 

3).  Adicionalmente, os animais que tiveram um agravamento do escore seguido por 

óbito ou eutanásia por LVC ao longo do estudo também foram considerados como 

susceptíveis.  

A classificação como resistente ocorreu nos animais seguindo as 3 premissas 

a seguir:  

i. animais que tiveram um diagnóstico positivo de infecção sem manifestação 

clínica (escore ≤ 3)  e se mantiveram como negativos, ou até mesmo positivos 

para infecção, porém sem manifestação clínica ao longo do 

acompanhamento. 

ii. animais que após um diagnóstico positivo infecção com manifestação clínica 

se mantiveram sem manifestação clínica ou até mesmo como negativos para 

infecção com redução do escore clínico para valores ≤ 3 por 2 pontos de 

avaliação seguidos. 

iii. animais que durante o período de acompanhamento tiveram apenas um 

episódio de positividade para infecção junto com um aumento de escore 

clínico, porém mostraram redução do escore e negatividade para infecção 

nos tempos subsequentes.  
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Animais que não se encaixaram em nenhuma das descrições acima foram 

classificados como perfil indeterminado. 

 

4.7.  AVALIAÇÃO DE EXPOSIÇÃO AO VETOR 

  

Para avaliar a exposição dos cães a picada do vetor foi empregado o ELISA 

indireto para a detecção de anticorpos contra as proteínas recombinantes rLJM11 e 

rLJM17 (rLJM11+17) da saliva do vetor. As placas foram sensibilizadas com as 

proteínas purificadas da saliva do L. longipalpis, o equivalente a 5 pares de 

glândulas salivares / mL, com 1 µg de cada proteína recombinante / mL (utilizadas 

em combinação) em tampão carbonato bicarbonato (NaHCO3 0,45 M, 0,02 M de 

Na2CO3, pH 9,6), por uma noite a 4°C. Após três 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 cães foram diluídos a 1:50 com PBS-Tween a 

0,05% e incubados durante a noite a 4°C. Após três lavagens, os poços foram 

incubados com fosfatase alcalina conjugada com anti-IgG canina (Sigma, Ir Louis, 

MO) em uma diluição de 1:10000 durante 1 hora a 37°C. Após mais um ciclo de 

lavagem com PBS-Tween a 0,05%, foi adicionada à placa uma solução cromogênica 

de p-nitrofenila em tampão carbonato bicarbonato com pH 9,6 com 1 mg / mL de 

MgCl2, e então a placa foi incubada a temperatura ambiente ao abrigo da luz durante 

40 minutos para o desenvolvimento da cor na reação.  As amostras foram avaliadas 

em duplicata em cada placa, o ponto de corte foi determinado como a média da 

densidade óptica (DO) de três controles negativos mais 2.5 desvios padrão. Os 

controles negativos consistiram em soros de cães da raça Beagle, adquiridos para 

fins de pesquisa em um projeto anterior, sem qualquer exposição aos flebótomos. 

Em todas as placas, um painel de amostras negativas e positivas foi inserido para 

cálculo do ponto de corte e controle da reação. A leitura dos resultados foi feita no 

espectofotômetro, utilizando onda de 405 nm de comprimento.  

 

 

4.8.   VALIDAÇÃO DAS PROTEÍNAS RLJM11+17 

  

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

sonicado da glândula salivar (SGS) do vetor L. longipalpis para comparação com os 
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resultados do ELISA realizado com as proteínas rLJM11+17. As placas foram 

sensibilizadas com SGS do L. longipalpis, o equivalente a 5 pares de glândulas 

salivares/mL (aproximadamente 5µg/mL) em tampão carbonato bicarbonato 

(NaHCO3 0,45 M, 0,02 M de Na2CO3, pH 9,6), por uma noite a 4°C. As demais 

atividades do protocolo da reação foram executadas conforme o descrito na 

metodologia do ELISA realizado no item 4.7. 

 

4.9.  AVALIAÇÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DOS CÃES 

 

 Os níveis sorológicos de citocinas e quimiocinas foram dosados pela técnica 

de Luminex (Milliplex Map Kit, EUA). Os marcadores caninos examinados foram 

IFN-γ, IL-10, TNF-α, 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 µL do 

tampão de ensaio, incubadas em agitação por 10 minutos, submetidas a três 

lavagens e logo após a última lavagem foram adicionados 25 µl da solução padrão 

juntamente com 25 µL do tampão de ensaio e 25 µL da matriz de solução. Foram 

então adicionadas as amostras de soro na diluição de (1:3) nos poços adequados. 

Logo após, as microesferas foram adicionadas aos poços e a placa foi selada 

submetida a agitação a 4º C (geladeira) por uma noite.  

 Após este período, as placas foram submetidas novamente a três lavagens 

utilizando-se um suporte magnético para que as microesferas não fossem 

descartadas. O passo seguinte consistiu em adicionar 25 µl do anticorpo de 

detecção e as placas foram mantidas em agitação à temperatura ambiente por 1h. 

Streptavidina conjugada com Picoeritrina foram então adicionadas aos poços a e as 

placas foram mantidas novamente em agitação durante 1h à temperatura ambiente. 

As placas foram submetidas a uma última lavagem, posteriormente foi adicionado o 

fluido de calibração para ressuspensão das microesferas e as placas foram agitadas 

por 5 minutos. Por fim, as placas foram lidas no aparelho MAGPIX® com o software 

xPONENT®. 

 As concentrações de PGE2 e LTB4 foram mensuradas utilizando a técnica de 

ELISA (Cayman Chemical, EUA). Foram adicionados 50 µL das amostras às placas 

na diluição de 1:500 em tampão de ELISA, tanto para a dosagem de PGE2 quanto 

para de LTB4. Logo após, foram adicionados 100 µL apenas do tampão de ELISA 
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nos poços dos controles negativos. Em seguida, 50µL de cada concentração 

referente à curva padrão foram adicionados mais 50 µL do PGE2 ou LTB4 AchE 

Tracer. Foram adicionados também 50 µL dos anticorpos monoclonais anti-PGE2 ou 

anti-LTB4. As placas foram incubadas a 4ºC por 18h. Após esse período, as placas 

foram lavadas 5 vezes e foi adicionado o reagente de Ellman para a revelação. As 

placas então foram mantidas em agitação por 1 hora e meia ao abrigo da luz. A 

leitura foi realizada em um espectrofotômetro com o comprimento de onda de 402 

nm.  

 

4.10.  ANÁLISES  

 

Os animais foram considerados positivos para infecção por L. infantum 

quando apresentaram positividade para ambos os testes sorológicos: DPP e EIE 

Biomanguinhos, e/ou apresentaram crescimento de Leishmania na cultura esplênica 

e/ou detecção de DNA de Leishmania na qPCR em pelo menos um dos tecidos 

avaliados. 

Para validar o uso das proteínas rLJM11+17 como marcador de exposição em 

substituição ao SGS, foi realizada uma amostragem de 157 dos 285 animais 

incluídos no acompanhamento. Dentre os 157, 74 animais haviam apresentado 

resultado postivo para rLJM11+17 e 83 animais haviam testado como negativos para 

rLJM11+17 anteriormente. Estes soros foram então testados simultaneamente para 

SGS e rLJM11+17, com o intuito de realizar os ensaios sob as mesmas condições. 

Foram então realizados os cálculos de sensibilidade, espeficidade, valor preditivo 

positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razão de verossimilhança e índice de 

concordância de Kappa. As análises foram realizadas no programa GraphPad Prism 

5 e Stata 13. Como critério de positividade do ELISA para SGS e do ELISA com as 

proteínas rLJM11+17, as amostras que tiveram um valor de DO acima do ponto de 

corte calculado foram consideradas como reagentes. O índice de reatividade (IR), 

que consiste na relação DO/ponto de corte, foi calculado no intuito de normalizar os 

resultados das placas do ELISA tanto para a exposição ao vetor quanto para LVC.. 

Os termos “expostos” e “não expostos” ao vetor foram utilizados para nomear 

evidência ou não de exposição ao flebótomo, respectivamente, tendo em vista que 

não podemos garantir que animais cujos níveis de anticorpos anti-saliva eram 
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menores do que o cut-off no início do estudo eram realmente nunca expostos, já que 

estes poderiam ter sido expostos anteriormente a nossa detecção e os anticorpos já 

terem decaído a níveis não detectáveis.   Adicionalmente foi avaliada a ocorrência 

de reexposição ao vetor, que foi definida por um aumento no IR do ELISA maior ou 

igual ao dobro do IR anterior.  

Para avaliar a associação entre exposição ao vetor e a manifestação clínica 

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 necessário utilizar modelagem logística multinível com intercepto aleatório, pois 

esta leva em consideração essas repetições deixando as análises mais confiáveis, 

além de ser possível avaliar cada indivíduo e não uma média populacional. O 

desfecho de interesse foi a manifestação clínica da LVC, medido em 7 ocasiões (aos 

3, 6, 9, 12, 15, 18 e 24 meses após a inclusão do cão no estudo). As co-variáveis de 

interesse foram IR do ELISA rLJM11+17, IR do ELISA Leishmania, carga parasitária 

do baço, presença 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 distribuição aleatória (MAR) usando-

se o teste CDM de Little. A hipótese foi de que os dados faltantes apresentavam 

distribuição completamente aleatória. Posteriormente, o coeficiente de correlação 

intraclasse (ICC) foi estimado para levar em consideração a dependência entre as 

medidas repetidas de cada animal nas análises estatísticas. O programa Stata 13 foi 

utilizado para a realização das analises descritas acima.  

O programa Graphpad Prism 5 foi utilizado para realizar os testes estatísticos 

descritos a seguir: i) o teste de Qui-Quadrado foi utilizado para verificar diferença 

entre a distribuição dos animais por área do estudo; ii) o teste de normalidade 

D’Agostino & Pearson foi utilizado e a distribuição dos dados se mostrou em sua 

maioria não paramétrica; iii) para detectar diferença nos níveis de anticorpos anti-

saliva e anti-Leishmania entre susceptíveis e resistentes em cada tempo de infecção 

foi utilizado Teste T de Student quando os dados se apresentaram paramétricos e 

Teste de Mann-Whitney quando estes se apresentaram não paramétricos. O teste 

de Kruskal-Wallis e o pós-teste de Comparação Múltipla de Dunn foram utilizados 

para comparar diferenças nos níveis de anticorpos intragrupo entre os pontos de 

infecção. Análise semelhante foi utilizada para identificar diferença entre as 

medianas dos níveis de anticorpos anti-saliva entre reexpostos e não reexpostos, 
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com o teste de Mann-Whitney para testar diferenças entre os grupos e o teste de 

Kruskal-Wallis mais pós teste de Comparação Múltipla de Dunn para verificar 

diferença intragrupo em cada ponto de observação. Dentro da classificação de 

reexpostos e não reexpostos, também foi utilizado o teste de Qui-Quadrado de 

Tendência com intuito de checar se haveria diferença na distribuição de animais 

negativos, resistentes e susceptíveis entre os dois grupos.  

O programa Epi InfoTM 7.0.1 (Center for Disease Control and Prevention-

CDC, EUA) foi utilizado para análise de associação entre a susceptibilidade para 

LVC e a reexposição às proteínas da saliva do vetor. Para essas análises foram 

calculados os valores de risco relativo (RR).  

O programa JMP 13 foi utilizado para a Análise Hierárquica de Clusters 

(Método de Ward) dos marcadores imunológicos e inflamatórios e para a realização 

de análise pareada entre a produção desses marcadores nos tempos antes, durante 

e após infecção 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 DISCUSSÃO 

 

5.1. DESCRIÇÃO DA POPULAÇÃO DE CÃES ESTUDADA  

A população total de cães incluídos no estudo, a partir do Baseline, foi de 285 

cães residentes em Jauá, Jacuípe e Machadinho, áreas pertencentes ao Município 

de Camaçari-BA. A maioria dos animais era sem raça 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 distribuição por área, 

a maior parte desses animais estava concentrada em Machadinho, com 42% 

(119/285) da população. Dos outros 58% dos cães avaliados, 30% (86/285) eram 

residentes de Jacuípe e 28% (80/285) residentes de Jauá. As três áreas estudadas 

foram comparáveis quanto as categorias descritas (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Descrição da população de cães incluídos no estudo de coorte realizado em 
Camaçari-BA 

 
Categoria 

Jauá 
(N=80) 

Jacuípe 
(N=86) 

Machadinho 
(N=119) 

p 

n % n % n %  

Sexo        

    Macho 39 49 49 57 60 50 0,52 

    Fêmea 41 51 37 43 59 50  

Raça* 

    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  

*Não foi possível resgatar informação de 1 cão da localidade de Machadinho 
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5.2. DINÂMICA DE ACOMPANHAMENTO DOS CÃES NO ESTUDO DE 

COORTE 

 

Dos 285 cães recrutados no início do estudo, 124 cães foram acompanhados 

por 24 meses, tendo ocorrido uma perda de seguimento de 56% (161/285) ao final 

do estudo (Figura 3).  

Figura 3. Esquema de acompanhamento dos cães incluídos no estudo de coorte 
acompanhados em cada período do estudo realizado em Camaçari-BA e a perda de 
seguimento. 
 

 A perda de seguimento de 56% ao final de 24 meses ocorreu principalmente 

devido a morte não relacionada à LVC e mudança de residência, perfazendo, 

respectivamente, 34% (54/161) e 17% (30/161) das perdas. 
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5.3. VALIDAÇÃO DAS PROTEÍNAS RLJM11+17 COMO MARCADOR DE 

EXPOSIÇÃO AO VETOR 

 

          Para validar a utilização das proteínas rLJM11+17 como um marcador de 

exposição a saliva de flebotomíneos, foi avaliada a reatividade de um painel de 

soros testado com ELISA utilizando rLJM11+17 e ELISA com SGS. Nessa avaliação 

foi observada uma forte correlação positiva (r=0,91; p<0,0001) entre os resultados 

do ELISA utilizando-se SGS e os do ELISA utilizando-se rLJM11+17 (Figura 4A). 

Adicionalmente, os valores de sensibilidade, especificade, VPP, VPN e razão de 

verossimilhança foram, respectivamente, 81% (IC: 71-89), 92% (IC: 83 – 97), 92% 

(IC: 83 – 97), 80% (IC:70-88) e 9.8, demonstrando que essas proteínas 

recombinantes tiveram desempenho semelhante ao do SGS (Figura 4B). 

Reforçando esses resultados, o índice de concordância Kappa foi de 0.72 

(p<0,0001), demonstrando uma boa concordância entre os ELISA (LANDIS; KOCK, 

1977).  

      Adicionalmente, os valores de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e razão 

de verossimilhança foram maiores ou próximos dos encontrados por Souza et al. 

(2010), em um estudo anterior que validou a utilização dessas proteínas 

recombinantes LJM11+17 como marcadores de exposição ao vetor em substituição 

ao SGS em soro de humanos. Desta forma, confirmamos que o ELISA com 

rLJM11+17 pode ser usado para avaliação de exposição de cães a saliva de Lu. 

longipalpis em substituição a utilização de SGS como antígeno que inviabilizaria 

ensaios sorológicos em larga escala por sua obtenção ser laboriosa e por necessitar 

da presença constante e manutenção de colônia de flebótomos mantidas em 

insetário. 

      A utilização destas proteínas recombinantes como biomarcadores de exposição 

pode ser útil para rastrear soros caninos de áreas endêmicas para leishmaniose 

visceral, possibilitando assim a avaliação da eficácia de medidas de controle de 

vetores, como a utilização de coleiras impregnadas com repelentes, e também para 

estimar o risco de transmissão de L. infantum em cães. Além disso, poderia facilitar 

também o reconhecmento de novas áreas cuja presença do vetor ainda não foi 

identificada, monitorando assim a possível expansão da transmissão.  
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      Com base nesses resultados, foram utilizadas as proteínas rLJM11+17 para 

detectar e mensurar a exposição dos animais avaliados neste presente estudo ao 

vetor da LVC.  

Figura 4. Validação das proteínas rLJM11+17 como marcadores de exposição ao flebótomo 
utilizando um total de 157 animais da área endêmica testados para detecção de anticorpos 
anti-SGS e anti-rLJM11+17. (A) Correlação entre IR detectados em ELISA anti-SGS e 
ELISA anti-LJM11+17. (B) Resultados de sensibilidade, especificidade, VPP (valor preditivo 
positivo), VPN (valor preditivo negativo), razão de verosimilhança e índice de concordância 
Kappa do ELISA utilizando rLJM11+17 quando comparado ao ELISA com SGS. 

 

5.4. DINÂMICA DE EXPOSIÇÃO AO VETOR NOS CÃES ACOMPANHADOS 

Dos 124 cães que foram acompanhados até o final que participaram de todos 

os inquéritos dos acompanhamentos, foi possível avaliar a exposição a saliva do 

vetor em 111 animais e em 13 animais não foi possível, pois não houve quantidade 

de soro suficiente para utilização no ELISA. Dentre esses 111 animais avaliados, 

41% (46/111) ainda não haviam sido expostos ao vetor na primeira avaliação, e 59% 

(65/111) já haviam sido expostos. Quanto ao diagnóstico de  infecçãopor L. 

infantum, dentre os 46 que não haviam sido expostos ao vetor a positividade para 

infecção foi de 59% (27/46) e dentre os expostos ao vetor a positividade para 

infecção foi de 49% (32/65) (Figura 5).  
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Figura 5. Proporção de cães expostos e não expostos ao vetor, com a frequência de 
positivos e negativos para infecção por L. infantum no início do estudo, levando em 
consideração os animais que participaram de todos os acompanhamentos do estudo de 
coorte realizado em Camaçari-BA. 

 

Durante o acompanhamento, ao analisarmos a incidência de exposição ao 

vetor, levando em consideração os 46 animais que iniciaram o estudo como 

negativos para esta exposição, percebemos que, após 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) já haviam se tornado 

expostos. Esses resultados demonstram a rapidez e a intensidade com que os 

animais são picados pelos flebótomos nessa área endêmica, demonstrando mais 

uma vez a importância do cão para a manutenção do ciclo da doença (Figura 6A e 

B). Quinnel et al. (2018) também relataram a rapidez com que cães sentinelas, 

previamente não expostos, se tornaram expostos ao serem introduzidos em uma 

área endêmica, levando em média 65 dias para que a exposição natural ao 

flebótomo ocorresse.  
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Figura 6. Dinâmica de exposição ao vetor em cães acompanhados por 2 anos no estudo de 
coorte realizado em Camaçari-BA. (A) Prevalência de exposição ao vetor nos animais 
avaliados no início do estudo (Baseline). (B) Incidência cumulativa de exposição ao vetor 
durante o acompanhamento de 24 meses dos cães negativos no Baseline. 
 

5.5. AVALIAÇÃO DA INCIDENCIA DE EXPOSIÇÃO AO VETOR E DE 

INFECÇÃO POR L. INFANTUM 

 Uma subcoorte foi estabelecida para avaliação da associação entre a 

incidência de exposição ao vetor e a incidência de infecção por L. infantum, assim 

como o tempo entre essas (Figura 7). A subcoorte foi composta de 19 animais 

selecionados dentre os 111 cães avaliados quanto a exposição ao vetor. Esses 19 

cães apresentavam resultados negativos para a exposição ao vetor e para infecção 

por Leishmania no baseline.  
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 Figura 7. Fluxograma justificando a seleção dos animais que fizeram parte da sub coorte. 
Foram selecionados os animais que começaram o estudo não expostos ao vetor e negativos 
para infecção por L. infantum. Foram excluídos os animais que começaram o estudo 
expostos ao vetor e/ou positivos para infecção por L.infantum e/ou  que não foi possível 
realizar a análise de exposição em todos os acompanhamentos.  

Como pode ser observado na Figura 8, o aumento da taxa de incidência de 

infecção por L. infantum acompanhou o aumento da incidência de exposição aos 

flebótomos durante os 24 meses de acompanhamento. Depois de 24 meses, 95% 

(18/19) dos cães haviam sido expostos ao vetor e destes, 83% (15/18) se 

encontravam positivos para infecção por L. infantum.   Estes dados corroboram ao 

encontrado em um trabalho realizado por Quinnel et al. (2008), no qual animais não 

infectados e com alto nível de exposição ao vetor tiveram mais chances de se 

infectarem na avaliação subsequente. Adicionalmente, anticorpos anti-saliva foram 

sugeridos por Vlkova et al. (2018) como marcadores de risco de transmissão de L. 

infantum em área endêmica. A possível justificativa para estes achados deve-se ao 

fato de que quanto mais o animal é exposto ao vetor, maior é a chance do animal 

ser picado por um flebótomo infectado e então ocorrer a infecção.  
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Figura 8. Dinâmica de exposição ao vetor e de soropositividade para LVC em cães que 
começaram o estudo como não expostos e não infectados (n=19). 
 

5.6. AVALIAÇÃO DE ASSOCIAÇÃO ENTRE EXPOSIÇÃO AO VETOR E 

MANIFESTAÇÃO CLÍNICA DA LVC 

 

 Para a análise de associação entre a exposição ao vetor e a manifestação 

clínica da LVC, foi necessário selecionar outra subcoorte com apenas os animais 

que começaram o estudo não infectados por L. infantum, realizaram o ensaio de 

ELISA com rLJM11+17 e que tiveram número de acompanhamento suficiente 

(n=115) (Figura 9). 

 Os 115 animais foram avaliados quanto a exposição ao vetor e a positividade 

para infecção por L. infantum  a partir do 3o mês após a inclusão no estudo. 

Houveram dados faltantes no decorrer do acompanhamento dos cães, por isso foi 

utilizada modelagem logística multinível que é flexível e leva em consideração os 

dados faltantes. A porcentagem de dados faltantes e a descrição das co-variáveis 

utilizadas na modelagem podem ser conferidas na Tabela 2. 
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Figura 9. Esquema com as proporções de animais expostos e não expostos a saliva do 
vetor pertencentes a subcoorte de animais que começaram o estudo não infectados por 
Leishmania infantum e que foram realizados os ensaios de ELISA com rLJM11+17.  

 Na modelagem foi observada associação entre exposição ao vetor e 

manifestação clínica da LVC, na qual, prevê-se que, condicional ao efeito aleatório, 

animais mais expostos têm 74% (p=0,04) a mais de chance de apresentarem sinais 

clínicos da LVC ao longo do tempo do que os não expostos. Além disso,  também 

houve associação entre os níveis de anticorpos anti-Leishmania e a manifestação 

clínica da LVC, na qual animais com maior produção de anticorpos anti-Leishmania 

têm 244% a mais de chance de apresentarm os sinais clínicos. Foram testadas 

também outras variáveis, como carga parasitária (baço), presença de anemia, 

presença de trombocitopenia, FA aumentada e ALT aumentada, porém nenhuma 

delas influenciaram no desfecho (Tabela 3). O coeficiente de correlação intraclasse 

(ICC) estimado para estes dados foi de 0,57, o qual pode ser considerado 

moderado, implicando que a dependência entre as medidas repetidas foi levada em 

consideração nas análises estatísticas. Adicionalmente, os dados faltantes para o 

desfecho foram completamente aleatórios (p=0,55). 
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Tabela 2. Resultado da análise de regressão logística multinível empregada nos animais 
pertencentes ao estudo de coorte realizado em Camaçari-BA que começaram como 
negativos para infecção por L. infantum. 

 

 Estes dados corroboram os achados no estudo de corte transversal realizado 

por nosso grupo, no qual foi notado o aumento da frequência de cães expostos ao 

vetor conforme a gravidade da doença (SOLCÀ et al., 2016) e com os resultados 

encontrados por De Moura et al. (2007), no qual os anticorpos contra o sonicado da 

glândula salivar de Lutzomyia intermedia foi apontado como um marcador de 

manifestação clínica da leishmaniose cutânea. Em contrapartida, também já foi 

evidenciado que animais assintomáticos possuíam maiores níveis de anticorpos anti-

saliva quando comparados com animais sintomáticos, controle negativo de área 

endêmica e controle de negativo de área não endêmica (BATISTA et al, 2016). 

Porém, como este tratou-se de um estudo de corte transversal, talvez essa 

discordância no resultado encontrado deva-se ao fato da produção de anticorpos 

anti-saliva não ser contínua, pois ocorre diminuição de anticorpos circulantes na 

corrente sanguínea com o passar do tempo caso o animal seja exposto novamente 

(HOSTOMSKA et al., 2008) e por se tratar de um estudo pontual, a classificação dos 

animais como sintomáticos ou assintomáticos foi baseada apenas no momento da 

coleta do soro, não levando em consideração que talvez a classificação desses 

animais pudesse mudar no decorrer do tempo.   
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5.7. AVALIAÇÃO DA CORRELAÇÃO ENTRE A EXPOSIÇÃO AO VETOR NO 

DECORRER DO TEMPO DE ACOMPANHAMENTO E A SUSCEPTIBILIDADE E 

RESISTÊNCIA DO CÃO À LVC  

 
Os animais que foram passíveis de classificação como susceptíveis ou 

resistentes (n=57), dentre os cães que começaram o acompanhamento com 

diagnóstico de infecção por L. infantum negativo para, compuseram a subcoorte de 

animais utilizada para a análise da comparação entre os níveis de anticorpos anti-

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

 
 
 

 

Figura 10. Esquema das proporções de animais infectados por L. Infantum por  perfil de 
susceptibilidade e resistência para LVC ao longo do acompanhamento da subcoorte dos 
animais pertencentes ao estudo de coorte realizado em Camaçari-BA. 
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Na figura 11A observamos que, embora não houvesse diferença estatística 

(p>0,5), animais susceptíveis apresentaram, numericamente, maiores níveis de 

anticorpos anti-rLJM 11 e 17 e anti-Leishmania durante todo o acompanhamento 

quando comparados com resistentes. Após 1 ano de acompanhamento, animais 

susceptíveis produziram mais anticorpos anti-Leishmania do que os animais 

resistentes (p<0,05) (Figura 11A e B). O pico de produção de anticorpos anti-saliva 

ocorreu no momento da infecção tanto para animais susceptíveis quanto para 

resistentes, apesar destes dados também não terem apresentado diferença 

estatística (Figura 11A). Os dados sugerem que animais susceptíveis foram mais 

picados por flebótomos, ou que talvez, pelo fato da susceptibilidade estar 

relacionada com predominância da resposta humoral anti-Leishmania, esses 

animais estavam mais sensíveis a produzir resposta humoral anti-saliva também 

(KOSTALOVA et al., 2015; CARRILLO; MORENO et al., 2009). Uma associação 

positiva entre a produção de anticorpos anti-saliva de Phlebotomus perniciosus e 

infecção ativa por L. infantum foi encontrada em um estudo realizado por Kostalova 

et al. (2015), e por Quinnel et al. (2018), foi encontrada correlação positiva 

significativa entre a produção de anticorpos anti-Leishmania e anti-saliva de L. 

longipalpis. A alta titulação de anticorpos anti-Leishmania já vem sendo apontada 

por alguns autores como estando relacionada à susceptibilidade à doença 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011; REIS et al., 2010).  
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Figura 11. Detecção dos níveis deanticorpos anti-rLJM 11 e 17 e anti-Leishmania em cães 
classificados como resistentes e susceptíveis ao longo do acompanhamento de acordo com 
o tempo de infecção em cães que começaram o estudo como não infectados (n=57). 
Tempos de infecção: -6 (6 meses antes da infecção), Infecção (momento que foi detectado a 
primeira infecção), 6 (6 meses pós-infecção) e 12 (12 meses pós-infecção). Foram utilizados 
os testes de Kruskall-Wallis e o pós teste de Comparação Múltipla de Dunn para comparar 
os valores entre os períodos de infecção. Para a comparação de cada ponto de infecção 
entre susceptíveis e resistentes foi utilizado o Teste T de Student quando a distribuição foi 
paramétrica, e o Teste de Mann-Whitney quando a distribuição foi não paramétrica.  
 

5.8.AVALIAÇÃO DA ASSOCIAÇÃO ENTE REEXPOSIÇÃO AO VETOR E 

SUSCEPTIBILIDADE A LVC 

Levando em consideração os resultados do tópico anterior, foi avaliada a 

frequência de reexposição destes animais a picada do vetor e se esta estaria 

impactando no perfil de susceptibilidade e resistência dos animais. 

Dentre os 285 animais que fizeram parte do baseline, 38 animais não foram 

passíveis de serem classificados,  portanto foram incluídos apenas 247 animais para 

esta análise (Figura 12). Dos 247 animais, 55% (137/247) foram reexpostos em 

algum momento a picada de flebotomíneos e 45% (110/247) deles não foram 

reexpostos ao vetor. A maioria desses animais foi reexposta nos períodos de 6, 12 e 

24 meses de acompanhamento (Figura 13A). 

Ao comparar a frequência de animais negativos, resistentes e susceptíveis 

entre reexpostos e não reexpostos, pode se perceber que a frequência de animais 
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susceptíveis foi maior no grupo de reexpostos (p<0,05) enquanto que a frequência 

de animais negativos foi maior no grupo de não reexpostos (p<0,05)  (Figura 13B).  

Uma hipótese que pode estar relacionada à maior frequência de animais 

susceptíveis no grupo de animais reexpostos é que múltiplas exposições ao vetor 

pode aumentar a chance do animal ser reinfectado, o que estaria levando o animal à 

susceptibilidade. Porém, esta é uma hipótese díficil de ser verificada, tendo em vista 

que as formas de prová-la seria medindo a carga parasitária de L. infantum e/ou os 

níveis de anticorpos anti-Leishmania nos momentos pré e pós reexposição para 

verificar se houve aumento, sendo que ambas as situações poderiam ocorrer 

mesmo sem reinfecção, já que trata-se de um parasito que pode estar em constante 

replicação.  

Uma segunda hipótese é que o mecanismo que desencadeia a 

susceptibilidade pode estar relacionado ao silenciamento, causado pela Leishmania, 

de vários genes envolvidos na resposta imune efetiva que foram ativados por 

múltiplas pré exposições ao flebótomo, o que resulta no descontrole da infecção e o 

animal apresenta doença mais grave (WEINKOPFF et al., 2014).  

 

 

Figura 12. Esquema demonstrando o critério de seleção dos 247 animais que foram 
selecionados para análise de reexposição ao vetor e perfil de susceptibilidade à LVC ao 
longo do acompanhamento dos animais pertencentes ao estudo de coorte realizado em 
Camaçari-BA. 
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Figura 13. Exposição ao vetor emcães susceptíveis e resistentes (n=247). (A) Comparação 
da mediana dos IR do ELISA para rLJM11+17 entre animais reexpostos e não reexpostos, 
Teste Mann-Whitney. (B) Frequência de animais negativos, resistentes e susceptíveis entre 
reexpostos e não reexpostos, Teste de Qui-Quadrado de Tendência. Os valores foram 
considerados significativos quando p < 0,05. 

 

5.9. AVALIAÇÃO DA ASSOCIAÇÃO ENTRE REEXPOSIÇÃO AO VETOR COM 

SUSCEPTIBILIDADE À LVC 

Para o cálculo do risco relativo referente à susceptibilidade para LVC, foram 

avaliados 247 cães, todos os acompanhados em que foi possível a classificação 

quanto ao perfil de susceptibilidade a LVC. Foi observada associação positiva entre 

a reexposição 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 (CI: 1,6 – 3,5 p<0,001) 

de serem susceptíveis à LVC (Tabela 3). Esta associação pode ser consequência 

das múltiplas exposições ao flebótomo aumentarem as chances dos animais serem 

reinfectados e talvez mais reinfecções os tornem mais predispostos a se tornarem 

susceptíveis a doença. Porém, esta é uma hipótese difícil de ser checada, tendo em 

vista que as formas de se estimar reinfecção seriam o aumento da carga parasitária 

entre os tempos pré-reexposição e pós reexposição e/ou o aumento nos níveis de 

anticorpos anti-Leishmania entre estes períodos, ou seja, situações que também 

podem acontecer mesmo que não haja reinfecção, já que o protozoário replica-se no 

hospedeiro. Logo, não conseguimos avaliar os animais quanto a ocorrência de 

reinfecções. 

 

Tabela 3. Associação entre exposição ao vetor e susceptibilidade à LVC 

Reexposição à 
Saliva 

(rLJM11+17) 

Susceptibilidade à LVC 

 
TOTAL 

 
Frequência 

(%) 

 
RR* 

(IC** 95%) Sim Não 

Sim 67 70 137 49% 
 

2,3 
(CI:1,6 – 3,5) 

Não 23 87 110 21%  

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

  

5.10. CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL IMUNOLÓGICO DOS ANIMAIS 

SUSCEPTÍVEIS E RESISTENTES À LVC 

 Para essas análises, foram selecionados 17 animais dentre os 285 que 

participaram do estudo. O critério de seleção foi o cão possuir os pontos antes da 

infecção (-6), infecção (I) e 6 meses após a infecção (+6) e ser classificável quanto 

ao perfil de susceptibilidade e resistência. Dentre os 17 animais, 9 foram 

classificados 9 como resistentes e 8 como susceptíveis à LVC após o 

acompanhamento.  

 A avaliação do exploratória do perfil imunológico dos animais em relação à 

susceptibilidade e resistência mostrou que, nos animais resistentes, houve diferença 

nas concentrações dos mediadores avaliados entre os períodos do 
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acompanhamento (-6, I e +6). Por outro lado, nos susceptíveis não foi notada 

diferença na produção dos mediadores entre estes períodos, com exceção de  

CXCL1 (Figura 14), o que talvez pode estar relacionado com uma anergia do 

sistema imune neste grupo de animais.  

 Os mediadores que aparentaram padrões diferentes no heatmap (Figura 14) 

entre os períodos avaliados foram então analisados estatisticamente e exibidos em 

forma de gráficos de caixa de bigode (Figuras 15, 16 e 17A). Nos resistentes, houve 

redução nas concentrações de GM-CSF, IL-15, IL-6 e TNF-α 6 meses após a 

infecção quando comparado com o período de 6 meses antes da infecção (p < 0,05) 

(Figura 15). Já IL-18 e CCL2 demostraram essa redução nos níveis entre o período 

de 6 meses antes da infecção e durante a infecção, enquanto PGE2 e LTB4 

demonstraram aumento nos níveis entre este mesmo período avaliado (p < 0,05) 

(Figura 16).   

 Estes resultados corroboram os achados da literatura, no qual já foi 

evidenciado que animais infectados apresentaram menores níveis de GM-CSF 

quando comparados aos animais não infectados (ABBEHUSEN et al., 2017) e que a 

manifestação clínica da leishmaniose visceral possui correlação fortemente positiva 

com os níveis de IL-6, TNF-α, IL-27 e IL-10 (DOS SANTOS et al., 2016). GM-CSF, 

IL-6 e TNF-α são citocinas pró-inflamatórias e suas reduções no período de 6 meses 

após a infecção é compatível com o relatado na literatura, já que inflamação 

sistêmica e persistente já foi relatada ser uma das causas de dano tecidual e 

consequentemente apresentação dos sinais clínicos da doença (COSTA et al., 2010; 

2013; DOS SANTOS et al., 2016), além de que já foi demonstrado que indivíduos 

assintomáticos não apresentam níveis aumentados destes mediadores na infecção 

(DOS SANTOS et al., 2016).  

 Confirmamos também os resultados obtidos no estudo de corte transversal 

realizado por nosso grupo quanto as expressões de CCL2, LTB4 e PGE2, no qual foi 

demonstrado que quanto maior era a gravidade da doença no cão, maiores eram os 

níveis de CCL2 e menores eram os níveis de LTB4 e PGE2 (Solcà et al., 2016). 

Altos níveis de CCL2 estão relacionados à indução da resposta imune humoral e 

persistência parasitária no baço, fatores envolvidos na susceptibilidade (ROUSSEAU 

et al., 2001). O balanço entre a produção de LTB4 e PGE2 é crucial para controlar 

tanto a infecção quanto a inflamação e determinar susceptibilidade ou resistência, 

tendo em vista que PGE2 favorece a sobrevivência parasitária no interior de 
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macrófagos por promover um ambiente de imunossupressão (ARAUJO-SANTOS et 

al., 2014; SAHA et al., 2014; BHATTACHARJEE et al., 2016), enquanto que LTB4 

age em contraposição ativando macrófagos de forma a estimular a destruição 

parasitária (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 infecção, LTB4 demonstrou-se mais expresso que 

PGE2, favorecendo então à resistência.  

 CXCL1 foi o único mediador que demonstrou diferença na expressão entre os 

períodos do acompanhamento tanto no grupo de resistentes quanto dos 

susceptíveis (Figura 17A). Nos resistentes houve redução dos níveis no período de 

infecção, enquanto nos susceptíveis houve aumento nos níveis no período de 6 

meses após a infecção. Resultado que também concorda com os achados do corte 

transversal, no qual foi demonstrado que animais apresentação clínica mais grave 

apresentaram maiores níveis de CXCL1 (SOLCÀ et al., 2016). Em outro estudo 

também foi demonstrada essa relação entre altos níveis de CXCL1 e manifestação 

clínica da LVC, bem como baixos níveis desta quimiocinas relacionado à ausência 

de manifestação clínica nos cães. Sugere-se que os baixos níveis encontrados nos 

animais sem manifestação clínica seja decorrente das baixas cargas parasitárias, o 

que acaba por estimular resposta imune mais branda (ABBEHUSEN et al., 2017). 

Por outro lado, nos animais susceptíveis o aumento de CXCL1 pode ser decorrente 

da tentativa de conter o controle parasitário, sem sucesso, estimulando assim 

continuamente a produção de neutrófilos imaturos, por não haver tempo hábil de 

maturá-los, que por sua vez não serão aptos a matar o parasito, resultando em mais 

células infectadas. Além disso, já é relatado na literatura que Leishmania spp. utiliza-

se de neutrófilos para conseguir infectar silenciosamente nos macrófagos, este 

mecanismo sendo bastante conhecido como “cavalo de Tróia” (VAN ZANDBERGEN 

et al., 2004). 



65 

 

 Quando comparamos se haveria diferença entre os níveis dos mediadores 

entre resistentes e susceptíveis em cada ponto do acompanhamento, apenas IL-10 

demonstrou diferença e esta diferença ocorreu apenas no momento da infecção 

(Figura 17B). Em modelo murino experimental já foi demonstrado que altos níveis de 

IL-10 na fase inicial da infecção está relacionada a maior susceptibilidade à LV 

(MESQUITA et al., 2018), assim como já foi identificado que altos níveis séricos 

desta citocina está associado à LV sintomática, enquanto que baixas concentrações 

está associado à LV assintomática em humanos (SABAT et al., 2010). IL-10 protege 

o tecido contra dano tecidual causado por inflamação aguda, porém quando 

expressa em altos níveis acaba por comprometer o controle parasitário (CALDAS et 

al., 2005). 

Figura 14. Agrupamento dos perfis imunológicos presentes no soro de cães acompanhados 
da área endêmica de Camaçari-BA com relação à resistência ou susceptibilidade à LVC nos 
períodos de 6 meses antes da infecção (-6), infecção (I) e 6 meses após a infecção (+6) 
(n=17). Foi utilizada Análise Hierárquica de Clusters (Método de Ward). 
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Figura 15. Gráfico de caixa de bigode mostrando os níveis dos mediadores que 
aparentaram ter diferença entre os períodos de 6 meses antes da infecção (-6) e 6 após a 
infecção (+6) no heatmap, estratificados por resistentes e susceptíveis (n=17). Foi realizado 
o teste de Wilcoxon Pareado para a comparação intragrupo. *(p < 0,05). 
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Figura 16. Gráfico de caixa de bigode mostrando os níveis dos mediadores que 
aparentaram ter diferença entre os períodos de 6 meses antes da infecção (-6) e infecção (I) 
no heatmap, estratificados por resistentes e susceptíveis (n=17). Foi realizado o teste de 
Wilcoxon Pareado para a comparação intragrupo. *(p < 0,05). 
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Figura 17. Gráfico de caixa de bigode mostrando os níveis dos mediadores que 
aparentaram ter diferença no heatmap (A) entre os períodos de 6 meses antes da infecção 
(-6) e infecção (I) nos resistentes e entre os períodos de 6 meses antes da infecção e 6 
meses após a infecção nos susceptíveis (B) entre resistentes e susceptíveis no momento da 
infecção. Foi realizado o teste de Wilcoxon Pareado para a comparação intragrupo (A) e o 
teste de Mann-Whitney para a comparação intergrupo (B). *(p < 0,05). 
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6. CONCLUSÃO  

 A presença de anticorpos anti-rLJM11+17 além de ser um biomarcador de 

exposição ao vetor em área endêmicas, também demonstrou estar associado à 

susceptibilidade à LVC. Adicionalmente, a quantificação de mediadores LBT4, PGE2 

e IL-10 também podem ser úteis para predição de perfil de susceptibilidade e 

resistência. 
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Anexo D – Parâmetros para atribuição de escore clínico aos animais 
 

Sinais Clínicos  
Pontuação 

0 1 2 

1. Estado Nutricional  Normal Magro Caquético 

2. Coloração da mucosa  Normal Anêmica --- 

3. Dermatite periocular  Ausente Ao redor de um olho Nos dois olhos 

4. Crosta em ponta de orelha  Ausente 
Presente em uma 

orelha 
Nas duas orelhas 

5. Úlcera na orelha  Ausente 
Presente em uma 

orelha 
Nas duas orelhas 

6. Despigmimentação no 
focinho  

Ausente Em menos de 1/3 Em mais de 1/3 

7. Hiperqueratose no focinho  Ausente Em menos de 1/3 Em mais de 1/3 

8. Lesão no focinho  Ausente Crosta Úlcera 

9. Volume do baço  
Não 

Palpável 
Palpável --- 

10. Onicogrifose  Ausente Discreto aumento 
Aumento 

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 

 


