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OLIVEIRA, Gilsan Aparecida de. Analises clinicas e exames complementares de cées
infectados naturalmente por Leishmania infantum submetidos ao tratamento com
miltefosina. 2021. Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto
Aggeu Magalhées, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose parasitaria de alta letalidade quando néo
tratada. O cdo é o principal reservatorio, e por esta razdo a eutandsia € a principal forma de
controle da LVC. Diante disto, a miltefosina 2%, foi autorizada para o tratamento da LVC.
Contudo, pouco se sabe sobre a acdo da miltefosina em cées nas diferentes fases clinicas.
Obijetivou-se realizar uma analise preditiva nos cées nas diferentes fases clinicas. Foi realizado
um estudo experimental ndo randomizado na Clinica Escola de Medicina Veterinéria do
CESMAC/Marechal Deodoro-AL. Os cées foram atendidos na referida clinica, independente
da origem ou presenca de sinais clinicos. Inicialmente foi realizado o exame fisico-clinico e
coleta sanguinea para diagnostico de L. infantum pelos testes de DPP, ELISA e RIFI. A gPCR
foi aplicada na identificacdo e quantificagdo usando o sistema LINF 1B com utilizacdo de
SYBR Green, que detecta fragmento do KDNA. Foram realizadas analises hematoldgicas,
bioquimicas e RT- gPCR. Os 4 grupos com 5 animais cada foram divididos em: cdes doentes
(G1); cdes infectados (G2), cées expostos (G3) e controle negativo (G4). Os animais foram
avaliados no dia zero (inicio do tratamento), 20 e 30 dias do inicio do tratamento com
miltefosina 2% na dose 1mL/10kg/dia por 28 dias. Os niveis de IgG aumentaram e a carga
parasitaria reduziu no G1 e G2. Houve melhora clinica em 20%, 40% e 80% do G1, G2 e G3,
respectivamente. Houve restabelecimento hepatico morfoldgico em 100% dos cées. A anemia
normocitica, normocrdémica, hiperproteinemia, hiperglubulinemia e reducdo de ALT esteve em
todos os grupos tratados. Identificou-se aumento de basofilos no G1 e G2 e diminuicdo de
mondcitos. Niveis de IL-4, IL-10 e IFN-y ndo foram expressos. O tratamento apesar de
propiciar melhora clinica, reducdo da carga parasitaria e restabelecimento hepético, demonstrou
através dos niveis de IgG e dos biomarcadores hematoldgicos uma tendéncia répida ao
restabelecimento da infeccdo.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina. Reacdo em Cadeia da Polimerase. Miltefosina.
Basofilos.



OLIVEIRA, Gilsan Aparecida de. Clinical analyzes and complementary exams of dogs
naturally infected with Leishmania infantum submitted to treatment with miltefosine.
2021. Thesis (Doctorate in Biosciences and Biotechnology in Health) - Aggeu Magalhées
Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2021.

ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a parasitic zoonosis with high lethality when untreated.
The dog is the main reservoir, and for this reason euthanasia is the main form of control of
CVL. Therefore, a 2% miltefosine was authorized for the treatment of CVL. However, little is
known about the action of miltefosine in dogs at different clinical stages. The objective was to
perform a predictive analysis in dogs in different clinical stages. A non-randomized
experimental study was carried out at the Clinical School of Veterinary Medicine of CESMAC
/ Marechal Deodoro-AL. The dogs were treated at the clinic, regardless of the origin or presence
of indicators. Initially, the physical-clinical examination and blood collection for the diagnosis
of L. infantum were performed using the DPP, ELISA and RIFI testicles. g°PCR was applied
for identification and quantification using the LINF 1B system using SYBR Green, which
detects KDNA fragments. Hematological, biochemical and RT-qPCR analyzes were performed.
The 4 groups with 5 animals each were divided into: sick dogs (G1); infected dogs (G2),
exposed dogs (G3) and negative control (G4). The animals were taken on day zero (start of
treatment), 20 and 30 days after the start of treatment with 2% miltefosine at a dose 1mL / 10kg
/ day for 28 days. 1gG levels increased and the parasite load decreased in G1 and G2. There was
clinical improvement in 20%, 40% and 80% of G1, G2 and G3, respectively. There was
morphological hepatic recovery in 100% of the dogs. Normocytic, hormochromic anemia,
hyperproteinemia, hyperglubulinemia and ALT reduction were found in all treated groups. An
increase in basophils in G1 and G2 and a decrease in monocytes was identified. IL-4, IL-10 and
IFN-y levels were not expressed. The treatment, despite the clinical improvement, reduction of
the parasite load and liver recovery, through the levels of IgG and hematological biomarkers, a
rapid tendency to reestablish the infection.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis. Real-time Polymerase Chain Reaction. Miltefosine.
Basophils.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas tropicais causadas por diferentes espécies de protozoarios
intracelulares do género Leishmania (HASHEMI et al.,, 2018) pertencentes a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, e transmitidas, por flebotomineos do género
Lutzomyia (BRASIL, 2017). A leishmaniose visceral (LV) é considerada a forma mais grave
entre as leishmanioses (NOGUEIRA et al., 2018) e se encontra em franca expansdo com um
crescente nimero de vetores e reservatorios (FERROGLIO et al., 2018). O Brasil concentra
14% (3.336) dos focos ecoepidemioldgicos, colocando o pais em destaque. Brasil, india, Sudao
do Sul e Sudao registraram mais de 2000 casos de LV, representando 73% dos casos
globalmente. Associando esses quatros paises mais a Etidpia, Quénia e Somalia, juntos
representam 90% dos casos de LV relatados em todo o mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2017).

Na epidemiologia da doenca os cdes possuem um papel de destaque por serem
considerados importantes reservatorios urbanos de Leishmania infantum (TRAVI et al., 2018),
apresentando alta carga parasitaria na pele especialmente na regido do focinho e orelhas
(JACINTHO et al., 2018) o que os tornam fonte de infeccdo aos flebtomos e um elo de
transmissdo homem/animal (MONTEIRO et al., 2005). Além da pele, o bago também contém
uma alta densidade parasitaria durante o curso da doenca. Contudo, a medula éssea e o0 bacgo
sdo os marcadores mais confidveis para entender o quadro clinico da leishmaniose visceral
canina (LVC), quando comparado aos demais 6rgdos (REIS et al., 2009). Existem, ainda,
evidéncias de que cdes soropositivos e sintomaticos apresentam maior risco de infeccdo aos
vetores e por essa razdo, devem receber atencéo especial nas medidas de controle (CHAVES et
al., 2013).

Diante da importancia da carga parasitaria do reservatdrio no ciclo de transmisséo e nas
lesbes patoldgicas observadas nos animais, o uso da biologia molecular mostra ser uma
excelente ferramenta para o diagndstico, pois possui capacidade de detectar até 0,001 e 0,1
parasita/reacdo, com especificidade que pode variar de 95 a 100%.

A relagdo com a presenca ou auséncia dos sinais clinicos sdo determinados pela resposta
imune do hospedeiro a infec¢do. O animal pode desenvolver uma resposta celular do tipo Thi,
e 0s cdes tornarem-se resistentes, ou gerar uma resposta humoral do tipo Th2, com apresentacao
de sinais clinicos cutaneos e viscerais, graves que podem evoluir para morte (GRADONI,
2015). A resposta imune direcionada por Thl é mediada por Interferon-y e TNF-aq,
predominante nos cées assintomaticos (FREITAS; PINHEIRO, 2010). Um estudo utilizando a
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neopterina como biomarcador mostra que o controle efetivo da infecgdo por L. infantum esta
relacionada a ativacdo de macrdfagos por interferon-y (IFN-y) para produzir radicais livres que
matam o0s parasitas intracelulares de Leishmania (KIP et al., 2018) e desta forma tem sido
relacionada a resisténcia a doenca, enquanto a resposta imune mediada por Th2 tem sido
marcada pela producéo de IL-4 e IL-10, sendo relatada nos casos sintoméaticos. Embora o papel
das citocinas liberadas por Th2 nos casos sintomaticos seja controverso, ha evidéncias de sua
correlacdo positiva com a progressao da doenca. Contudo, vém sendo discutidas as atuacdes
dos neutrofilos, mastdcitos, basoéfilos, células natural killer (NK), linfocitos TCD8+ e T
regulatorios (Treg) nas leishmanioses (FREITAS; PINHEIRO, 2010).

Os basofilos sdo células sanguineas produtoras de IL-4 responsavel pela diferenciagdo
das células T naive em células Th 2, (KARASUYAMA et al., 2021) moldando a resposta imune
de Th2, induzindo a producdo de imunoglobulinas (SOKOL et al., 2010). O aumento de
anticorpos € responsavel pela alta parasitemia e progressao da doenga com apresentacao de cdes
sintomaticos, sendo as classes mais envolvidas a 19G, 19G2, IgM, IgA e IgE (REIS et al., 2009).
Enquanto a resisténcia a doenca esta relacionada a maior producdo de macréfagos e liberacéo
de IL-12 (SILVA et al.,, 2018) em cdes assintomaticos associados a baixa parasitemia e
producdo de IgG (REIS et al., 2009). Assim, as alteracdes hematoldgicas se apresentam como
fortes biomarcadores, especialmente quando associados aos sinais clinicos caracteristicos da
LVC (MAIA; CAMPINO, 2018; GONCALVES et al., 2020).

Entendendo a importancia da carga parasitaria dos caes na epidemiologia da doenca
(REIS et al., 2009), bem como a necessidade de evitar a resisténcia aos medicamentos utilizados
para o tratamento da LV, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e 0
Ministério da Saude (MS) permitiram o uso da miltefosina no tratamento de cdes com
leishmaniose visceral (BRASIL, 2016). A miltefosina é uma alquilfosfocolinas, com férmula
C21H46NO4P hexadecil 2-(trimetil azanium) fosfato de etila (hexadecilfosfocolina), de
atividade antineoplésica, acéo leishmanicida e/ou imunomoduladora. Contudo, seu mecanismo
ainda nédo foi definido. Acredita-se que a droga atua no parasito, provocando apoptose € a
alteracdo das vias de sinalizacéo celular mediada por lipideos. Sugere-se, ainda que a acao deste
farmaco esteja relacionada com a inibigéo da sintese de lipofosfoglicano (LPG) e glicoproteina
63 (gp63) do parasito (BASTOS et al., 2016).

Apesar de miltefosina ser o unico medicamento oral atualmente disponivel para o
tratamento da leishmaniose, as informagdes sobre a farmacocinética da miltefosina em animais
s&0 escassas (JIMENEZ-ANTON et al., 2018). Torna-se importante a analise leishmanicida e

acao da miltefosina na resposta celular a fim de realizar diferenciacdo entre a infeccéo e a
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doenca progressiva (BOGGIATTO et al., 2010), bem como elucidar o0 mecanismo de acao da
miltefosina no céo sintomético e assintomatico e sua resposta imunoldgica antes, durante e pos-
tratamento, e 0 momento da soroconversao.

Estudos realizados em cées, sintomaticos infectados naturalmente, mostraram que a
avaliacdo simultanea de da carga parasitéria associada a outros parametros nos diferentes tipos
de tecidos pode representar uma ferramenta confiavel para avaliar a eficacia da terapia, bem
como predizer as recaidas durante o tratamento (MANNA et al., 2008). Entendendo que,
segundo Manna et al. (2008), o tratamento bem-sucedido e a aparéncia clinica depende
parcialmente da carga parasitéria e da resposta do hospedeiro. Diante disto é necessario obter
mais informacdo sobre a evolucéo da carga parasitaria, o estado clinico do cdo, as alteracdes
morfofisioldégicas dos Orgdos e a resposta imunoldgica pelo efeito leishmanicida e

imunomodulador da miltefosina em cées em tratamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A leishmaniose visceral € uma doenca letal quando néo tratada e o seu conhecimento é
essencial para adocdo de medidas de controle e prevencdo que visem a eliminacdo da

enfermidade.

2.1 Tripanosomatideos

Séo chamados de tripanosomatideos um grupo de protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae que apresenta grande relevancia por ser uma das mais patogénicas ao
homem e a outros animais. Os géneros dessa familia eram classificados apenas pela morfologia
e tipo de hospedeiro, no entanto, hoje também é classificada pela anélise filogenética. Desta
forma, ainda permanece a classificacdo quanto ao nuimero de hospedeiros que pode ser:
dioxenos, ou seja, pode parasitar mais de um hospedeiro, podendo ser estes vertebrados,
invertebrados e plantas; e mondxenos que parasitam apenas um hospedeiro, que no caso desta
familia geralmente s&o os invertebrados (VOTYPKA et al., 2015). Os membros dessa familia
sdo diferenciados pela morfologia da célula e pela posicéo do cinetoplasto e flagelo em relacéo
ao ndcleo (LOPES et al., 2010).

Desta forma a familia estd dividida em trés géneros dioxenos que sdo 0S géneros:
Leishmania, Trypanosoma e Phitomonas; e 11 géneros mondxenos que sdo: Leptomonas,
Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas, Sergeia, Wallacemonas, Blechomonas, e
Jaenimonas, Angomonas, Strigomonas, e Kentomonas (AKHOUDI et al., 2016). Assim a
familia possui 14 géneros. A divisdo é composta em trés subfamilias Leishmaniina,
Strigomonadinae e Blechomonadinae (VOTYPKA et al., 2015).

Existem mais de 53 espécies de Leishmania incluindo os 5 subgéneros e o complexo
Leishmania, Viannia, Sauroleishmania, complexo L. enriettii e Paraleishmania, sendo 31

espeécies parasitas de mamiferos e 20 patogénicas ao homem (AKHOUDI et al., 2016).

2.2 O género Leishmania

Trata-se de um protozoario digenético intracelular obrigatorio que infectam homens e
animais. Apresenta duas formas evolutivas: promastigota, presente nos flebotomineos e a forma
amastigota (Figura 1), presente nos mamiferos, incluindo o homem e o cdo. Existem

aproximadamente 20 espécies pertencentes ao género Leishmania e todas diferentes tanto
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morfologicamente quanto geneticamente adaptadas a sobrevivéncia do parasita no ambiente
hostil da célula hospedeira permitindo a infeccdo (AKPUNARLIEVA; BURCHMORE, 2017).

Figura 1 - Forma evolutivas de Leishmania.
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Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (2013)
Legenda: A: Promastigota. B: Forma Amastigota

A forma promastigota é alongada e mede 5-20 x 1-4mm e o flagelo anterior 20mm
emergindo da bolsa flagelar, sendo, portanto, a estrutura exonomeal formada por 9 pares de
microtubulos. As amastigotas sao elipticas e medem aproximadamente 2 x 4um (TEIXEIRA et
al., 2013). Préximo ao flagelo encontra-se o cinetoplasto, um resquicio de mitocdndria, rico em
DNA mitocondrial arranjado em maxicirculos e minicirculos (CECCARELLI et al., 2014).

A membrana de ambas as formas evolutivas consegue interagir com a célula hospedeira
trocando substancias. Quando dentro da célula é capaz de utilizar o citoplasma do macréfago
por fusdo da membrana ou via proteinas transportadoras. O lipofosfoglicano (LPG) é um
componente da membrana essencial na relacdo parasita-hospedeiro. Encontra-se na superficie
da promastigota em abundancia e esta relacionado a aderéncia ao intestino e € também um fator
de viruléncia para hospedeiro vertebrado.

Ao silenciar o LPG foi possivel observar uma boa atividade leishmanicida dos
macrofagos da medula dos ratos. A auséncia do LPG permite que o fator nuclear K de células
B (NF-xB) promova a inducdo do oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) pelos macréfagos da
medula Ossea de modelos murinos, retardando o crescimento do parasita e reduzindo a
sobrevida do parasita (LAZARO-SOUZA et al., 2018) com consequente diminuic&o do niimero

de parasitas nas células hospedeiras.
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O reconhecimento parasito-hospedeiro  acontece mediante receptores de
reconhecimento padrdo das células da imunidade inata, especialmente os receptores de ligacdo
de nucleotideo (NLRs). Os receptores ativam os inflamassomas, responsaveis pela ativacao da
caspase 1 e maturacdo de IL-1P e IL-18 e outra classe de NLRs, chamada NODs, que por sua
vez irdo ativar as vias que culminam na ativacdo de NF-kB (GATTO, 2018) que s&o essenciais
para 0 iNOS (LAZARO-SOUZA et al., 2018).

Diante disto, o parasita responde diminuindo a producdo de radicais superdxido
consequentemente inibindo a montagem da nicotinamida adenina nucleotideo fosfato oxidase
(NADPH oxidase), além de expressar enzimas e proteinas antioxidantes que podem servir como
alvo de drogas leishmanicidas de acao especifica (ASSCHE et al., 2011).

O protozoario é composto pelas organelas e estruturas como: nucleo, reticulo
endoplasmatico, complexo cinetoplasto-mitocéndria, complexo de Golgi, acidocalcissomos e
0s componentes da via endocitica (TEIXEIRA et al., 2013). Os acidocalcissomos séo organelas
esféricas que medem aproximadamente 600 nm, possuem caracteristicas acida e atividade de
calcio (Ca®") com ATPase, 0 que originou o seu nome, altas concentragdes de fosforo e célcio
e moderadas concentracdes de magnésio, sodio, potassio e zinco, dando uma carateristica
eletrodensa no seu interior. Diante dessas caracteristicas, acredita-se que a principal funcéo
desta organela é a osmorregulagdo (RIBERIO, 2016).

Os glicossomos, assim como a acidocalcissomo tem seu nome sugestivo ao
desenvolvimento de sua funcdo. As organelas sdo ricas em enzimas essenciais a via glicolitica
como B-oxidagdo de acidos graxos, metabolismo de peroxido, sintese de éter-lipidios, esterois,
sintese de aminodcidos, pirimidinas e enzimas da via de recuperacéo de purinas as quais ficam
compartimentalizadas evitando o acimulo nocivo desses compostos. Morfologicamente sdo
redondos e medem cerca de 0,7 um de didmetro e estdo presentes em todo o citoplasma do
parasita. Contudo, pode variar em quantidade conforme a forma evolutiva do protozoaério, e a
variedade de gasto energético nos diferentes estadios (RIBERIO, 2016).

Os megassomos sao organelas grandes, porém podem variar de tamanho e em nimero,
dependendo da espécie. Sdo compostos por fosfatase acida e cisteina-proteinase tornando-os
eletrodensos. Estdo presentes apenas nas amastigotas podendo variar de tamanho mesmo entre
especies. Eles tém a funcdo de armazenar as macromoléculas oriundas da digestéo do parasita.
Além de estar envolvido, possivelmente com a viruléncia da Leishmania spp. (RIBERIO,
2016).
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2.3 Ciclo de vida da Leishmania spp.

O ciclo de vida é considerado relativamente simples, apresentando duas fases,
promastigota no intestino do vetor e amastigota nos macréfagos do hospedeiro vertebrado
(Figura 2). No ciclo da leishmaniose visceral 0 homem e o c&o sdo considerados hospedeiros
urbanos. Apesar dos diversos reservatorios silvestres, o cdo merece destaque ndo apenas pela
proximidade com o homem, mas por desenvolver a forma grave da doenca (ASSCHE et al.,

2011).

Figura 2 - Ciclo de vida da Leishmania spp. em mamiferos e flebotomineos
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O ciclo de vida de Leishmania no vertebrado tem inicio quando as fémeas de flebtomos
fazem seu repasto sanguineo e regurgitam as formas promastigotas de Leishmania spp.,
inoculando-as na pele, onde sdo imediatamente capturadas pelas células fagociticas e
interiorizadas em vacuolo intracitoplasmatico rodeado por uma membrana fagossomal, que se
unem aos lisossomos originando o fagolisossoma dentro dos macréfagos e das células
dendriticas circulantes. Aproximadamente 24h apds a inoculacdo, as formas promastigotas se
diferenciam em amastigotas, ainda dentro do fagolisossoma do macrofago onde se dividem
(ASSCHE et al., 2011).



29

A fémea de flebotomineo se infecta ao realizar a hematofagia no hospedeiro vertebrado
infectado, ingerindo amastigotas presentes nas células do sistema monocitico fagocitario
(SMF). As amastigotas chegam até o intestino do inseto onde se diferenciam. Inicialmente as
formas amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas, forma parasitaria lenta de
flagelo curto. A forma promastigota prociclica se multiplica no intestino médio perfazendo o
primeiro ciclo. Apds a acdo digestiva, s6 algumas promastigotas conseguem resistir a acéo
enzimatica e entdo se diferenciam em nectomonas (forma evolutiva grande e delgada) a fim de
fugir da matriz peritrofica e migrar para as células epiteliais do intestino médio. No intestino
ocorre outra diferenciacdo em leptomonas (forma mais curta do parasita) dando inicio ao
segundo ciclo de multiplicacdo. Entdo, ocorre os dois estagios na valvula estomocal, onde sdo
observadas as haptomonas e as promastigotas metaciclicas (KAMHAWI, 2006) ocorrendo a
metaciclogénese (ASSCHE et al., 2011).

Figura 3 - Ciclo de vida da Leishmania spp. em um vetor competente: Tempo versus formas evolutivas
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2.4 Leishmaniose no Brasil

Os primeiros registros da leishmaniose visceral (LV) no Brasil sdo de Carlos Chagas em
1911 em pacientes com esplenomegalia. Contudo, foi Migone quem identificou o parasita em
pacientes no Estado do Mato Grosso do Sul por volta de 1912-1913. O primeiro diagndstico foi
feito pela identificacdo de amastigotas no figado de pacientes que vieram a 6bito por febre

amarela (GONTIJO; MELO 2004). Ja o primeiro diagndstico in vivo foi realizado por Evandro
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Chagas através da puncdo esplénica durante um surto na Argentina, foi quando classificou uma
nova espécie, a Leishmania chagasi em 1936 (GONTIJO; MELO 2004).

Contudo, apenas em 1937 é que a espécie foi descrita e incriminada como agente
etioldgico da LV nas Américas por Cunha e Chagas. Tempos depois foi retificado por Cunha
admitindo que L. infantum, descoberta em 1908 por Nicolle, e L. chagasi sdo a mesma espécie.
Foram sugeridas, ainda, nomenclaturas que incluiam L. chagasi como subespécie (Leishmania
infantum chagasi) outros como sendo sindnimos. Entretanto, o autor entende que mesmo a
sugestdo de subespécie ser algo mais plausivel, as implicacBes de reclassificacdo o fazem
sugerir a sinonimia até a reclassificacdo Leishmania infantum (=L. chagasi) (DANTAS-
TORRES, 2006a).

A situacdo de sinonimia foi ratificada, em uma tabela simplificada baseada em
eletroforese enzimatica multilocus, que inclui na seccdo Euleishmania os subgéneros L.
(Leishmania) e L. (Viannia) e L. (Sauroleishmania). Sendo Leishmania infantum (velho
mundo) sinonimia de L. chagasi (novo mundo) pertencentes ao subgénero L. (Leishmania)
complexo L. donovani (SCHONIAN; MAURICIO; CUPOLILLO, 2010). Essa proposta de
classificacéo foi ratificada por Akhoundi et al. (2016) (Figura 4).

Figura 4 - Classificacdo da Leishmania infantum

Leishmania ‘

A
s N
| Euteistmania_| | paralishmania_|
N

N\

Leishmania (Ross, 1903) ‘ Viannia (Laison; Schaw, 1987) ‘
Leishmania infantum (Nicolle, 1908) ‘
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2.5 Epidemiologia

As leishmanioses inicialmente sdo zoonoses, contudo quando ocorre a inclusdo do
homem no ciclo é entdo considerada uma antropozoonose (BRASIL, 2014). A forma visceral é
a mais grave e quando nao tratada pode levar a morte (NOGUEIRA et al., 2018), sendo a

incidéncia e letalidade maior em individuos ndo tratados, criangas desnutridas, e emergente em
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individuos portadores da infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV). Considerada
uma das doencas mais importantes da atualidade em franca expansdo com um crescente nimero
de vetores e reservatorios (FERROGLIO et al., 2018).

2.5.1 Distribuicéo geografica da leishmaniose visceral

As leishmanioses estdo distribuidas em mais de 98 paises que incluem os trépicos, sub-
tropicos e bacia mediterranea, com aproximadamente 12 milhdes de infectados, 350 milhGes de
pessoas em situacao de risco de infeccdo e estimado que 2,5 milhGes de cées estejam infectados
apenas na bacia do mediterraneo (AKHOUNDI et al., 2016). A evolucdo da doenca no Brasil
foi rapida e progressiva. Em 2013, o pais detinha 90% dos casos de LV com subnotificacdo
(MARCONDES; ROSSI, 2013). Atualmente o Brasil é destaque com 14% de focos
ecoepidemiolégicos e junto com mais 2 paises representam 73% dos casos registrados no
mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DO SAUDE, 2017) (Figura 5).

Figura 5 - Distribuigco geografica dos novos casos de leishmaniose visceral em 2015
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Estudos mostram que a Regido Nordeste é endémica para LV e LVC apresentando alta
frequéncia da doenca (SILVA et al., 2016). O estado de Alagoas, situado na Regido Nordeste,
apresenta uma alta incidéncia da doenga com 55 casos nos primeiros 5 meses de 2018, sendo
28 confirmados. Foi registrado o ébito de 6 pessoas no mesmo periodo, colocando Alagoas em
estado de alerta (ALAGOAS, 2018).
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2.5.2 Reservatérios

Leishmania spp. é transmitida na sua forma flagelar por meio da picada de fémeas de
flebotomineos durante o repasto sanguineo a uma gama de hospedeiros domésticos e silvestres
como os canideos domesticos (Canis lupus familiaris) e silvestres (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous), roedores (Roedontia), marsupiais (Didelphis albiventris), morcegos
(Chiroptera), furbes (Mustela) e gato domeéstico (Felis catus) (AKHOUNDI et al., 2017,
BRASIL, 2014). Um estudo no Sudoeste da Espanha mostrou uma prevaléncia de Leishmania
spp. de até 100% em espécies silvestres (RISUENO et al., 2018).

Existem, ainda, relatos de Leishmania spp. parasitando morcegos das espécies
Platyrrhinus incarum, Phyllostomus discolor, Platyrrhinus lineatus, Artibeus planirostris e
Artibeus lituratus capturados em areas urbanas de Campo Grande - MS (REZENDE et al.,
2017).

Apesar da variedade de reservatdrios o cdo continua sendo o principal reservatorio
urbano. Em um estudo feito em Alagoas, no periodo de 2007 a 2013 observou-se uma
incidéncia de LVC de 9%. Tendo sido feita a triagem 45.112 cées e destes 4.466 foram positivos
(ROCHA et al., 2018). Em Pernambuco os numeros variam, com valores de 2,5% no Estado,
entretanto com valores de 25% em Itamaracé na regido Metropolitana do Recife (DANTAS-
TORRES, 2006b). Estudos no Maranhao, regido Nordeste do pais mostraram um percentual
de 24,96% (564/ 2.259) de cédes soropositivos no periodo de 2009 a 2012 com maior numero

de casos registrados em periodos secos (SALES et al., 2017).

2.6 Patogenia da leishmaniose visceral canina

A pele € o primeiro 6rgdo a ser parasitado por Leishmania infantum no céo, levando a
degradacdo da matriz extracelular (MEC) e uma resposta inflamatéria que provoca lesbes
dermatoldgicas e nodulares, dermatite alopécica, descamacdo, dermatose ulcerativa
(JACINTHO et al., 2018).

A inefetividade do sistema imune em eliminar o parasita permite que ele se multiplique
e se dissemine para os 6rgdos (SILVA; WINK, 2018) através dos macrofagos chegando ao
figado, bago, medula oOssea (BRODSKYN; KAMHAWI, 2018), linfonodos, trato
gastrointestinal e pele que sdo 6rgdos ricos em macrofagos, plasmacitos e linfécitos provocando
infiltrados celulares levando a reacdo inflamatéria (MELO et al., 2009). O baco sofre a¢éo do

parasita, levando a imunossupressao dos linfocitos TCD4+, provocando um desarranjo na polpa
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branca esplénica e reducéo dos foliculos linfoides. A reducdo no nimero de células T CD4" e o
aumento da carga parasitaria de L. infantum provoca alteracdes morfofisioldgicas nos cées
infectados (SILVA et al., 2018), levando ao processo degenerativo com fibrogénese e
deposicdo de fibras colagenas intensa oriunda do parasitismo tecidual (MARTINS et al., 2015).

No figado, os parasitas usam glicoproteinas como fibronectina (FN), laminina (LN)
tenascina (TN) para se associar aos mondcitos e macrofagos do hospedeiro, presentes na matriz
extracelular (ECM) que ainda é composta por colageno e elastina, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e proteinas estruturais, as quais irdo influenciar na rigidez do 6rgéo
resultando na disfungdo hepética levando a fibrose hepaética e cirrose (MELO et al., 2009).

Apos a infeccdo na pele, as células infectadas migram primeiramente para os linfonodos
(COSTA et al., 2018). A migracdo para os linfonodos provoca aumento dos foliculos linfoides,
hiperplasia capsular, hipertrofia e hiperplasia das células linfoides, levando a degradacdo da
matriz celular e destruicdo estrutural e morfolégica (KONODO et al., 2009).

No intestino, as lesbes estdo associadas a alta carga parasitaria com infiltrado de células
mononucleares (linfécitos T CD8* e macréfagos) causando inflamacgdo cronica levando a
quadros de colites e diarreia sanguinolenta causada por lesdes ulcerativas na mucosa intestinal
(SILVA, et al., 2017).

2.7 Imunopatogenia da leishmaniose visceral canina

No momento do repasto sanguineo pelas fémeas de flebotomineos, o protozoario é
inoculado juntamente com a saliva composta por fatores anticoagulantes e vasodilatadores
(maxidilan) que facilitam o fluxo sanguineo e fatores imunomoduladores que além de inibir a
cicatrizacdo de feridas, também suprimem a resposta imune, e consequentemente contribuiu
para o estabelecimento da infeccdo (WHEAT et al., 2008; SECUNDINO et al., 2012). Ap6s a
inoculacdo de promastigotas de Leishmania spp. na derme, o sistema imunoldgico da pele é
ativado com a presenca do sistema complemento, células de Langerhans, neutrdfilos,
fibroblastos e queratindcitos, macréfagos e células dendriticas (PAPADOGIANNAKIS;
KOUTINAS, 2015).

Entretanto, as substancias presentes na saliva do vetor, especialmente o maxidilan,
peptideo que tem efeito imunomodulador, pode desviar a resposta Th1l para Th2, provocando
resposta inflamatoria minima e desta forma permitindo a entrada do parasita no hospedeiro
(AIRES et al., 2005). O maxidilan atua por meio do receptor tipo I do peptideo hipofisario

ativador do AMP ciclico. Sendo um regulador da expressdao do gene do oxido nitrico-sintase
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induzivel (iNOS), reduzindo a producdo do 6xido nitrico (NO) em macrofagos através da
inibicdo da fosfatase, facilitando a proliferacdo do parasita (WAITUMBI; WARBURG, 1998).
Assim, as células dendriticas (DCs) promovem a secrecao de citocinas tipo 2 (IL-6 e 1L-10),
reduzindo a producdo de citocinas tipo 1 (IL-12p40, TNF-alfa e IFN-gama) por DCs
estimuladas (WHEAT et al., 2008).

A incapacidade do macréfago em matar a Leishmania spp. no cdo infectado gera
mecanismos compensatorios (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014). Na pele, regulacédo positiva é
atribuida a TLR9 e FoxP3 no inicio da infecgcdo. Depois o poder de regulacéo diminui podendo
até ficar negativa na transcricdo de TLRs, Thl7 e FoxP3, sendo neste caso indicativas de
estabelecimento da infecgéo por Leishmania infantum (HOSEIN et al., 2015).

Apbs a interiorizacdo das formas promastigotas de L. infantum, as células sentinelas,
irdo promover a ativacdo da resposta imunitaria. A interacdo do padrdo molecular associado a
patdégenos (PAMPs) com os receptores do tipo Toll-Like (TLRs) das células sentinelas
desencadear a ativagdo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear k de células B (NF-xf})
e fator nuclear T de células ativadas (NF-AT), que estdo envolvidos na ativacdo de genes que
codificam citocinas, TNF-a, IL-1 e IL-12, quimiocinas, e 0 iINOs (FREITAS; PINHEIRO,
2010).

2.8 Resposta humoral e celular

A leishmaniose visceral é uma doenca imunomediada que diminui a capacidade
imunoproliferativa dos linfocitos CD4+ contra os antigenos de L. infantum. Os sintomas da
doenga podem variar conforme a producdo de citocinas e o tipo de resposta imune do
hospedeiro e a presenca do parasita. Caes assintomaticos desenvolvem predominantemente a
resposta do tipo Th1 com producéo das citocinas IL-12, IFN- y TNF-q, e em caes sintomaticos
predomina a resposta Th2 (IL-4, IL-10 e TGF- B) (TONIN et al., 2016). Assim, animais
suscetiveis apresentam uma resposta imune humoral e celular branda contra o parasita,
culminando com o surgimento dos sinais clinicos. Tendo a expressdo das citocinas citadas um
papel importante quanto & progressdo ou resisténcia a doenga (SILVA et al., 2018).

A acdo imunomoduladora que atua na inibicdo da IL-10 e aumenta a producao das IL-2
e IFN- y tem sido o alvo de estudos experimentais (SOUZA; LIMA, 2018). Sendo o IFN-y uma
importante citocina para defesa contra patégenos por atuar nas diferentes respostas

imunoldgicas (inata e adaptativa) e por induzir a sintese de 6xido nitrico pelos macréfagos. Ja
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a IL-10 tem sido estudada por suprimir a resposta imune protetora, estando, portanto,
relacionada a progressdo da doenca (ROSARIO et al., 2018).

Estudos relatados, em cées, descrevem a participacdo dessas células, citocinas e
imunoglobulinas produzidas durante a infeccdo de cées com L. infantum (Figura 6).

A IL-10 pode inibir a resposta protetora levando a progressdo da doenca. Tal fato, é
demonstrado em estudo realizado em cées, o qual conseguiu relacionar essa citocina ao aumento
da parasitemia através da crescente expressao do parasita dentro das células e aumento da

liberacdo de IL-10 por macréfagos e células T.

Figura 6 - Resposta imune do hospedeiro a Leishmania spp.
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Nota: A fémea de Lutzomyia durante o repasto sanguineo inocula as formas promastigotas metaciclicas. de
Leishmania spp. na derme. O sistema imunoldgico da pele é ativado com a presenca do sistema complemento,
células de Langerhans, neutréfilos, basofilos, fibroblastos e queratindcitos, macréfagos e células dendriticas As
promastigotas sdo fagocitadas por células do sistema monocitico fagocitario (SMF) que promovem a secrecao de
citocinas tipo 2 (IL-10), reduzindo a producéo de citocinas tipo 1 (IL-12, TNF-alfa e IFN-gama) e a apresentacéo
das moléculas de MHC 11, que juntamente com a IL-4, produzida pelo eosindfilo, estabelece a resposta Th-2. pela
diferencia¢do dos Linfocitos T naive em Linfocitos Th2 com a secregdo de IL-10, IL-4, TGF-p, ativacdo dos
linfécitos B e diferenciacdo em plasmécitos com producgdo de IgG e IgE, levando a progressdo da doenca. Por
outro lado, ap6s a fagocitose o antigeno é apresentado aos linfécitos T naive através da molécula de
histocompatibilidade de classe Il (MHC-II). As células virgens (células T naive) sofrem agdo de das citocinas: IL-
12 (liberadas por células natural killer — NK e células do SMF) diferenciando-as em células Thl. A Thl secreta
citocinas: IL-12, IL-2, IFN-y e TGF-B que recrutam os macrofagos e estimulam através de vias de sinalizagdo a
produzirem o oxido nitrico (ON) que leva a morte das formas amastigotas dentro do macréfago. Os macréfagos
também liberam o TNF-a que estimula a citocina IFN-y a agir nos macrofagos por meio das vias de sinalizagao.
Levando a resisténcia.

A 1L-10 inibe as células apresentadoras de antigeno (dendriticas e macréfagos) e

consequentemente a expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
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(MHC) de classe Il e moléculas coestimuladoras, além de inibir a produgdo de 1L-12, o que
reflete na diminuic&o da resposta Th1 e consequentemente reducéo de IFN-y (ROSARIO et al.,
2018) levando a susceptibilidade (Figura 7). Visto que, a IL-12 € a principal responsavel pela
transformacéo dos linfécitos T naive em Thl, além disso, estimula a producdo das células
TCD4+ (SILVA, 2018).

Figura 7 - Biomarcadores e parametros hematol6gicos e bioquimicos geralmente presentes em cées susceptiveis
e resistentes a infeccdo por L. infantum.
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Nota: As células T tem papel fundamental na susceptibilidade ou resisténcia a doenga, visto que as células T CD8+
e T CD4+, compdem um subconjunto de células efetoras citoliticas diferentes denominadas T citotoxicos 1 (Tcl)
e citotdxicos T 2 (Tc2), as quais produzem IL-2 e IFN-y e IL-4, IL-5 e IL-10 respectivamente, de forma a modular
areposta Thle Th2 (SILVA etal., 2017). A susceptibilidade ou resisténcia pode ser relacionada a biomarcadores
da LVVC como demostrado no esquema proposto por Gongalves et al (2019). As setas (1 e |) indicam o aumento e
a diminuicdo nos niveis dos biomarcadores, respectivamente; =: niveis normais aproximados; | Pardmetros
hematoldgicos: diminuigdo dos gldbulos vermelhos, linfocitos, eosinéfilos e plaquetas; Pardmetros bioquimicos
alterados: hiperproteinemia, hipoalbuminemia, aumento dos niveis de aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, ureia e creatinina Gongalves et al (2019).

Analises em cées naturalmente infectados colocam as células dendriticas (CDs) como
essenciais na transi¢do entre a imunidade inata e adaptativa. Apds estudo feito com células
dendriticas obtidas de mondcito de sangue periférico infectados com L. braziliensis e L.
infantum observou-se que ambos os parasitas induziram a expressdo de CD86 quando as DCs
foram infectadas por 24 h. Por outro lado, detectou-se uma menor expressao de superficie de
CD209 na presenca de L. braziliensis e L. infantum, mas apenas a Ultima promoveu a

sobrevivéncia de DCs apds 24 h. Portanto, as DCs infectadas por ambas as espécies de
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Leishmania apresentaram maior expresséo de CD86 e uma diminuicdo da expressédo de CD209
(FALCAO et al., 2016).

A susceptibilidade da doenca vem em consequéncia do aumento da IL-4 direcionando
a resposta imune para o perfil Th2, o que aumenta a producéo de IL-10, TGF-p ¢ prostaglandina
E> que inibem os macrofagos e estimulam a diferenciacdo dos plasmdcitos em células B e
producdo de anticorpos 1gG1l e IgG2. As taxas de infeccdo estdo diretamente ligadas a
apresentacdo de antigeno as células T desenvolvendo a doenca. Outro fator que contribui para
progressdo da doenca é o LPG (lipofosfoglicano) presente na membrana do parasita, inibindo
as enzimas lisossomais e hidrolitica do macrofago, resultando em uma resposta humoral
exacerbada (LARANJEIRA, 2008). Estudos mostram que a marcacao de células B e mondcitos
sdos importante nos sinais clinicos da LVC. Caes sintomaticos apresentam alta parasitemia e
aumento das imunoglobulinas IgG, 1gG2, IgM, IgA e IgE. Enquanto, caes assintomaticos estdo
associados a baixa parasitemia e producdo de IgG1 (REIS et al., 2009).

Entretanto, deve-se ressaltar que a resposta pode ser diferente em cada individuo, visto
que cada um é geneticamente distinto, e o curso da doenca determinado pela resposta imune
inata e adaptativa de cada hospedeiro. Assim o fenétipo resistente ou protetor esta relacionado
a autocura ou individuos assintomatico corresponde a resposta regulada por células Thl e a
reposta imune humoral pela reposta Th2, a qual esta associada a doenca sintomaética grave e a
producdo elevada de 1gG1 e IgE (DAY, 2007). Quanto a diversidade de imunoglobulinas e 0s
resultados conflitantes quanto a subclasse de 1gG envolvida estdo relacionadas a especificidade
dos anti-soros policlonais utilizadas para diagnéstico e disponiveis comercialmente e sdo
capazes de detectar tanto 1gG1 quanto IgG2. Tal situacdo pode ser resolvida por meio da
disponibilidade de anticorpos monoclonais com especificidade bem validada para todas as
quatro subclasses de IgG canina (DAY, 2007).

2.9 Sinais clinicos da LVC

O resultado da infeccao e as manifestagGes clinicas é uma consequéncia de intrincadas
interacfes entre o protozodrio e os antecedentes imunoldgicos e genéticos do hospedeiro
podendo variar, conforme a interagdo de subclinica a doenga muito grave (MAIA; CAMPELO,
2020). Hospedeiros com sinais subclinicos ou assintomaticos mantém o ciclo de transmissao
da LVC de forma silenciosa, especialmente em &reas endémicas. A populacdo de cdes
assintomaticos torna-se, portanto, um problema no controle da LVC. Entendendo, ainda, que

os sinais clinicos da LVC podem variar de acordo com a espécies de vetor, 0 hospedeiro e o
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parasita (AKHOUNDI et al., 2017). A variedade de sinais torna necessario um exame detalhado
tanto clinico quanto laboratorial. Destacando a importancia da titulacdo dos testes soroldgicos
e da funcao renal, bem o diagndstico epidemiologico. Entretanto, estes resultados tem levado a
formacéo de diferentes classificacdes clinicas (SANTOS et al., 2019).

Diante da diversidade e inespecificidade de sinais clinicos da leishmaniose canina
(SILVA; WINCK, 2018) a “Canine Leishmaniasis Working Group” (CLWG) resolveu
classificar a LVC nos seguintes grupos: cées expostos, infectados, cdes doentes, cées
severamente doentes (PALTRINIERI et al., 2010).

Os sinais mais frequentes sdo: caquexia, onicogrifose, dermatite, Ulcera de pele,
hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia (LIMA et al., 2017) e oftalmopatias (OLIVEIRA;
ALVES; SILVA-JUNIOR, 2012). Nos casos raros, ou menos frequentes estdo as infeccdes no
sistema reprodutor de machos e fémeas (OLIVEIRA; ALVES; SILVA-JUNIOR, 2012), no
sistema urinario (BLAVIER et al., 2001), além das cardiopatias e pneumopatias (TORRENT
et al., 2005). Entretanto, podem existir casos de leishmaniose visceral, onde o cdo com
hipoadrenocorticismos e infectado por L. infantum pode apresentar telangiectasia, atrofia
cutanea chamada também de pele pregueavel ou papiriforme, rarefacao pilosa restrita a regido
sacral, comeddes, periodontite, nddulos, no terco médio da face lateral direita da lingua, placa
localizada entre a face ventral da lingua e o assoalho bucal. Os ndédulos apresentam epitélio
ulcerado, tecido de granulacao, infiltrado por neutréfilos, macréfagos, linfdcitos e plasmdcitos,
e grande quantidade de amastigotas de Leishmania spp. (BOCHNAKIAN et al., 2018).

Outros sinais atipicos estdo relacionados ao sistema nervo central, onde podem ser
observados: andar em circulos, convulsdes, paresia, tetraplegia, inclinacdo de cabeca,
incoordenagdo motora, tremor intencional, nistagmo, estrabismo, mioclonia, encefalite,
meningite e coroidite (GRANO et al., 2018). Também foi observado lesGes no aparelho
reprodutor de machos e fémeas. Nas cadelas as lesdes podem estar presentes na vulva e vagina.
Os machos parecem ser mais afetados com lesGes presentes nos testiculos, epididimo, glande e
prepucio, além da presenca de Leishmania spp. no sémen (OLIVEIRA; ALVES; SILVA-
JUNIOR, 2012).

2.10 Diagndstico da LVC
O diagnéstico dos cdes parasitados é essencial para controle da leishmaniose. Mas

existem varios entraves para o diagndstico como: as areas de dificil acesso, testes sorolégicos

que possibilitam resultados falso-negativos, exames sofisticados que necessitam de
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equipamento, insumos caros, pessoal treinado e testes invasivos que inviabiliza a coleta a
campo.

No Brasil os testes utilizados para diagnostico da LVVC sdo o DPP e 0 ELISA (BRASIL,
2017). O ensaio imunocromatografico rapido (TRI) Dual Plate Platform (DPP), usa a tecnologia
Dipstick e a proteina recombinante rk28 que possibilita detectar anticorpos contra os antigenos
de proteina recombinante K9/K26/K39 considerados antigenos especificos de L. infantum
(GRIMALDI-Jret al., 2017). O ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA) utilizado para
diagnostico da LVC usa para deteccdo de anticorpos contra L. infantum o antigeno preparado a
partir do lisado bruto de parasitas total semelhantes de L. major -like com sensibilidade de
93,2% (IC 95%: 85,1-97,1%) e a especificidade 100,0% (IC 95%: 94,6-100,0%) em cées
sintomaticos (FUJIMORI et al. 2021).

Entretanto, estudos que utilizam a rK39, uma proteina recombinante e imunodominante
da familia Kinesina (proteinas motoras que se movem em microtubulos), confere a esta
proteina, uma alta especificidade e sensibilidade. A presenca deste epitopo estd bem conservado
na Leishmania spp. (LEMOS et al., 2003) e vem sendo testado para utilizacdo da LVC com
resultados superiores aos utilizados atualmente, com sensibilidade em torno de 97% e a
especificidade de 100%. (FUJIMORI et al. 2021).

Estdo disponiveis no mercado outros TRIs que detectam imunoglobulina G (IgG) e que
se ligam a proteina recombinante rkK39 também derivada do complexo L. donovani como o o
teste rapido da marca Alere que tem similaridade ao DPP, visto que é composto pela mesma
proteina recombinante K28 (rK9/rk26/rK39) com capacidade também de detectar anticorpos
contra esses antigenos em amostras de sangue, soro ou plasma (MARCELINO; SOUZA.-
FILHO, 2015). Sendo considerado positivo cées que apresentarem anticorpos circulantes contra
0s antigenos de proteinas recombinantes K9, K26 e K39 (GRIMALDI-Jr. et al., 2017).

O Teste de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) utilizando diluicdo de 1/40 era
utilizado como confirmatorio, contudo, foi substituido em 2011 pelo DPP, devido a questfes
de reprodutibilidade e acurécia, as quais eram inferiores ao DPP e ao ELISA (BRASIL, 2011).
A procura direta do parasita no exame parasitoldgico, através de aspirados de medula, e/ou
bidpsia de pele, é o padrdo ouro para diagndstico de LVC, no entanto é uma técnica invasiva.
Além disso, os aspectos clinico-epidemioldgicos sdo importantes no diagnostico da LVC
(BRASIL, 2017).

O diagnoéstico seguro é a chave para epidemiologia molecular e o tratamento
direcionado (AKHOUNDI et al., 2017). Neste sentido, a biologia molecular mostra ser uma

excelente ferramenta de diagnostico, pois possui capacidade de detectar até 0,001 e 0,1
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parasita/reacdo, com especificidade que pode variar de 95 a 100% dependendo do método
molecular e tipo de amostra bioldgica utilizada, bem como a classificacéo clinica em que o
animal se encontra. Cdes sintomaticos possuem uma carga parasitaria maior, sendo mais
facilmente detectado tanto em amostras de sangue quanto de medula, apesar disto é possivel
verificar uma maior quantidade de parasitos em amostras de medula. Entretanto, cées
assintomaticos sdo mais facilmente detectados quando sdo utilizadas amostras de medula e
linfonodo do que de sangue, e utilizada a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)
do que a reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR). Sendo, a qPCR a ferramenta
molecular mais indicada independente da fase clinica ou do material utilizado (TRAVI et al.,
2018).

Existem ainda outros dispositivos moleculares menos laboriosos e mais sensiveis do que
0s métodos soroldgicos, para amplificacdo do DNA em isotermia e uso da polimerase (TRAVI
etal., 2018). A amplificagdo da polimerase recombinase isotérmica (RPA) foi acoplado a leitura
de fluxo lateral (LF) (RPA-LF) e adaptado para deteccdo de DNA de L. infantum. O teste foi
comparado a qPCR obtendo resultados semelhantes e capaz de detectar o DNA de 0,1 parasita
0 que equivale a 40 parasitas por mL de sangue de cédo infectado. O teste ainda foi capaz de
detectar mais cdes em condic¢des subclinicas ou assintomaticos mais do que testes de fita
utilizando o antigeno recombinante rK39 (CASTELLANOS-GONZALEZ et al., 2015).
Estudos utilizando a amplificacdo isotérmica mediada por Loop (LAMP) foi comparado as
técnicas de PCR, ELISA e microscopia em 144 amostras de swab conjuntival de caes
assintomaticos infectados por L. infantum. Os autores concluiram que o LAMP foi mais
sensivel e especifico que as outras técnicas, sendo capaz de detectar 1f de DNA de L. infantum
e especificidade 97% (CHUN-HUA et al., 2015).

2. 11 Diagnostico complementar da LVC

O diagnodstico complementar utilizado com maior frequéncia como método
complementar € o hemograma. Sendo de grande valia alteracGes frequentes coma a anemia que
pode estar associada a presenca do parasita na medula levando a aplasia medular e consequente
anemia arregenerativa (SILVA; WINCK, 2018). Tais alteragcbes séo considerados bons
biomarcadores preditivos da LVC (MAIA; CAMPINO, 2020). Pode ser observada, ainda,
trombocitopenia, linfopenia oriunda do sequestro dessas células para o baco e linfonodo, além

da destruigdo das células com aumento compensatorio dos mondcitos (SILVA; WINCK, 2018).
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Exames bioquimicos podem auxiliar fornecendo dados sobre o nivel de
comprometimento hepético e renal, porém sem ter valor preponderante para o diagnostico de
L. infantum. Pode ajudar ainda na avaliacdo do estado clinico do animal, da melhora terapéutica
e no seu progndstico. Estudos mostram diferencas significativas entre cdes sintomaticos e
assintomaticos apenas com relacéo a concentracdo de ureia, onde caes sintomaticos apresentam
valores maiores. Contudo, tal observacdo entre grupos nao foi visibilizada quando avaliados:
proteinas totais, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (ALP) e triglicerideos (VIEIRA-NETO et al., 2011).

Exames de imagens sdo importantes para a visualizacdo de alteragcBes nos Orgéaos
acometidos pela leishmaniose, a ultrassom com Doppler é uma boa ferramenta na deteccao
precoce das alteracGes hepaticas em cdes, podendo acompanhar o curso da doenca, porém sem
caracterizar lesdes especificas, podendo-se observar: a ecogenicidade do figado diminuida em
pouco mais da metade dos casos, alteragdes dos vasos hepaticos em trés quartos dos animais
acometidos, velocidade do fluxo sanguineo da veia porta aumentada (OLIVEIRA, 2015).

2.12 Controle da leishmaniose visceral

As medidas de controle estdo direcionadas ao diagnostico e tratamento precoce dos
casos humanos; assisténcia de qualidade ao paciente humano; controle quimico do vetor;
eutanasia dos cdes infectados; orientacdo a populacdo; e recomendaces especificas para areas
com a presenca da doenca e areas sem relatos de leishmaniose visceral (BRASIL, 2014).

E importante ressaltar que o tratamento de cdes com soropositivos para LVC n&o é
considerada uma medida de controle da LV e da LVVC no ambito da sadde publica. Assim, o
tratamento € uma decisdo Unica do tutor do animal (SANTA CATARINA, 2018).

Dentre as medidas citadas de controle para LV adotadas no Brasil, destaca-se 0
diagndstico de cdes sorologicamente positivos e a eutanasia desses animais a fim de cumprir
um dos objetivos da vigilancia epidemioldgica que € reduzir as fontes de infeccdo dos vetores.

Apesar de esta medida ser pouco efetiva quando utilizada isoladamente (BRASIL, 2017).
2.13 Profilaxia da leishmaniose visceral canina
Animais negativos aos testes recomenda-se 0 uso de coleiras repelentes impregnadas

com deltametrina a 4% como medida preventiva individual (BRASIL, 2017). Apesar de um

estudo recente ter resultados inconclusivos sobre o uso preventivo da coleira com deltametrina,
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eles apontam para a possivel eficacia desta medida profildtica desde que realizada
continuamente. Os autores ainda ressaltam a necessidade de ajuste das estratégias utilizadas
atualmente e atencao aos desafios operacionais enfrentados pela gestdo pablica no controle das
zoonoses (LEITE et al., 2018).

Existiram algumas tentativas vacinais profilaticas, sendo a antependltima a vacina que
utilizou o ligante de fucose manose (FML) e a proteina quimérica QuilA (leishmune) retirada
do mercado brasileiro na terceira fase (BRASIL, 2014). Atualmente se encontra no Brasil a
vacina com antigeno recombinante de A2 mais saponina denominada Leish-Tec (HERTAPE-
CALIER-Brasil) comercializada no Brasil desde 2008 com bons resultados, visto que reduziu
a populacdo de cées infectados em area endémica do sudoeste do Brasil dando a protecdo
induzida pela vacina, com uma evidente producdo de anticorpos IgG anti-A2 especificos
(GRIMALDI-Jr. et al., 2017). Na Europa é comercializada a CaniLeish (VIRBAC-Franca)
desenvolvida com A2 e fatores excretados e secretados de formas promastigotas L. infantum
(LIESP) QA-21, sendo capaz de induzir um perfil imune dominado por Thl apropriado, que
persiste durante um ano inteiro (MORENO et al., 2014).

2.14 Tratamento

Os farmacos atualmente utilizados ndo sdo capazes de desenvolver a cura estéril, isto
porque o parasita consegue modificar os mecanismos imunoldgico do hospedeiro ou ainda
explorar a célula hospedeira. Assim, estudos que realizem abordagens que associem a
terapéutica com a imunologia e que esclarecam os mecanismos desenvolvidos pela relagéo
parasito-hospedeiro prometem bons resultados e avancos nas pesquisas pré-clinica e clinica
(GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013). Alguns estudos com protocolos terapéuticos

utilizados na LV C estdo descritos abaixo.

2.14.1 Legalizacdo do tratamento da LVC

Obedecendo a determinagdo emitida na Portaria Interministerial n° 1.426, foi autorizado
pelo MAPA e pelo Ministério da Saude o registro do Milteforan (miltefosina) da empresa
VIRBAC SAUDE ANIMAL, indicado para o tratamento da leishmaniose visceral de cées por
meio da Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, ressaltando o cumprimento do
protocolo de tratamento descrito na bula, contudo, com o bom senso diante da “...necessidade

de reavaliacdo clinica, laboratorial e parasitologica periddica pelo médico veterinario, a
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necessidade de realizacdo de novo ciclo de tratamento, quanto indicado e a recomendacao de
utilizagdo de produtos para repeléncia do flebotomineo...”(BRASIL, 2016). Contudo, ja
existem estudos que falam sobre a resisténcia a miltefosina por L. infantum em humanos
tratados na India, bem como uma mutacio no transportador da miltefosina codificado pelos
genes MT e ROS3 e ainda a resisténcia cruzada com a anfotericina B (MONDELAERS et al.,
2018).

2.14.2 Miltefosina

Hexadecilfosfocolina ou miltefosina é uma alquilfosfocolina de formula C21H46NO4P
hexadecil 2- (trimetil azanium) fosfato de etila (hexadecilfosfocolina) (Figura 8), de atividade

antineoplasica, acdo leishmanicida e/ou imunomoduladora (BASTOS et al., 2016).

Figura 8 - Molécula da Miltefosina
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Fonte: Virbac saude animal

Inicialmente foi utilizada na india em pacientes que tinham recidivas ao tratamento
convencional com antimoniais, apresentando bons resultados, além da disponibilidade da
administracdo oral com 6timos resultados in vitro. O farmaco tem acéo inibitdria na sintese de
lipofosfoglicano (LPG) ilustrado na figura 9, glicoproteina 63 (gp63) e na enzima 1-acil-2-
lisoglicero-3-fosfocolina aciltransferase em promastigotas. Além de ser citada a inducéo a
apoptose e a acdo imunomoduladora. Apesar das acdes ndo comprovadas no ambito terapéutico,
a droga tem sido uma opcdo para pacientes imunocomprometidos (SOARES-BEZERRA;
LEON; GENESTRA, 2004). Sendo o gene da gp63 um candidato adequado para estudar a
sistematica molecular (AKHOUNDI et al., 2016).

A miltefosina € um analogo de fosfolipidio similar aos compostos metabolizados pelo
parasita, sendo capaz de penetrar na membrana e metabolizar os ésteres do parasita
prejudicando a membrana e comunicagéo destes atraves da inibigdo da biossintese de receptores
GPI (glicosil fosfadil-inositol); interrupcdo do sinal de transdugcdo da membrana por ativacao
da fosfolipase C, Leishmania especifica, e da proteina quinase C causando a morte por apoptose
da célula (VIRBAC, 2018).
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Figura 9 - Interacdo do LPG com os receptores de membrana do macréfago e acdo na via de sinalizagdo do
oxido nitrico

Fonte: A Autora adaptado de Olivier, Gregory e Forget (2005)

Nota: Vias de sinalizagdo para ativacao das fun¢des dos macréfagos no momento da interagdo entre a Leishmania
e 0 macréfago que leva a. rapida ativacdo e desativacdo de varias vias de sinalizacdo. A SHP-1 afeta negativamente
as quinases JAK?2, inibindo assim as fun¢des de macrdfagos induziveis por IFN-y para producéo de dxido nitrico.
A degradacdo de STAT 1o por proteassoma ¢ dependente de PKCa. O LPG é fundamental na alteragcdo do PKC,
regulando fungdes fagocitarias importantes como a producdo de NO responsavel pela morte do parasito

Um mecanismo de acéo direta da miltefosina no parasito provocando a morte (Figura

10) também € sugerida do por Pali¢ et al. (2019).
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Figura 10 - Proposta do mecanismo de ac¢do leishmanicida da miltefosina

Efeito direto da miltefosina no parasito
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Fonte: Pali¢ et al. (2019).
Notas: *As linhas vermelhas indicam um efeito inibitdrio, enquanto as setas verdes indicam um efeito estimulador

A morte da Leishmania pela acéo direta do parasito e a agdo imunomoduladora por meio de receptores como o
fator de agregacdo plaquetéria (PAF), além do aumento da producédo de interleucina (IL) -12, e receptores de
interferon gama (IFN-y), inibindo a producéo de citocinas do perfil Th2 como IL-4, -5, -10 e -13. E assim levando
a ativacdo de IFN-y, revertendo a esfingosina- Inibigdo de 1-fosfato (SPH-1) do transdutor de sinal e ativador da
transcri¢cdo 1 (STAT-1), que atua no nucleo estimulando a imunidade celular do hospedeiro. Entéo, a proteina
quinase é ativada por mitogénio p38 (p38MAPK), que é inicialmente inibida por Leishmania, e a inibi¢do da
fosforilagdo da P13 quinase da proteina quinase B (Akt), que ¢ inicialmente estimulada pelo parasita

2.14.2.1 Estudo da resposta imune em cées submetidos ao tratamento com miltefosina

Em 2011 foi realizado um estudo em cées por um periodo de 24 meses, sendo possivel
observar melhora clinica e recuperacdo em 50% (7/14) dos animais tratados. Foi identificado a
baixa parasitemia nos exames parasitoldgicos e cultura. Contudo, a gPCR permaneceu positiva
e teve aumento considerado apos 0s 6 meses do tratamento, acompanhado do aumento de IFNy
e imunoglobulinas G (detectadas nos testes sorologicos) e diminuigdo de IL-4 e I1L-10. Desta
forma os autores ndo recomendam o tratamento, visto que apesar da melhora, ndo houve
diminuicdo da carga parasitaria (ANDRADE et al., 2011).

2.14.2.2 Resisténcia a miltefosina

Nos ultimos anos, um declinio em sua eficacia aponta para o surgimento de resisténcia

a esse medicamento em humanos (Tiwary et al., 2018), porém em céo existe apenas relatos da
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permanéncia do parasito apos o tratamento, apesar da reducdo significativa da carga parasitéria
observada nos estudos de Nogueira et al. (2018), Andrade et al. (2011), Manna et al. (2008)

2.14.2.3 Associacdo com outros farmacos

A associagdo mais utilizada € com alopurinol. Foi feito um estudo de dois ciclos. No
primeiro ciclo foram utilizados 28 cées sintomaticos tratados com miltefosina (2 mg / kg / dia
PO) em associacdo com alopurinol (10 mg / kg / dia, PO) por 30 dias. Foi observado que 50%
(4/8) tiveram recaidas ap6s 6 meses. Sendo iniciado o segundo ciclo de tratamento. Os animais
foram monitorados quanto a carga parasitaria a cada 3 meses por um periodo de 12 meses. Ao
final 2 animais vieram a 6bito. Foi observado que no primeiro ciclo de terapia com miltefosina
e alopurinol houve uma grande reducdo da carga de L. infantum nos aspirados de linfonodos.
Entretanto, ndo foi verificada a eliminacgao do parasita no segundo ciclo, e ainda foi visto alguns
efeitos colaterais em 2 animais como vomito e alteracdes hematologicas (MANNA et al., 2009).
A associacdo tem mostrado bons resultados especialmente em cdes doentes, visto que o
tratamento com alopurinol pode inibir a reacdo inflamatéria granulomatosa crénica e a fibrose
hepética na LVC (CASTRO et al., 2018).

Dias et al. (2020) mostraram em seus estudos por meio de exames clinico-patoldgicos,
que a miltefosina associada ao alopurinol apresentam resultados melhores e mais eficazes do
qgue a utilizacdo da miltefosina administrada isoladamente, mesmo sendo a Unica droga

permitida no Brasil para o tratamento da LV C.

2.14.3 Outros farmacos

O alto valor e toxicidade das medicacgdes leishmanicidas no Brasil tem feito com que 0s
médicos veterinarios buscassem alternativas viaveis. Além dos varios registros de resisténcia a
medicacdo, fez com que se tornasse urgente a identificacdo de novas medicagcdes que
apresentassem baixo custo e alta eficacia. Devido as dificuldades inerentes a descoberta e
comercializacdo de novos farmacos é dificil o reposicionamento de medicamentos ja existentes
é uma alternativa (REIS et al., 2021).

A domperidona (antiemético, inibidor da dopamina) tem sido usada no tratamento de
caes com LVC com eficacia no controle e reducdo dos sinais clinicos e titulos de anticorpos,
sendo verificado em 74,3% dos caes sintomaticos e obtida a soroconversao em 40% destes. Em

caes com sintomatologia grave e altos titulos de anticorpos ocorreu melhora do quadro em 86%
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dos animais com reducdo dos titulos de anticorpos em 38% destes cdes observados nos testes
cutaneos de Leishmania e um ensaio de proliferacdo de linfocitos (GOMEZ-OCHOA et al.,
2009) tendo sido evidente, ainda, o seu estimulo a resposta imune mediada por células nos cées
observados em associacdo ao aumento no percentual de fagdcitos ativados durante e apos o
tratamento (GOMEZ-OCHOA et al., 2012).

A lvermectina foi analisada in vitro e in vivo para verificar a sua acdo leishmanicida
contra L. infantum. Os resultados in vitro mostraram-se promissores com 50% de Leishmania
e concentragoes inibitorias de macrofagos (IC50 e CC50, respectivamente) de 3,64 + 0,48 uM
e 427,50 £ 17,60 puM, respectivamente, com indice de seletividade (SI) de 117,45. A
ivermectina mostrou ainda redu¢do da carga parasitaria dos macrofagos. Apresentou, ainda uma
atividade profilatica impedindo a infeccdo dos macrofagos, além de atuar diretamente nas
mitocondrias do parasito. Foram analisadas In vivo a ivermectina e a miltefosina em ratos e 0s
resultados mostraram que os animais tratados com miltefosine, IVE e IVE / Mic apresentaram
reducdes significativas na carga parasitaria em seus bacos, figados, medulas 6sseas e linfonodos
de drenagem, e inducdo a resposta imune Th1 de forma precoce. Os resultados fazem os autores

sugerirem essa terapia como uma alternativa ao tratamento da leishmaniose (REIS et al. 2021).



48

3 JUSTIFICATIVA

O céo tem um papel de destaque no ciclo de transmissdo da leishmaniose visceral como
importante reservatorio (CASTELLANOS-GONZALEZ et al., 2015). Estudos realizados no
estado de Alagoas, especificamente no municipio de Marechal Deodoro tém mostrado um
percentual de 18.84% (26/138) para L. infantum (OLIVEIRA et al., 2017), chamando atencéo
tanto para o risco de infeccdo da populacdo, bem como a provavel morte ou eutanasia desses
animais. O Estado de Alagoas publicou uma nota de alerta epidemioldgico, com casos de
leishmaniose visceral humana, registrados em quase todas as 10 regides de saude do Estado em
maio de 2018. Foram notificados 239 casos entre 2014 e 2017 em 57 municipios. Em 2018 ja
foram 55 notificacdes em 20 municipios com 6 registros de 6bitos (ALAGOAS, 2018) o que
consequentemente recai no numero de cées infectados que serdo submetidos a eutanasia,
conforme preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2017).

A complexidade da doenca associada as espécies de Leishmania spp. torna a terapéutica
desafiadora (HOSEIN; BLAKE; SOLANO-GALLEGO, 2017), por isso é necessario ser
elucidada, e consequentemente observar a melhora terapéutica (MANNA et al., 2008), com
ajuda da biotecnologia estimulando as imunoterapias e terapias vacinais (SOUZA; LIMA,
2018).

A miltefosina é o Unico medicamento oral liberado para o tratamento de cdes com
leishmaniose visceral no Brasil (BRASIL, 2016), apesar disto o seu mecanismo de acdo ainda
ndo esta claro, existindo controversas entre autores (MOREIRA et al., 2014). Além disso, é
essencial que se consiga entender a clinica da LVC através de estudos imunoldgicos,
histopatoldgicos e laboratoriais que tragam respostas para elucidar uma doenca tdo complexa e
amplamente distribuida no mundo (VIEIRA NETO et al. 2011).

Diante disto, o presente estudo visa contribuir com sobre a acdo da miltefosina nos
diferentes estados clinicos considerados por Paltrinieri et al. (2010) e pela Canine
Leishmaniasis Working Group (CLWG) descrita por Paltrinieri et al. (2016) de forma a
correlacionar a carga parasitaria e a clinica com os resultados laboratoriais e ultrassonogréaficos.
Ao final sera possivel predizer sobre a capacidade o impacto da carga parasitaria nos sinais
clinicos e nas alterac6es morfisioldgicas do figado, baco e rins e a progressao da doenga. Os
resultados podem servir, ainda, como base de referéncia para novas pesquisas a fim direcionar

novas formas de tratamento e controle.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Animais em tratamento para leishmaniose visceral canina com miltefosina 2% podem
apresentar biomarcadores preditivos capazes de fornecer de forma precoce um diagnostico

evolutivo da doenga?
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5 HIPOTESE

Com base nas analises da carga parasitaria, os niveis de IgG e os biomarcadores
hematoldgicos podem predizer sobre a evolucdo da doenca nos animais independente da fase

clinica que o animal se encontre.
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6 OBJETIVO GERAL

Predizer sobre a progressao da doenca mediante analise da carga parasitaria relacionada

a evolucdo clinica, resultados sorologicos de anticorpos IgG, exames hematoldgicas,

bioguimicas, ultrassonogréficas e expressdo génica de citocinas do perfil Thl e Th2 de cées

infectados com Leishmania infantum submetidos ao tratamento com miltefosina.

6.1 Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

f)

9)

Detectar anticorpos e monitorar os niveis de IgG anti-Leishmania infantum e o momento
da soroconversao;

Identificar e quantificar o DNA de Leishmania infantum no sangue de cdes nas
diferentes fases clinicas submetidos ao tratamento com miltefosina;

Caracterizar clinicamente os cdes submetidos ao tratamento com miltefosina a fim de
observar se houve ou ndo regressao dos sinais clinicos;

Avaliar o perfil hematoldgico dos cdes tratados com miltefosina nas diferentes fases
clinicas;

Avaliar o perfil renal e hepatico dos cdes tratados, por meio da dosagem sérica de ureia,
creatinina, alanina aminotransaminase (ALT);

Avaliar a morfometria do figado, rim e baco dos animais tratados com miltefosina nas
diferentes fases clinicas;

Avaliar a expressdo génica de citocinas dos perfis Th1(IFN-y) e Th2 (IL-4, 1L-10)

tratados com miltefosina.
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7 MATERIAL E METODOS

Para realizacdo da analise preditiva dos animais tratados com miltefosina 2% foram
feitas analises clinicas e exames complementares seguindo um tipo de estudo e etapas que
alcancassem os resultados baseado nos objetivos elaborados conforme a pergunta condutora do

estudo.

7.1 Tipo de estudo

Foi desenvolvido um estudo experimental de ensaio clinico ndo randomizado por
conveniéncia (NEDEL; SILVEIRA, 2016), com a finalidade de observar a evolugéo do quadro
clinico, os parametros hematoldgicos e bioquimicos, a morfologia dos érgéos (rins, figado e
baco), a carga parasitaria e a resposta imune de cdes com LV submetidos ao tratamento com

miltefosina 2% introduzida no Brasil em 2016.

7.2 Local da pesquisa

O estudo foi realizado na Clinica Escola de Medicina Veterinaria do Centro
Universitario Cesmac, localizada no municipio de Marechal Deodoro no Estado de Alagoas
(Figura 11), onde foram atendidos os cées submetidos aos exames clinicos, hematolégicos,
bioquimicos e ultrassonograficos. As amostras bioldgicas obtidas foram processadas no
Laboratorio de Doencas Parasitarias e Analises Clinica da mesma instituicdo e local. Contudo,
os testes de ELISA, RIFI e qPCR para fins de diagnostico da LV e a RT qPCR para avaliacdo
da expressdo génica das citocinas foram realizadas no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Departamento de Parasitologia Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz -

Pernambuco.
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Figura 11 - Clinica Escola de Medicina Veterinaria do Centro Universitario Cesmac
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7.3 Amostra e amostragem

A amostragem foi por conveniéncia (REIS, 2003) seguindo o tipo de estudo
experimental de ensaio clinico ndo randomizado por conveniéncia (NEDEL; SILVEIRA,
2016). Desta forma foi possivel atender 41 animais e acompanhar 20 animais, os quais foram
atendidos na Clinica Escola de Medicina Veterinaria do Centro Universitario, localizado em
Marechal Deodoro-AL considerada area endémica para LV (Figura 11).

Foram incluidos no estudo cées domiciliados, de idade e raca variada, de ambos 0s
sexos, independente de origem, mas que tenha realizado o diagnostico para L. infantum, pelos
testes de DPP, ELISA e gPCR conforme fluxograma (Figura 12). Para compor a divisao dos
grupos foi necessario que os cdes fossem livres de endo e ectoparasitas, além de hemoparasitas
como Ehrlichia, Babesia e Anaplasma. N&o fizeram parte dos grupos animais idosos, filhotes,
animal gestante e cdes severamente doentes, devido ao comprometimento dos 6rgdos de forma
a inviabilizar o tratamento. N&o participaram também da pesquisa 0s cdes cujos tutores ndo
autorizaram e consequentemente ndo assinaram ou ainda declinaram do TCLE.

Assim, foram separados 20 animais de ambos 0s sexos, racas e idades variadas
independente da origem. Os 20 cdes foram divididos em 4 grupos de 5 animais seguindo a
classificacdo de um grupo de estudiosos da LVC denominado de “Canine Leishmaniasis
Working Group (CLWG)”. A divisdo seguiu 0 diagndstico e sinais clinicos observados e
descrita por Paltrinieri et al. (2010) ratificada pelo descrita por Paltrinieri et al. (2016), baseado
em Rouraet al. (2013), Sollano-Galliego et al. (2011) e Sollano-Galliego et al. (2010), ilustrado
em fluxograma adaptado de Paltrinieri et al. (2010) conforme figura 12. Detalhado em grupos
na quadro 1 adaptada de Roura et al. (2013).
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Grupo 1: Cées doentes- Com alteragdes clinicas tipicas, sorologia positiva com titulagdo
alta; alteracfes hematoldgicas, alteracfes bioquimicas. Grupo 2: Cées infectados - Com ou sem
sinais clinicos especificos, sorologicamente positivo com titulacdo baixa ou ainda negativa,
reacao em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (QPCR) positiva ou parasitoldgico
com microscopia positiva. Grupo 3: Cdes expostos - animais sem sinais clinicos ou sinais
clinicos inespecificos, sorologia positiva com baixos niveis de anticorpos e gPCR negativa;
Grupo 4: Controle negativo — animais assintomaticos e negativos para todos os testes, ou seja,
animais saudaveis.

Figura 12 - Fluxograma de diagnostico e sinais clinicos direcionado ao estabelecimento do status clinico do céo
de areas endémicas para LVC

Teste de Triagem
positiva

Sem lesdo ou lesdo
comum de outras
enfermidades

ELISA ou RIFI

Positivo com baixa
titulagdo ou negativo
para um dos testes
J

ELISA

Positivo com baixa
titulagdo

ELISA

Positivo com alta
titulagdo

ELISA

negativo

gPCR negativo qPCR positivo qPCR negativo

Exposto infectado Negativo

J J J

Fonte: A autora adaptado de Paltrinieri et al. (2010)
Legenda: A cor amarela representa animais considerado exposto. A cor laranja animais infectados. A cor vermelha
animais doentes.
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Quadro 1- Disposicdo da formacdo dos grupos adaptado da sugestdo do Canine Leishmaniasis Working Group
(CLWG)

Grupos
Diagnéstico Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Doente Infectado Exposto Negativo
Post Neg Post Neg Post Neg Neg
Clinica X X X X
Sorologia X X X X
gPCR X X X X
Hemograma X X X X
Bioguimica X X X X

Fonte: A autora baseado no Canine Leishmaniasis Working Group (CLWG)

Legenda: O “X” na cor vermelha € indicativo de alteragdo presente ou positividade. O “X” em cor azul pode ou
n&o ser positivo e/ ter ou ndo alteracdo. O “X” na cor preta indicagdo de auséncia de alteracdo e resultados sem
alteracdo.

7.4 Desenho Experimental

A pesquisa foi desenvolvida seguindo uma sequéncia possivel de procedimentos
conforme desenho experimental (Figura 13) seguindo do recrutamento dos animais, assinatura
do TCL, inicio do atendimento clinico e realizacdo dos testes rapidos de triagem (TRT). O
inicio do tratamento com miltefosina 2% na dose de 1mL/10Kg/dia por 28 dias teve inicio ap6s
resultado positivo ao TRT.

Paralelamente ao exame clinico foi realizada coleta sanguinea para realizacdo dos testes
e exames ilustrados no desenho experimental. Mediante os resultados obtido foi dado inicio a
separacdo dos animais para formacao dos grupos.

Tutores que se recusaram a assinar 0 TCLE ou declinaram deste, ou ainda tutores dos
quais 0s animais estavam em estado terminal, ou ainda idosos, filhotes lactantes ou gestantes,

foram excluidos das pesquisas ou nem iniciada a sua participacao.
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Figura 13 - Fluxograma ilustrativo do desenho experimental
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7.5 Exame Clinico (caracterizacéo clinica dos cées)

Inicialmente foi realizado o exame fisico-clinico do animal de acordo com (BICHARD;
SHERING, 1998) o qual foram observados os parametros de frequéncia cardiaca (Figura 14);
frequéncia respiratdria; tempo de perfusdo capilar; temperatura retal; palpacdo (Figura 15);
verificacdo de coloracdo de mucosas, presenca de ectoparasitas e lesdes de pele, bem como
presenca de secre¢do ocular e/ou genital dos animais, conforme anexo 1 e separados
clinicamente em sintomaticos e assintomaticos.

Na avaliacdo clinica foi considerado subdivididos animais sintomaticos em:
Oligossintomaticos (animais com até 3 sinais clinicos) e polissintométicos (animais que
apresentaram mais de 3 sinais clinicos). Com base nos resultados foram direcionados aos seus
respectivos grupos (Doente, infectado e exposto), a fim de promover analises observacionais

quanto a clinica, mesmo sem os resultados de diagndéstico conclusivos da LVC.
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Figura 14 - Exame clinico: auscultacédo

igura 15 - Exame clinico: Palpacdo
| m— “ .

=

Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021

7.6 Coleta sanguinea

Foram realizadas 3 coletas sanguineas no tempo “0” (T0) antes do tratamento, no tempo
20 (T20) 20 dias do inicio do tratamento e no tempo 30 (T30) 30 dias apds o inicio do
tratamento. Para tal, a coleta foi realizada na Clinica Escola do Centro Universitario, onde 0s
animais foram contidos, através do uso de focinheira (Figura 16). Em seguida o animal foi
colocado em decubito para a coleta de 5 a 9 mL (conforme porte do animal) por meio de
venopuncao da cefélica (Figura 17), safena lateral ou jugular, mediante prévia antissepsia com

alcool 70%. Cada amostra foi dividida em 3 tubos:

a) Tubo contendo etilenodiaminotetracético (EDTA 0,009 g/5ml de sangue) para
conservacdao do DNA e aplicagdo da gPCR. Além da confecgdo de esfregaco
sanguineo para submissao aos testes hematoldgicos.

b) Acondicionado em RNA later para conservacdo do RNA e realizacdo da
expressdo génica. Ambas as amostras foram acondicionadas e mantidas em
freezer a -80°C para posterior extracdo de DNA e RNA;

c) Sem EDTA para obtencao do soro e submisséao aos testes de DPP, ELISA e RIFI,

e testes bioguimicos.
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Figura 16 - Contenc&o para coleta

Figura 17 - Coleta sanguinea

Coleta

Focinheira

Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021

7.7 Processamento e armazenamento das amostras

As amostras obtidas segundo item 7.6 sem anticoagulante foram centrifugadas a 3.500
rpm por 15 minutos (Figura 18) e parte do soro (Figura 19) foi submetido aos testes sorolégicos
descritos no topico 7.8 e a outra parte do soro destinado a anélise bioquimica (7.9.2), sendo
conservadas até 0 momento dos testes a -20°C. As amostras contendo EDTA foram a priori, em
parte estocadas a - 80°C para posteriori descongelamento e realizacdo da extracdo do DNA e
aplicacdo da gPCR conforme item 7.8.2. A outra parte foi destinada aos exames hematologicos
(7.9.1), sendo uma aliquota destinada a confeccdo de esfregaco para pesquisa de hemoparasitas
(Figura 20) (7.8.3.2); As amostras com RNA later foram conservadas inicialmente a -80°C e
depois descongeladas e feita a extracdo do RNA (7.11), transcrigéo reversa e amplificagdo do
cDNA por RT-gqPCR .
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Figura 19 - Soro Figura 20 - Esfregaco sanguineo

/190

Figura 18 - Centrifuga

Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021

7.8 Diagnostico soroldgico

Foram utilizados para diagnostico soroldgicos teste pré-estabelecidos pelo Ministério
da Saude (M.S) aplicado ao diagnoéstico da leishmaniose visceral canina no Brasil, além da

Reacdo de imunofluorescéncia indireta ndo mais exigida pelo M.S.

7.8.1 Testes soroldgicos para L. infantum: ELISA, RIFI e DPP

Diagndstico para as leishmanioses (identificacdo de cdes positivos/presenca e
quantificacdo de imunoglobulina G)

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania em soro foi realizada utilizando o teste
imunoenzimatico (Enzyme-linkedimmunosorbentAssay - ELISA) de Bio — Manguinhos /
FIOCRUZ que detecta anticorpos anti- antigenos total de Leishmania-major-like (FUJIMORI
et al., 2021) de acordo com as instrugdes contidas no kit (Figura 21).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi desenvolvida in house utilizando
laminas sensibilizadas com antigenos de promastigotas de L. infantum oriundas de cultura em
meio Schneider. Foi utilizado o conjugado 1gG anti cdo da SIGMA, seguindo o protocolo de
RIFI para diagndstico de Leishmaniose de Bio-Manguinhos/FIOCRUZ (Figura 22).

O Dual Plate Platform (DPP) que ¢é classificado como teste rapido
imunocromatografico (TRI), o qual usa a tecnologia Dipstick com proteina recombinante rk28
construida de uma proteina quimérica de rK9, rk26 e rk39 de Leishmania infantum (FUJIMORI
et al., 2021) foi utilizado seguindo as instru¢cbes contidas nos kits da Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ. Devido a sua sensibilidade o teste também foi utilizado para

verificagcdo do momento da soroconversao (Figura 23).
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Figura 22 - RIFI Figura 23 - Kit DPP

Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021

Os métodos foram usados, ainda, para identificar a partir da densidade 6ptica (D.O) no
ponto de corte estabelecido aumento ou decréscimo dos niveis de 1IgG no método de ELISA e
estimar alta e baixa producdo através da reacdo da intensidade da cor no ensaio

imunocromatogréfico conforme figuras 24, 25 e 26.
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7.8.2 Diagnostico molecular usando a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

para Leishmania infantum:

A gPCR foi utilizada como método de diagndstico de L. infantum em associacdo com
os testes soroldgicos para definicdo dos grupos. Foram consideradas positivas amostras com
deteccdo de DNA de L. infantum confirmada pela curva logaritmica de amplificacdo, com
temperatura de Melt proxima de 80°C (Figura 27). A gPCR, ainda, foi usada para
monitoramento da carga parasitaria durante o tratamento com a miltefosina e quantificacdo das
citocinas. Para diagnoéstico e quantificacdo foi utilizado foi usado o sistema LINF 1B com
utilizacdo de SYBR Green, que detecta um fragmento de 132 pares de bases do KDNA do
Complexo L. donovani (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009). Foi utilizada a curva padrdo de
DNA gendmico de L.infantum de 1 ng a 1 fg com fator de diluicdo 10 e o controle negativo
(amostra sem DNA). O volume final utilizado foi de 50 pL, sendo 25 de SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems).
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Figura 27 - Amostra positiva com curva de Melt com temperatura proxima de 80°C
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7.8.2.1 Extracédo de DNA

Foi utilizado 0 Wizard® Genomic DNA Purification Kit da Promega S&o Paulo-Brasil,

seguindo as instrucdes do fabricante, o qual consiste em:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Utilizar 300 pl de volume de amostra de sangue total com 900 ul de solugéo de lise
celular a um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 ml.

Agitar suavemente o tubo de sangue até ficar bem misturado; depois transfira o sangue
para o0 tubo que contém a solucdo de lise celular. Inverter o tubo 5 a 6 vezes para
misturar.

Incubar a mistura por 10 minutos em temperatura ambiente (inverta 2-3 vezes uma vez
durante a incubacéo) para lisar os globulos vermelhos. Centrifugar a 13.000-16.000 x
g por 20 segundos em temperatura ambiente para 300 pl de amostra.

Remover e descarte 0 maximo de sobrenadante possivel sem perturbar o sedimento
branco visivel. Aproximadamente 10-20 pl de liquido residual permanecerdo no tubo
de 1,5 ml (amostra de 300 pl). Repetir as etapas 1 a 4 até o pellet ficar branco.

Agite o tubo no vortex vigorosamente até que os globulos brancos sejam ressuspensos
(10 a 15 segundos). Ressuspender completamente os glébulos brancos para obter uma
lise celular eficiente.

Adicionar a solucdo de lise de nacleo (300 pl para o volume da amostra de 300 pl);
pipetar a solugdo 5 a 6 vezes para lisar os globulos brancos. A solucéo deve se tornar
muito Viscoso.

Se aglomerados de células forem visiveis ap6s a mistura, incubar a solugdo a 37 ° C até

gue os aglomerados sejam interrompidos.
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8) Adicionar a solucdo de precipitacdo de proteinas (100 ul para 300 pl de volume de
amostra; e agite no vortex vigorosamente por 10 a 20 segundos. Pequenos aglomerados
de proteinas podem ser visiveis ap0s o vortice.

9) Centrifugar a 13.000-16.000 x g por 3 minutos em temperatura ambiente para um
volume de amostra de 300 pl. Um pellet de proteina marrom escuro deve estar visivel
(Figura 28). Se nenhum pellet for observado, consulte a Se¢do

10) Para um volume de amostra de 300 pl, transferir o sobrenadante para um tubo de
microcentrifuga limpo de 1,5 ml contendo 300 pl de isopropanol a temperatura
ambiente.

11) Misturar delicadamente a solucdo por inversao até que os filamentos brancos de DNA
do tipo filamento formem uma massa visivel.

12) Centrifugar a 13.000-16.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente para 300 ul de
amostra.

13) Decantar o sobrenadante e adicione um volume de amostra de etanol a 70% em
temperatura ambiente ao DNA. Inverter suavemente o tubo varias vezes para lavar o
pellet de DNA e as laterais do tubo de microcentrifuga. Centrifugue como na Etapa 12.

14) Aspirar cuidadosamente o etanol usando uma pipeta de Pasteur extraida ou uma ponta
de pipeta de sequenciamento. Inverter o tubo limpe o papel absorvente e seque ao ar
por 10 a 15 minutos.

15) Adicionar a solucdo de reidratacdo (agua) de DNA (100 pl para volume de amostra de
300 pl) ao tubo e reidratar o DNA incubando a 65 ° C por 1 hora. Misturar
periodicamente a solucdo batendo suavemente no tubo. Como alternativa, reidratacéo
do DNA incubando a solucéo durante a noite a temperatura ambiente oua 4 ° C.

16) Armazenamento do DNA entre 2 e 8 ° C. Teste de curva padrao (Figura 29)
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Figura 28- Pellet de L.infatum Figura 29 - Curva de logaritmica de DNA L.infatum de 1 ng a 1fg
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7.8.2.2 Preparacdo e aplicacdo do Master Mix

Para deteccdo de L. infantum, foi usado o sistema LINF 1B com utilizagcdo de SYBR
Green, que detecta um fragmento de 132 pares de bases do KDNA do Complexo L. donovani
(PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009). Foi utilizada a curva padrdo de DNA genémico de L.
infantum de 1 ng a 1 fg com fator de diluicdo 10 e o controle negativo (amostra sem DNA). O
volume final utilizado foi de 50 pL, sendo 25 de SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems), 1,0 uL do primer Linf 1B Forward (5’-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3")¢e 1,0
pL do primer Linf 1B Reverse (5’-TTACACCAACCCCCAGTTTC-3"), 21 uL de agua tipo 1
e 2 UL de DNA genbémico de L. infantum (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009).

7.8.2.3 Termociclador

A placa ou tubos contendo o mix e as amostras analisadas foram submetidos ao
termociclador QuantStudio 5 (Figura 30) sistema de PCR em tempo real (Termo Fisher
Scientific-BR) nas condicOes de temperatura padrdo do aparelho (95°C/15 s e 60°C/1 min e

72°C/30s) e gerando um sistema de graficos para anélise.
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Figura 30 - Termociclador QuatStudio 5
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7.8.3 Diagnostico parasitologico

Foram realizados mais de um método para deteccdo do parasito, incluindo pesquisa em

lamina até identificacdo do DNA em amostras de sangue.

7.8.3.1 Bidpsia de medula e linfonodo para diagndéstico de Leishmania infantum

Para os animais cujo procedimento de coleta incluiu puncdo medular (Figura 31) e/ou
de linfonodo (Figura 32), houve aplicacdo subcutanea de atropina, na dose de 0,044 mg/kg
como medicacdo pré-anestésica (MPA) e apos 5 a 10 minutos de laténcia, sendo observada uma
discreta taquicardia, foi entdo iniciada anestesia dissociativa com aplicacdo por via
intramuscular de xilazina (1mg/kg) e cetamina (15 mg/kg), as duas drogas na mesma seringa.
Ap0s cinco minutos de laténcia (MASSONE, 2008), foi dado inicio a pun¢do de medula 6ssea
na crista do 0sso esterno (seringa de 20 mL, agulha 40 x1,20 mm) e/ou puncdo de linfonodo
popliteo (seringa de 10 mL, agulha 0,25X7mm). Apenas animais que apresentaram hipertrofia
do linfonodo popliteo foram destinados a puncdo aspirativa do mesmo, desde que
consentimento do tutor. O procedimento anestésico apresenta duracdo média de 40 a 50
minutos. Animais idosos ndo foram inclusos, devido ao risco de bradicardia. Durante todo o
procedimento, os animais foram acompanhados por médico veterinario, sendo monitorados 0s
reflexos interdigital e palpebral, bem como a frequéncia cardiaca. O uso da atropina como
MPA, evita os efeitos parassimpatomimetico (PSNS) da xilazina. Apos o procedimento de

coleta, os animais foram observados durante a recuperacéo por 50 a 60 minutos.
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Foi feito squash a partir de espiculas medulares obtidas da biopsia e analisadas em
microscopio optico na marca Nikon Eclipse E200 na objetiva de 100x. A visualizacdo de formas

amastigotas determina a positividade da amostra.

Figura 31 - Puncdo de Medula Figura: 32- Puncdo de linfonodo

Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021

7.8.3.2 Pesquisa de hemoparasita (Pesquisar, identificar a presenga de hemoparasitas)

Foram confeccionados estiracos sanguineos, os quais foram corados com corante rapido
para hematologia (Pan6tipo) e realizada a pesquisa por parasitos nas laminas em microscépio
Nikon Eclipse E200 na objetiva de 100x. Foram pesquisadas hemécias, neutréfilos, mondcitos,
plaquetas para identificacdo de Babesia, Anaplasma Phagocitophurum, Ehrlichia canis (Figura
33), Anaplasma platys (Figura 34). Foi utilizada a capa leucocitaria a fim de aumentar a
sensibilidade para visualizagéo de Ehrlichia e Anaplasma (RISTOW; JACOLME, 2018).

Figura 33 - Ehrlichia canis Figura 34 - Anaplasma platys
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7.9 Exames complementares

Foram realizados exames complementares a fim de monitorar a evolugédo do animal ao

tratamento e predizer sobre seu estado clinico.

7.9.1 Analise hematoldgica (perfil hematologico dos caes)

Foi aplicada a metodologia do hemocitdmetro para determinagdo do nimero total de
hemaécias e leucdcitos, utilizando os diluentes de Gower e Turk, respectivamente. O volume
globular sera determinado seguindo a metodologia do microhematdcrito. A hemoglobina foi
determinada utilizando a metodologia do cianometahemoglobina e a contagem diferencial dos
leucdcitos, bem como a avaliagdo da morfologia das células atraves do estirago sanguineo
corado por corante rapido para hematologia (THRALL, 2015). Esses exames foram realizados

pelo Laboratério de Analises Clinicas do Centro Universitario.

7.9.2 Andlise bioquimica (Verificacdo da funcdo hepética e renal dos cées)

Os parametros para avaliacdo hepéatica foram: Alanina aminotransferase (ALT),
conforme metodologia cinética UV — IFCC; Fosfatase alcalina (ALP), com a metodologia
Bowers e Mc Comb Modificado, Proteinas totais, método Biureto e Albumina, Verde de
Bromocresol. Para isto, foram utilizados kits bioquimicos comerciais da marca Labtest®, € a
leitura das amostras realizada em analisador bioquimico semi-automatico Bioplus® Bio200,
previamente calibrado, segundo as recomendacdes do fabricante dos Kits. Para a avaliagcdo da
funcdo renal, foram avaliados o0s parametros: creatinina, utilizando a metodologia cinética, e 0
teste de ureia, com a metodologia enzimética UV. Para isto, foram utilizados kits bioquimicos
comerciais da marca Labtest Biotecnologia®, e o analisador bioguimico semi-automatico
Bioplus Bi0200, segundo as recomendacbes do fabricante dos kits (THRALL, 2015). Os
exames foram realizados pelo Laboratdrio de Analises Clinicas do Centro Universitario.

7.9.3 Ultrassom com Doppler (Preservacdo morfométrica dos figado, baco e rim)
A avaliacdo ultrassonografica foi efetuada utilizando transdutor microconvexo

multifrequencial (Mylab Five, Esaote, Brasil) e software power Doppler e dopplerfluxometria

com o objetivo de avaliar os aspectos ecogréficos do figado, baco e rim, bem como foi
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determinado o indice pulsatil e indice de resisténcia vascular desses 6rgdos. As caracteristicas
e os critérios de avaliacdo renal seguirdo a classificacdo descrita por Santos (2009). O exame

foi realizado no Laboratorio de imagens da Clinica Escola de Medicina Veterinaria do Cesmac.

7.10 Tratamento endectocida, babesicida, bactericida e leishmanicida

Os animais positivos e negativos foram submetidos ao tratamento endectocida. A fim
de eliminar parasitas gastrointestinais foi administrado ivermectina + pirantel + praziquantel +
febantel por via oral em dose Unica. Para controle de pulgas, carrapatos, piolhos foi utilizado
coleira a base de deltametrina & 4%. Em casos de animais ja tratados ndo foi repetido o
tratamento para qualquer das doencas parasitarias citadas acima.

Animais com alteracdo no hemograma sugestivo de hemoparasitose e/ou presenca de
hemoparasitas na lamina para Babesia, Ehrlichia e Anaplasma foram tratados com dipropionato
de imidocarb na dose de 3,5mg/kg, o equivalente a 1ImL do produto para cada 20kg por via
intramuscular e repetido com 15 dias e doxiciclina na dose de 50mg/10kg a cada 12 horas
durante 21 dias. Salientado que em casos de animais infectados com algum desses agentes e
antes de iniciar o tratamento com miltefosina os animais foram tratados com o protocolo citado
para cada caso citado. Em casos de animais ja tratados ndo foi repetido o tratamento para
qualquer das doengas parasitarias citadas acima. A miltefosina s6 foi administrada a 2% por via

oral na dose de 1mL/10kg/dia durante 28 dias apds tratamento parasitario.

7.11 Avaliacdo da resposta imune frente a infeccdo por L. infantum (Expressdo de
citocinas)

Etapas para avaliacdo da resposta imune descrita na sequéncia realizada a partir da

extracéo.

7.11.1 Extragdo de RNA

A extracdo do RNA (Figura 35) total foi realizada segundo protocolo descrito por
Sambrook et al. (2001), modificado. Foi utilizado 300 pL de sangue total, o qual foi
centrifugado e o sedimento ressuspenso em Tiocianato de Guanidina. O RNA foi precipitado

com isopropanol e ressuspenso em H20 ultra pura livre de RNases. Posteriormente foi
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realizada a purificacdo com DNAse (DNAse | — Sigma Aldrich) segundo normas do fabricante.
O RNA obtido foi quantificado em NanoDrop 2000 e no Qubit 4 (Figura 36) e a pureza e
integridade conferida em gel de agarose 1% (Figura 37) preparado em agua DEPC (Agua Milli-
Q tratada com dietilpirocarbonato). A partir do RNA obtido foi realizada a sintese do cDNA

para utilizagdo nos ensaios de RT-qPCR.

Figura 35 - Extracdo de RNA  Figura 36 - Qubit Figura 37 - Gel de agarose 1%

Qubit 4

=4 4 -

Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021

7.11.2 Sintese de cDNA

A sintese dos cDNAs para deteccdo dos mRNA’s das citocinas analisadas foi realizada
pelo sistema de transcricéo reversa utilizando o kit ImProm-II™ Reverse Transcription System
(Promega) desenvolvido com base no protocolo do fabricante. O controle negativo das amostras
foi a amostra em duplicata do RNA sem a enzima transcriptase. Para transcricdo foi utilizado o
termociclador Bioer Gene Pro Térmica cycler TC-E-96G e o termociclador SimpliAmp
Thermal Cycler da Applied biosystems (Figura 38) nas condigdes indicadas pelo fabricante

(Figura 39). Foi seguido as recomendac@es do fabricante esquema da figura 39.

Figura 38 - Termociclador Figura 39 - Condic6es de ciclagem

I T T
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Edit your time & temperatures
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0:00: vs?'@ um:
1x

Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021
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Figura 40 - Esquema geral de opcGes de sintese de cDNAe tipos de analises usando ImProm-I1™ Reverse
Transcription System.
Combine o primer + RNA:
Oligo (dT) primer e/ou primer de gene especifico
5 AAAAA 5 5’
TTTTT-5 NNNNNN-5’ GATCGATC-5°
Agueca a 70°C por 5 minutos.
Resfriamento rapido no gelo por 5 minutos
Mix de Transcricdo reversa.
Adicionar as aliquotas primer /RNAmix e reaquecer a 25°C por 5 minutos
5’ AAAAA 5 5
TTTTT-5 NNNNNN-5’ GATCGATC-5’
Realizar a reacdo de sintese da primeira cadeia
42°C por 60 minutos
5 AAAAA 5 5
< TTTTT-5 < NNNNNN-5" « GATCGATC-5’
ANALISES
Analise direta de Segundo passo do RT-PCR(70°C 15 mint.) Estocar -20°C
DNA
¢ Adicionar a amostra da reacdo de RT para PCR ou

gPCR

Fonte: Promega Corporation
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7.11.3 Avaliagéo da expresséo das citocinas

O cDNA foi amplificado utilizando sondas customizadas para detec¢cdo dos genes alvo
e (INFo genes de referéncia (B-actina). As amostras foram analisadas no termociclador
QuantStudio 5 da Real-time PCR system (Thermo Fisher Scientific-BR) nas condic¢oes
convencionais de ciclagem da maquina (Figura 41), utilizando uma reacdo final de 10uL, sendo
5 pL de 2x Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 uL 20x TagMan Assay, 2,5 uL de agua
(DEPC) e 2 pL de cDNA. Para cada placa foi utilizado controle negativo, apenas com o0 mix.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata técnica e bioldgica. As curvas padrdo dos
genes de referéncia mostraram resultados com eficiéncia (> 90%). Uma quantificacdo relativa
foi calculada pelo método 22ACT, Neste método, a quantificacio relativa foi dada pela razio
entre os valores médios de CT (limiar do ciclo) dos genes alvo e o genes de referéncia (-

actina).

Figura 41 - Condic0es de ciclagem utilizada para quantificacdo dos genes alvos e de referéncia
E QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1

File  Edit  Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export

Experiment Method

Volume Cover
0 pL 105.0°C
Hold Stage PCR Stage
95.0°C 95.0°C
. = = 60.0°C
50.0°C - 1.6 °C, - —
= 16°cis 1000 /S 00:15 1.6°Cls =
1.6°C/s 02:00 L e 01:00
[ o] W
Stepl Step2 Step1 Step2
40 tlx
Legends: ﬂ Data Collection On Data Collection Off m Pause On Pause Off % Advanced Settings  V VeriFlex

Fonte: A autora, 2021

Os genes alvos foram IL-4 (Cf02623112_m1/ IL4 / cat# 4331182/ Inventoried/FAM-
MGB/S:250 rxns), IFN-y (Cf02623316_m1 IFNG /cat# 4331182 Inventoried/FAM/
MGB/S:250 rxn), IL-10 (Cf02624265_m1/IL10 / cat# 4331182/Inventoried/FAM-MGB/S:250
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rxns) e como gene endogeno a 3-Actina (Cf04931159 _m1 ACTB/ cat# 4331182 Inventoried
FAM-MGB/S:250 rxns).

7.14 Andlise dos dados

Os dados foram tabulados e classificados de acordo com os grupos estudados (G1, G2
G3 e G4), assim como 0 momento em que cada parametro hematoldgico foi avaliado (0, 20 e
30 dias). Para avaliar a normalidade dos dados foi usado o teste de Kolmogorov-Smirnov. As
médias foram comparadas utilizando-se analise de variancia (One-Way ANOVA), seguido do
teste de teste de Student Newman-Keuls (SNK). Todos os dados foram analisados através do

software R Studio v1.4 e as diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05.
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8 ASPECTOS ETICOS

A alta taxa de prevaléncia normalmente obtida nesses trabalhos possibilitou a inclusao
de numeros suficientes de cdes LV positivos para a realizacdo das analises de grupos. Os
proprietarios dos animais foram convidados a participar da pesquisa e a assinar um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a utilizagdo do material coletado para
fins cientificos. O projeto foi submetido e aprovado na comissdo do CEUA do Centro
Universitario Cesmac, visto que a pesquisa com os animais foi desenvolvida na referida
instituicdo com o titulo: “O uso do teste imunocromatografico na deteccao de imunoglobulinas
G anti-Leishmania infantum em cdes com leishmaniose visceral, submetidos ao tratamento com

miltefosina” com nimero de protocolo de aprovagdo: 13A-2018 (Anexo B).
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9 RESULTADOS

Os resultados foram analisados e expostos em forma de gréficos, imagens e tabelas

seguindo a sequéncia dos objetivos especificos presentes nesta tese.

9.1 Resultados soroldgicos

Os resultados obtidos durante o monitoramento soroldgico mostraram que houve
soroconversao em animais expostos e infectados submetidos ao tratamento com miltefosina 2%
(Tabelas 1 e 2). Observou-se ainda que 100% dos animais expostos negativaram em um dos
testes soroldgicos utilizados para 0 monitoramento como mostra na tabela 1, demostrando a
reducdo dos niveis de IgG mediante a acdo da miltefosina.

O grupo infectado também apresentou soroconversdo em 40% (2/5) dos animais ao
RIFI, ndo sendo observado nos demais testes aplicados (Tabela 2). Ndo foi verificado
soroconversao em animais doentes (Tabela 3). Todos os animais do grupo controle se
mantiveram negativos durante o periodo da pesquisa tanto no DPP quanto no ELISA e no RIFI,
ndo sendo observado nenhuma soroconversao neste grupo (Tabela 4).

No grupo exposto, conforme tabela 2, € verificado que no ELISA os niveis de 1gG séo
em sua maioria decrescente em 80% (4/5) dos casos. Houve soroconversdes correspondendo a
33,3% (2/3) com base no cut-off do teste que no estudo foi de 0,371. Ainda neste grupo a
mudanca soroldgica de positivo para negativo foi observada em 80% (4/5) dos cées utilizando
0 DPP e 20% (3/5) no RIFI. E possivel perceber que animais expostos submetidos ao tratamento

com miltefosina negativaram tanto em testes quantitativos quanto qualitativos.
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Tabela 1 - Monitoramento sorolégico dos cdes no grupo exposto em diferentes tempos tratado com miltefosina

ELISA DPP RIFI

Grupo Exposto Cut-off 0,371 Cut-off 1:40
0 20 30 0 20 30 0 20 30
Bradock 0.497 0.476 0.566 + + + + + -
Martinho 0.250 0.157 0.140 + - - + - -
Ney 0.184 0.256 0.229 + - - + - -
Ivete 0.434 0.272 0.145 + - - - B B
Lili 0.372 0.356 0.306 + - - + + +

Fonte: A autora, 2021

Tabela 2 - Monitoramento sorolégico dos cdes no grupo infectado em diferentes tempos tratado com miltefosina

ELISA DPP RIFI

Grupo Infectado Cut-off 0,371 Cut-off 1:40

0 20 30 0 20 30 0 20 30
Belinha 0.797 0.913 0.473 + + + + - -
Raposa 0.422 0.408 0.551 + + + + + +
Megg 0.791 1.157 1.182 + + + - B ¥
Shwiro 0.768 0.951 1.152 + + + + - -
Pipa 1.045 0.827 1.091 + + + + - -

Fonte: A autora, 2021

Tabela 3 - Monitoramento sorolégico dos cdes no grupo doente em diferentes tempos tratado com miltefosina

ELISA DPP RIFI

Grupo Doente Cut-off 0,371 Cut-off 1:40
0 20 30 0 20 30 0 20 30
Angelica 1,203 1,340 1,514 + + + - - -
Galo 0.885 1.076 1.017 + + + + + +
Linda Jones 1.113 1.370 1.501 + + + - - R
Dani Bondi 1.127 1.155 1.091 + + + + + +
Tilico 1.346 1.068 1.509 + + + + - -

Fonte: A autora, 2021
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Tabela 4 - Monitoramento sorolégico dos cées no grupo controle sem tratamento

ELISA DPP RIFI
Grupo Negativo Cut-off 0,371 Cut-off 1:40
0 20 30 0 20 30 0 20 30
Costela 0.209 0.163 0.197 - - -
Bombom 0.197 0.235 0.197 - - -
Toby 0.224 0.179 0.241 - - -
Favela 0.251 0.285 0.276 - - -
Catita 0.268 0.310 0.210 - - -

Fonte: A autora, 2021

As figuras 42, 43 e 44 ilustram em forma hierarquica os diferentes resultados que podem
ter animais submetidos ao tratamento com miltefosina, dependendo do teste que seja solicitado
para o diagnostico ou monitoramento da doenca. Foi verificado, neste estudo, niveis de
anticorpos baixos ao ponto de ndo serem detectados em alguns métodos sorologicos aplicados,
com variedade no percentual de deteccdo entre eles, conforme fluxograma representado pela

Figura 42.

Figura 42 - Fluxograma de diagnéstico soroldgico do grupo expostos

Dia “0” Dia 20 Dia 30

ELISA
.

ELISA

60%
100% RIFI

ELISA
- -
20% RIFI

80%

O%

Fonte: A autora, 2021
Legenda: resultados soroldgicos em percentual, dos animais tratados com miltefosina, do grupo exposto durante
0 monitoramento
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Figura 43 - Fluxograma de diagnéstico soroldgico do grupo infectado

Dia “0” Dia 20 Dia 30

ELISA ELISA ELISA
100% < RIFI < RIFI < RIFI

0% 20%

Fonte: A autora, 2021
Legenda: resultados soroldgicos em percentual, dos animais tratados com miltefosina, do grupo infectado durante
0 monitoramento

Figura 44 - Fluxograma de diagnéstico soroldgico do grupo doente

Dia “0” Dia 20 Dia 30
ELISA ELISA ELISA
100% 100% 100%
100% RIFI 100% RIFI 100% RIFI

40%

60% 0%

Fonte: A autora, 2021
Legenda: resultados soroldgicos em percentual, dos animais tratados com miltefosina, do grupo doente durante o
monitoramento

9.2 Resultado da carga parasitaria obtida pela gPCR

A carga parasitaria foi reduzida em 80% dos animais dos grupos infectados e doentes
ao longo do tratamento, como mostra os graficos 1 e 2. No grupo de infectado ndo foi detectado
DNA de L. infantum em 20% (1/5) das amostras ao vigésimo dia do tratamento. Apds o
tratamento ndo foi detectado DNA de L. infantum na amostra de 60% (3/5) dos cées do grupo
infectado. Apenas 20% (1/5) do referido grupo teve aumento progressivo da carga parasitaria
durante e logo ap6s o tratamento.



Gréfico 1 - Carga Parasitaria dos animais
infectados submetidos ao tratamento com
miltefosina 2% nos tempos 0, 20 e 30 dias.

CARGA PARASITARIA DE
CAES INFECTADOS

6.000
5.000
£  4.000
>
2 3.000
<
Z 2000
1.000
0 \
0 20 30
Ciol  4.957 0,537 0,697
C302 38,094 0,434 0
C303 93,273 671,49 2,916
C304 87,388 101,306 0
C305 1,794 2,153 0,0062

Fonte: A autora, 2021

Gréfico 2 - Carga Parasitaria dos animais doentes
submetidos ao tratamento com miltefosina 2% nos
tempos 0, 20 e 30 dias

CARGA PARASITARIA DE
CAES DOENTES

600.000,00
500.000,00
400.000,00
300.000,00
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100.000,00
0,00 6 210 30
—e—C301 220.359, 511.125, 1.994,63
Cd02 322,288 13,446 3,338
Cio3 372,84 5,029 1,538
Ci04 16.237,6 1.284,58 22,301
—¥=C305 29,738 @ 22,824 17.243,5

DNA/ML/FG
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Legenda: Resultados do monitoramento da carga parasitaria obtida em fg de DNA por pL de amostra de sangue
total de cada animal em diferentes tempos do grupo infectado (Grafico 1) e do grupo doente (Gréfico 2).

9.3 Resultados da andlise clinica dos animais antes durante e ap0s o tratamento

Na analise clinica realizada nos animais tratados com a miltefosina 2%, observou-se

uma melhora clinica ao final do tratamento (Figura 45A-D). Entretanto aos 20 dias foi

verificada a piora clinica em alguns grupos, o que culminou com o declinio do TCLE de alguns

tutores dos animais em participar da pesquisa. A evolucdo da melhora clinica, em alguns

animais, pode chagar a auséncia de sinais clinicos. Os resultados observados quanto a

progressao da melhora clinica ap6s o término do tratamento mudou em alguns grupos o status

clinico para assintomatico, conforme figuras 46A-C.
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Figura 45 — Evolucdo clinica do paciente Shwiro.
L —— 1

Fonte: A autora, 2021

Legenda: A: com 20 dias de tratamento com lesdes. B: Lesdo aberta na articulagdo Umero-radio-ulna semelhante
a calo de decubito. C: Lesdo aberta na regido carpica e metarcapica falageana. D: 30 dias de tratamento,
e Shwiro sem apresentar lesdo.

Figura 46 — Evolucdo clinica da apaciente Megg.

A -

Fonte: A autora (2021)

Legenda: A: antes do tratamento com alopecia e hipotricose; B: reducgdo das areas de alopecia; C: melhora clinica
apos 30 dias do inicio do tratamento.

Baseado nos critérios da classificacdo clinica da leishmaniose visceral canina em
assintomatico (sem sinais clinicos) e sintomaticos (com sinais clinicos), os quais sao divididos
em: polissintomaticos (acima de trés sinais clinicos) e oligossintomaticos (entre um e trés sinais
clinicos) foram analisados os status clinicos dos cées tratados. Observou-se que 0s animais do
grupo exposto eram 40% (2/5) assintomaticos (Figura 47A-B) e 60% oligossintomatico com

sinais inespecificos (Quadro 2).



Quadro 2 - Alteracdes clinicas identificadas durante 0 monitoramento do grupo exposto
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Animais Evolucio clinica
exXpostos Dia 0 Status 20 diaz Status 30 dias Status
Viomito Sem
Bradock | Sem alteragio | Assintomatico Perdade | Oligossintomatico alteracio Assintomatico
peso ¢
; Alopeci . . o Al i . . . 5 . -
Martinho Hopecia Oligossintomatico Lopecia Oligossintomatico s Aszintomatico
Hipotricose Hipotricoze alteracio
Ney Hipotricose | Oligossintomatico | Hipotricoze | Oligossintomatico altef:;ﬁo Assintomatico
; .\ . . o 1 . . . 5 . "
Ivete Assintomatico | Oligossintomatico ceras Oligossintomatico s Assintomaticos
abertas alteracdo
- Lezd . . .. A t . . .. Fechament . . ..
Lili esa0 ua Dligossintomatico ume? ° Oligossintomatico € fﬂ © Oligossintomatico
orelha de lesdo da lesdo

Fonte: A autora, 2021

Figura 47 —

Evolucdo clini

Fonte: A autora, 2021
Legenda: A: ao final do tratamento permaneceu assintomatico imagem lateral. B: imagem frontal

Observou-se no grupo infectado (Quadro 3) que 100% dos casos estdo relacionados a

problemas de pele. E possivel observar que 60% dos animais mudaram o status para

assintomaticos devido ao restabelecimento da pele de forma progressiva. Porém, animais com

Ulceras cicatrizadas, apds 20 dias de tratamento tiveram reabertura das lesdes em 60% dos casos

e aos 30 dias voltaram a cicatrizar. Na literatura ndo foram identificados estudos que

mencionem piora clinica neste intervalo de tempo. Assim, 60% apresentaram melhora clinica

e 40% ficaram oligossintomaticos.

Os doentes apresentaram como sinal clinico mais frequente e permanente a onicogrifose

com 80% dos casos do grupo doente (Quadro 4). A melhora ndo foi observada no presente

estudo, possivelmente devido a permanéncia do parasito em niveis expressivos de DNA

detectado na gPCR deste grupo no sangue (Grafico 2).




Quadro 3 - Alteraces clinicas identificadas durante o monitoramento do grupo infectado
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Animais Evoluciio clinica
Infectados Dia Status 20 dias Stafus 30 dias Status
. - . . Ulceras . . " Sem . "
Shwiro, Lesbes fachadas Assintomatico abertas Oligossintomatico alteraciio Assintomaticos
Onicosrifose Onicogrifose Lesdes
Pipa fucogr: Oligossintomatico Lesdes Oligossintomatico fechadas Oligossintomatico
Lesbes fachadas ; .
abertas Onicogrifose
. Onicogrifoze . . - Ulceras . . o Sem . -
Belinha LesBes fochadas Oligossintomatica abertas Oligossintomatico alteracio Assintomaticos
Eaposa Hipotricose Oligossintomatico | Hipotricose | Oligossintomatico alti(&:zﬁa Assintomaticos
T =
Ceratoconjuntivite Secregdo .
Megz Hipotricose Qligossintomatica ocular Polissintomatico, Faslsrits Oligossintomatico
’ Flebite Onicogrifose
Alopecia -
Esclerite
Fonte: A autora, 2021
Quadro 4 - AlteragBes clinicas identificadas durante o monitoramento do grupo doente
Animais Evolucio Clinica
Doentes Dia 0 Status 20 dias Status 30 dias Status
Dani Ulceras aberta ; . . Ulceras ; . - . ; .
Bondi Alopecia Oligossintomatico abertas Oligossintomatico | Ulcera aberta Assintomatico
Tililicg C)Hr;::;y_izgf: Oligossintomatico %ﬁ::ﬁ?;ﬁ Oligossintomatico | Onicogrifose | Oligossintomético
Esplenomegalia Esplenmezalia Ezplenmegalia
Angelica Anorexia Oligossintomatico Anorexia Oligossintomatico Anprexia Oligossintomatico
Onicogrifose omicosrifose onicozrifose
Galo Onicogrifose Oligossintomatico | Onicogrifose | Oligossintomatico | Onicognifose | Oligossintomatico
. . . Onicogrifose
Linda On1cogﬁfﬂse Oligossintomatico Areas de Oligossintomatico | Onicogrifose | Oligossintomatico
Jones Alopecia = alopecia = =

Fonte: A autora, 2021

9.4 Resultados da anélise ultrassonograficas dos animais

Fazendo a analise das alteracGes ultrassonogréaficas observou-se que 80%, 20% e 20%

dos cées pertencentes aos grupos doentes, expostos e infectados, respectivamente, apresentaram

esplenomegalia até os 30 dias ap6s o inicio do tratamento (Gréfico 3). Foi possivel verificar,

ainda, que um animal do grupo infectado apresentou associado a esplenomegalia a presenca de

nodulos esplénicos com reducdo significativa dos nddulos ap6s o tratamento, porém sem

reducdo do tamanho do 6rgdo (Figuras 48 e 49). A hepatomegalia foi verificada em 20% dos

animais de cada um dos grupos tratados, porém com retorno ao tamanho normal ao final do

tratamento em todos os grupos (Gréfico 4).
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Gréfico 3 - Valores absolutos obtidos ap6s Gréfico 4 - Valores absolutos obtidos ap6s
analise ultrassonogréfica esplénica em cdes analise ultrassonogréafica hepatica em cées
nos diferentes grupos nos diferentes grupos
Resultados da analise Resultados da Anélise
ultrassonografico do baco Ultrassonografica do Figado

26 3

£ £

< c

s, 1 :! I I I

o ©
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g Exposto Infectado Doente Negativo GE’ Exposto Infectada Doente Nagativo

Z . S .

Dias = Dias
. Dia "0" 20 dias 30 dias M Dia "0" 20 dias 30 dias
Fonte: A autora, 2021 Fonte: A autora, 2021
Figura 48 - Esplenomegalia com presenca de Figura 49 - Bago com auséncia de nddulos ao final do

nédulos tratamento
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N T >
—

Fonte: Oliveira et al. (2021) Fonte: Oliveira et al. (2021)

9.5 Resultados da analise hematoldgica dos animais antes, durante e logo ap6s o
tratamento

Todos os cées avaliados apresentaram anemia, sendo a mais frequente a anemia
normocitica normocrdémica (Tabelas 5). A série vermelha é uma das primeiras que sofrem
alteracdes nos animais diagnosticados com LVC. O grupo doente (G1) apresentou diminuicéo
no numero de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito, apds o tratamento (Tabela 5)
permanecendo com anemia normocitica normocrdomica ao final do estudo. Os Animais do grupo
infectado (G2) voltaram ao valor de referéncia de eritrocitos aos 20 dias de tratamento
sugerindo reposta ao efeito leishmanicida da miltefosina (Tabela 5), porém aos 30 dias voltaram
a apresentar anemia normocitica, sendo nesta Gltima analise com hipocromia (Tabela 5). O
grupo exposto (G3) caracterizado pela auséncia do parasito em niveis detectaveis,
restabeleceram o quadro de normalidade da série vermelha com eritrocitos dentro do valor de

referéncia (Tabela 5). A série vermelha é uma das primeiras que sofrem alteracfes, como visto



82

neste estudo. Os animais doentes apresentaram diminuicdo no ndmero de hemécias e do
hematdcrito, mesmo apds o tratamento. Animais infectados e expostos apesar de apresentarem
uma media inferior aos valores de referéncia desses dois parametros, mostraram um discreto

aumento dos valores apds o tratamento, porém sem mudar a condicéo de anemia.

Tabela 5 - Analise das médias e desvio padréo dos valores hematolégicos obtidos entre os diferentes grupos em
cada tempo de tratamento com miltefosina 2%.

Parimetreshemateligicoe Analize-dia 0 Anglizerdia20g Anilizediad0o
Valorde-referéncias Cls C2a Gla Cla [ € Cla [ Gz
PP R V5 Tom P YT 5629 T e 57T | 512
Exitrécitos (milimm ) 3.5-8,33 | 5 05 +0,75 £12% | =11Ths | =08Bas | =11Sabs | =L1lbn | =098y | =0.7las
S BE8T TILAY TILIN 704 12800 11,34% B4 14049 11389
Hemoglobinag/dL12.0-18.0% | 7og | \a | 12787 | 2239%ha | =18%an | 226lan | <22ba | =36dan | =L6laba
NP TGN IGO0 TN TS0 T A00Y | A AN | Aa.83q 1 ATA4Y | 31,084
Bemaiosnta (95138472 1604n | £550m | 479% | £69% | +019% 27760 | 46190 | <608 | 25.1%abo
VM G €3 7m §A00% | BRAOT | ESA0T 65407 | ET.04F 66.02% GidEy gAY | Es.02%
w)63-77 s1642 | 2819 | 2088% | 2285 | 2193 £318 | 270= | £15% | 22 14a
CHOM e/l 21 35 0665 30167 ELE U Eier | 3laf 3306 TopE T I008 T 386y

5562 | 6 | 5468 | 186 | 62593 | 22194m L1092 | 6418 | £580m
168,84 | 31597 | 50333 216197 | 33328 | 297.88f | 1EOI6T | 1E3.60f | 262.18%

Ellbaia S11557a  Rf03e  GldBRda. L3052 21182 2 R ) R e

Plaguetas (il ) 2005002

Fonte: A autora, 2021
Legenda: Letras diferentes na mesma linha em cada grupo indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os
tempos estudados, através do teste de Student Newman-Keuls (SNK).

Quando a analise estatistica é realizada em diferentes tempos dentro de cada grupo, ndo
é possivel verificar significancia estatistica. Os valores sdo muito semelhantes quando
analisados entre individuos semelhantes. N&o sendo observado melhora relevante apds iniciado
0 tratamento dentro de cada grupo no que se refere a série vermelha. Foi observado
trombocitopenia crescente nos valores plaquetarios, com reducédo significativa no nimero de

plaquetas ap6s o inicio do tratamento, conforme tabela 6.

Tabela 6 - Analise das médias e desvio padrdo dos valores hematoldgicos obtidos nos diferentes tempos de cada
um dos grupos tratados com de miltefosina 2%.

Parimetros cl Gl Gl
hematologicos’
Valor de dia 0 dia 20 dia 30 dia 0 dia 20 dia 30 dia 0 dia 20 dia 30
referéncia
Eritrdcitos
(milmm3) 5.5 - 4,620,385 3,671.17 3,7921,11 3,2720,75 3,62=0,88 5,71=0,08 4004173 5,02%1,15 5,1220,71
a3
gI_dLlemnlﬂg;u_h:.:aﬂ 8,5842,28 7,0422,30 8,2422.24 12,28=1,74 12,82+1,82 14,3423 64 11,1242,78 11,3422 61 11,381 61
Wﬁﬂ 25,606,04 23,80=6,87 23,0026,18 36,3025 50 37,009,190 37,146,028 32224703 | 32484776 | 3298512
VEMMIE = | gy ape a4 635,40+2,85 64,46+2,70 68,30=8,19 67,04+2,93 63,74+1,53 65402288 | 66012310 | 65002214
CH;!\I_{?IJ 30,66+5,56 33,16+1,86 14,08+1,08 30,1626,62 31,26£3,93 30,06+6,41 3192546 | 339I£194 | 28,622530
Plaguetas
(milmm?) 200 - | 158,84211622 | 21619214889 | 180,162128,67 | 32507=115572 | 33328250572 | 183,6028501h | 303,52286,03 | 2073820118 | 2621323855

00
Fonte: A autora, 2021
Legenda: Letras diferentes na mesma linha em cada momento avaliado indicam diferenca significativa (P<0,05)
entre 0s grupos estudados, através do teste de Student Newman-Keuls (SNK).
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Quando associados os valores dos eritrocitos (Grafico 5) aos das plaquetas (Gréfico 6),
e hemoglobina é possivel atestar e predizer sobre a gravidade da enfermidade. Neste estudo foi
observado uma resposta estatisticamente significativa ap6s o inicio do tratamento em todos 0s
grupos com o aumento dos eritrocitos. Apesar de nao ter sido observado significancia estatistica
quanto aos valores plaquetarios entre os grupos, foi possivel verificar um aumento de plaquetas,
acompanhando o nimero de eritrdcitos. Porém, aos 30 dias, é verificada a trombocitopenia nos
grupos doente e infectado e uma reducéo das plaquetas no grupo exposto. Apesar disto, nenhum

sinal clinico de hemorragia foi detectado nos animais examinado.

Gréfico 5 - Valores médios de eritrdcitos
comparados entre grupos nos diferentes tempos

Gréfico 6 - Valores médios de plaquetas
comparados entre grupos nos diferentes tempos

Eritrocitos (mil/mm3) 5.5 - 8.5 Plaquetas (mil/mm¥) 200 - 500
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Fonte: A autora, 2021

Legenda: A presenca de letras diferentes no mesmo
dia analisado indica diferenca significativa (p<0,05)
entre os grupos analisados, através do teste de SNK.

Fonte: A autora, 2021

Legenda: A presenca de letras diferentes no mesmo
dia analisado indica diferenca significativa (p<0,05)
entre os grupos analisados, atraves do teste de SNK.
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Tabela 7 - Valores da média e desvio padréo da série leucocitaria em diferentes tempos de cada grupo tratado com
milfefosina 2% nas diferentes fases clinicas

Doente(G1) Infectado(G2) Exposto(G3)
Parametros dos
leucdcitos/
N 0 20 30 0 20 30 0 20 30
Valor de referéncia P P P
Leucécitos (mil/mm3) 7.42+ 9.10% 10.40+ 9.14+ 7.67+2 1244+ | 11.94431 11.86
6.000-17.000 2,60 3,18 760 | 00482 | ggp | S0BE3OA | a0 | 083 ) g, 5 3,36 0.9502
Basofilo (mil/mm?) 18,80+ 18340 34&20 oagso | 000 | 3040160 123'80 ooz | 90208 | 68d0xi0 | 2060: | oo
0-170 208 | 43710 | 20475 0,00b 43ab 0996 102,28 8,69 66,18
6710, | 7.215, 6.736 5.071, 8.469
Segmentados (mil/mm?) 4.971,20% 80 40+ 80+ 6.296,40 00 Cie | 741580+ | 7.713,20+
3.600-13.090 205675 | 3360, | 5244 | “%%%7 | 5smo, | 410677 | 2140, | 08109 6801)52'79 370440 | 396800 | 29222
66 88 73 2 :
Bastonete (mil/mm?) 000t | 000+ | a0 | (a0 | Bao0x | 2e0e [ N ) og0s0 | a0240e2 |
0510 0,00 000 | 10598 | 83,73 581 * i 00 28,07 OO, i
260,10
243,00 699,40 646,60
Eosinfilos (mil/mm?) 8000+ | 29940 | 74860 497,80+ 7474085 | 798,00+
o s + +1.224 | 03717 + 406,20 + 01963 | 22050 | "7 a1y | 08431
: ' 327,27 28 287,54 ’ 411,64 7 ’ '
3.180, 3245
Linfécitos (milimm?) 4.208,60+ S 2752 | vos | 60F | 3d0sd0x | o | oo Sﬁiﬁg 4156,40¢ | 3005008 | oo
720-5.100 263646 | 2654, | 496 | O 3335, | 364675 | 3208 | *e5 | 173554 | 990,48 i
10 84,69
37 58 95
46,20 242,40 189,80
Moncito (mil/mm?) 5062084 | 47340 20720\ > 461,40+ " 07436 | amg | 56LA0X6 | 345208 |
180-1.700 89,74 : 1030 1 0, * 584,25 * : 222, 73,84 257,77 k
' 335,35 2 577,72 ' 251,75 9 ’ ’

Fonte: A autora, 2021
Legenda: Letras diferentes na mesma linha em cada momento avaliado indicam diferenca significativa (P<0,05)
entre os grupos estudados, através do teste de Student Newman-Keuls (SNK).

A série branca na resposta imune é alterada com o aumento do numero de células
envolvidas inicialmente na resposta inata e subsequentemente na resposta adaptativa. Neste
estudo foram observados na analise do grupo G2 uma significancia estatistica relevante quanto
a producdo do nimero de basofilos (Tabela 7) responsavel pela liberagdo de IL-4 induzindo a
reposta Th2 relacionada a progressao da doenca.

O G1 também mostrou aumento no numero de basofilos caracterizando uma basofilia,
porém sem significancia estatistica. O G2 apresentou no nimero de basofilos apés inicio do
tratamento com significancia estatistica (Gréafico 7) e diminuicdo de mondcitos ao final dos 30
dias (Gréfico 8). O G3 ao contrario dos outros grupos teve uma reducdo dos basofilos
corroborando com as caracteristicas do grupo que tendem a resisténcia a doenca, portanto
apresentado um perfil Thl com presenca crescente de mondcitos apds o tratamento comparada
ao dia “0”. Os demais parametros ndo apresentaram diferenca significativa ou aumento

relacionado a relagcdo imunoldgica de progresséo e resisténcia a doenca.
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Gréfico 7 - Basdfilos com significancia estatistica entre os diferentes tempos

Basdfilos (mil/mm3) 0 - 170
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Fonte: A autora, 2021
Legenda: A presenca de letras diferentes na mesma linha (grupo) indica diferenca significativa
(P<0,05) os dias analisados, através do teste de Student Newman-Keuls (SNK).

Gréfico 8 - Mondcito nos diferentes tempos entre 0s grupos
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Fonte: A autora, 2021
Legenda: A presenca de letras diferentes na mesma linha (grupo) indica diferenga significativa
(P<0,05) os dias analisados, através do teste de Student Newman-Keuls (SNK).
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9.6 Resultados da anélise bioquimica dos animais antes e apds o tratamento

Os resultados bioquimicos referentes a enzima Alanina aminotransferase (ALT) estdo
contidos na tabela 8. Os animais dos grupos doentes e infectados que apresentaram altas taxas
antes do tratamento, responderam positivamente coma a redugdo dessa enzima na primeira e
ultima analise apos inicio do tratamento. Os resultados sdo ratificados pelos dados
ultrassonograficos observados no gréafico 4.

Os valores de ureia se apresentaram superiores aos valores de referéncia no grupo doente
20 dias apos o inicio do tratamento e se elevou ainda mais ao final do tratamento. Os niveis de
ureia observados nos animais na condicao de sintomatico ou doente, podem aumentar ainda
mais quando os animais séo tratados levando a quadros graves da doenca.

A hiperproteinemia, observada em todos os grupos tratados corrobora com os niveis de
anticorpos observados neste estudo nas tabelas 1, 2 e 3, bem como nos resultados alterados nos

niveis de globulinas observados na tabela 8.

Tabela 8 - Monitoramento com médias + desvio padrdo dos parametros bioquimicos observados nos diferentes
tempos em cada grupo tratado com miltefosina 2%.

Parimetros / Doente(G1) Infectado(G2) Exposto(G3)
Valor de referéncia Dia 0 Dia 20 Dia 30 Dia 0 Dia 20 Dia 30 Dia 0 Dia 20 Dia 30
Proteina Total gidL, 8.80=1,36 8.82=1,09 9342143 7.66:2,32 9142139 9362144 7142 63 8.68=0.80 8.62=0.78
Albumina g/dL, 2,10=0,77 2442063 2,13+0,61 2,770,222 2852062 269022 2,440 54 2,45x0,59 2.4520,83
TGP ALT) i
ULL 110,80=121,85 | 514022068 | 3880=1672 | 9920=11694 | 86.60=11736 | 81,20=8892 | 2420=1583 | 28401215 | 2020+389
Ureiamg/L 606024176 | 56.60=2608 | 940010064 | 384021176 | 368021397 | 37602466 | 4340=1553 | 42802185 | 47202645
Creatinma mg/dL, 1,340 46 1.30=0.43 1,350,74 1,08£035 1242020 1482027 1,01£0,40 1,2620.35 1,320,535
Fosfataze Alcalma _ ~ _ _ - -
ULL 119,36130,09 | 85,00=79.46 | 6676+6223 | 33,88+1205 | 738023116 | 76,10+24,55 | 57,62+17,30 | 64,74£25,55 | 63902885

Fonte: A autora, 2021
Legenda: Letras diferentes na mesma linha em cada grupo indicam diferenca significativa (P<0,05) entre 0s
tempos estudados, através do teste de Student Newman-Keuls (SNK).

9.7 Resultados da Expressédo génica

Nao foi amplificada nenhuma das citocinas analisadas em nenhum dos tempos propostos
(Figura 50) para verificagdo da conversdo do perfil Th2 para Thl. Contudo, o controle
enddgeno, a B-Actina amplificou em todas as amostras analisadas demonstrando que a reacédo
foi bem-sucedida. N&o foi possivel realizar a quantificagdo relativa pelo método 242CT, A
quantificacéo relativa que seria dada pela razéo entre os valores médios de CT (limiar do ciclo)
dos genes alvo e o genes de referéncia (B-actina) ndo foi possivel por ndo ter expressao

detectavel dos genes alvos, visto que ndo houve amplificacdo como observado na figura 51.
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Apesar de ndo conseguirmos observar tais resultados por meio da expressdao génica,
conseguimos fazer uma relacdo por meio da andlise das células produtoras de IL-4, no caso 0s
basofilos e produtoras de IFN-y, no caso os monocitos ¢ entdo associamos aos niveis de IgG
onde conseguimos dar um prognostico semelhante ao encontrado por outros autores. com
aumento de mondcitos e diminuicdo de basofilos. Porém, em animais doentes ndo verificamos
tal resultado, pois os basofilos continuaram aumentado e os mondcitos diminuindo,
especialmente no grupo infectado com baixa carga parasitarias e menor nivel de IgG quando
comparado ao grupo doente. Contudo, serdo feitas novas andlises de expressdo génica das

citocinas a fim de comparar e até ratificar os dados celulares encontrados no estudo.

Figura 51 - Resultado da qPCR ilustrando a amplificagdo da curva do gene enddgeno e a ndo amplificacdo ou
ruidos dos genes alvos analisados
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Fonte: A autora, 2021
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10 DISCUSSAO

Segundo estudo realizado por Solano-Gallego et al. (2016) em cées com status clinico
de moderado e grave que correspondem respectivamente aos grupos infectado e doente deste
estudo, mostraram a reducao precoce dos niveis de anticorpos especificos utilizando o ELISA
apos 30 dias do inicio do tratamento. Apesar da comparagdo entre os diferentes estudos ser
dificil, devido a variedade na condic&o clinica de cada animal (TRAVI et al., 2018), foi possivel
comparar devido a semelhanca na classificacdo clinica e no método soroldgico de
monitoramento utilizado por Solano-Gallego et al. (2016).

Contudo, os resultados do ELISA encontrados no nosso estudo ratificam os achados de
Ferrer et al. (1995) que monitoraram 25 cdes infectados naturalmente e tratados com N-
metilglucamina e alopurinol utilizando o ELISA para deteccdo de anticorpos, concluindo que
o referido teste ndo é indicado no monitoramento de animais em tratamento visto que 15
animais permaneciam com titulos altos e em alguns casos iguais ao do dia do diagnostico.

Diferencas soroldgicas quanto ao tempo de identificacdo de anticorpos foram relatadas
por Silveira et al. (2021) em um estudo de casos realizado em cées naturalmente infectados por
L. infantum, onde os autores atribuiram tais achados as peculiaridades de cada animal e aos
testes soroldgicos por ndo terem 100% de sensibilidade podendo falhar no periodo pré-patente,
corroborando com o presente estudo que utilizou animais expostos e em tratamento.

Animais infectados, possuem uma quantidade menor de anticorpos quando comparados
aos animais na classificacdo de doente, no que se refere aos testes sorologicos (PALTRINIERI
et al., 2010). Apesar disto, a deteccdo das imunoglobulinas em animais sintométicos, mesmo
em alguns testes onde a sensibilidade néo seja tdo alta é mais fécil do que em animais expostos.
Tal informacao é ratificada nos estudos de Silva et al. (2014) que identificaram um percentual
maior de positivos no grupo sintomatico utilizando o ELISA chegando a 72%, e no RIFI 69%.
Porém, 0o mesmo estudo observa que no caso de animais assintomaticos o inverso foi
verdadeiro, visto que animais assintomaticos foram 50% positivos ao teste de RIFI e apenas
34% no ELISA. Diante desses resultados os autores sugerem a aplica¢do de mais de um método
de diagnostico.

Um outro estudo realizado por Silva et al. (2016) observaram que os resultados do DPP
variaram conforme o quadro clinico do animal onde eles obtiveram 88,9% em cées
sintomaticos, 52,4% em animais oligossintomaticos e de 12% em assintomaticos. Os resultados
de Silva et al. (2016) discordam dos encontrados neste estudo que obteve 100% de positividade

nas amostras de sangue dos animais oligossintomaticos do grupo de infectado tanto antes,
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quanto durante e ap6s o tratamento sugerindo a utilizacdo dele no monitoramento da
enfermidade. A RIFI apesar de utilizar antigeno bruto das formas promastigotas de L. major-
like, apresentou baixo indice de falsos positivos, apresentando uma especificidade de 99,37%
e sensibilidade de 85,11% nos estudos realizados por Silva et al. (2016). Porém, resultados
negativos ao RIFI podem confundir o médico veterinario e ausentar o tutor de metodos
preventivos.

Animais doentes apresentam mais anticorpos quando comparados a animais infectados
ou expostos apresentando altas titulacdes nos testes soroldgicos (PALTRINIERI et al., 2010).
Animais submetidos ao RIFI podem ter falsos negativos em individuos sintomaticos quando
comparado ao ELISA como mostra os resultados de Silva et al. (2014) ou quando comparado
ao DPP como mostra os resultados de Silva et al. (2016). Os estudos citados corroboram com
os resultados deste estudo que obteve um percentual de positividade menor em individuos
sintomaticos submetidos ao RIFI.

A carga parasitaria de animais tratados foi analisada por Manna et al. (2008) que
utilizaram a miltefosina 2% 1mL/10Kg/dia por 30 dias. A avaliacéo feita pelos autores foi de 2
meses ap6s o tratamento com miltefosina. Os autores também observaram uma reducéo
progressiva, porém com aumento da carga parasitaria de 2 animais dentro de um grupo de 18
caes conforme figura 45 ilustrado por Manna et al. (2008). Os dados sdo divergentes no que
tange a ndo deteccdo de DNA apds o tratamento, visto que tal situacdo ndo foi detectada no
trabalho dos referidos autores. Fatores como o tempo podem ter influenciado nas divergéncias
entre os dados deste estudo e dos encontrados por Manna et al. (2008). Além disso, a
comparacao entre os diferentes estudos é dificil devido a variedade na condig&o clinica de cada
animal (TRAVI et al., 2018).

A analise durante o periodo de tratamento foi verificada na literatura apenas com o
minimo de 2 semanas de intervalo entre cada observacéo e apds o tratamento. Estudos recentes
mostraram que 94,2% dos cées tratados com miltefosina 2% por quatro semanas (28 dias)
obtiveram melhora clinica progressiva no inicio chamada de semana 0, cujo percentual de
melhora foi de 16.29 + 7.57, com duas semanas, com percentual de 15.26 + 7.45, e p6s 0
tratamento na quarta semana, com 12.14 £ 5.31 (NOGUEIRA et al., 2019).

Figueiredo et al. (2014) afirma, apds analisar 435 cdes no estado do Para, que 0s sinais
clinicos mais frequentes em cdes com leishmaniose visceral sdo as alteragcOes cutineas e a
onicogrifose. Segundo Schimming (2012) esses sinais podem aparecer sem estar associado a

nenhum outro sinal especificos da doenca. Ainda animais sorologicamente positivos serem
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assintomaticos como relatado por Andrade et al. (2011) que encontrou apenas 1 animal
assintomatico dentre os 14 estudados.

Andrade et al. (2011) também analisando o uso da miltefosina em cées, verificaram que
apenas 50% obtiveram melhora clinica e 21,44% ficaram oligossintomatico. Os mesmos
autores ainda corroboram com este estudo ao identificar que os sinais clinicos mais frequentes
foram as dermatites com 61,5%. Bertolo (2017) em um estudo especifico sobre a onicogrifose,
cita este sinal clinico como sendo um dos principais achados e um dos mais frequentes na LVC,
corroborando com o nosso estudo, e os estudo de Figueiredo et al. (2014) e Andrade et al.
(2011). Apesar dos autores ndo falarem sobre a permanéncia deste sinal clinico € possivel inferir
que houve melhora da onicogrifose nos estudos de Andrade et al. (2011), visto que 50% dos
cdes tiveram cura clinica e que 53.8% apresentaram onicogrifose.

A esplenomegalia é um sinal frequente e pode estar associada a uma infinidade de
enfermidade (OLIVEIRA et al., 2021). Um estudo feito por Aguiar et al. (2007) em animais
positivos ao ELISA e parasitologico para LVC, mostraram que a esplenomegalia é o terceiro
achado mais frequente, sendo o primeiro a alteracdo de pele e o segundo alteracbes
oftalmoldgicas. Um outro estudo realizado por Oliveira (2018) mostrou que 73,9 % dos animais
estudados, utilizando a ultrassonografia, apresentaram esplenomegalia, porém com estruturas
preservadas e sem o relato de nédulos.

N&o foi identificado nenhum estudo sobre a regressdo do bacgo apds o uso da miltefosina.
Sabe-se que acdo do parasita através da imunossupressdo provoca um desarranjo na polpa
branca esplénica com reducdo dos foliculos linfoides e menor nimero de células T CD4+ o que
provoca alteracdo morfofisioldgica nos cdes infectados por L. infantum (SILVA et al., 2018).
Corroborando com os achados ultrassonogréaficos, parasitologicos e soroldgicos do presente
estudo. Os nossos resultados diferem dos achados de Giunchetti et al. (2008) quanto a
frequéncia da hepatomegalia nos cdes dos grupos sintomatico, oligossintomatico e
assintomatico, no qual eles observaram 94,1%, 66,7% e 8,3%, respectivamente. Os resultados
podem divergir pelo método de diagndstico utilizado, e pela classificacdo dos grupos.

A anemia normocitica normocrdmica é descrita por Braz et al. (2018) que além ratificar
0s achados atribui a estes fatores como hipoplasia ou aplasia medular ou ainda hemorragias e
processo inflamatdrios. A trombocitopenia é considerada um achado frequente entre os autores,
sendo atribuido ao sequestro de plaquetas, diminui¢do ou pouca producdo de megacaridcitos e
plaquetas (Ulchar et al. 2015), e por rea¢des imunomediadas sendo presente especialmente em

animais do grupo doente (Paltrinieri et al., 2016).
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Um estudo realizado por Braz et al. (2018) relatou uma frequéncia de trombocitopenia
de 82,3%, e ap0Os o tratamento com miltefosina os dados ndo se modificam. Outro estudo
comparativo realizado por Dias et al. (2020) mostra uma redugdo no numero de plaquetas apds
29 dias de tratamento passando de 195,73 (mil/mm?) no dia “0” para 189,13 (mil/mm?) aos 29
dias. Por outro lado, Santos, Ribeiro e Conti (2020) observaram uma reducéo de 60% para 30%
da trombocitopenia apds o tratamento.

A série branca é constantemente relacionada a neutrofilia, sendo considerado um achado
frequente por Maia e Campino (2018). Os mesmos autores consideram pouco comum a
monocitose, linfopenia, eosinopenia e leucopenia. Porém, quando se trata do numero de
basofilos alguns artigos incluem essas células dentro das granulociticas (REIS et al., 2006),
outros nem mencionam como Dias et al. (2020) e Smalbroek (2021). Existem, ainda, 0s que
avaliam utilizando valores relativos, como Braz et al. (2015). Esses dados corroboram com os
estudos de Karasuyama et al. (2021) sobre como o baséfilo € uma célula tdo importante e ao
mesmo tempo tdo negligenciada ao longo dos anos. Os autores ainda descrevem 0s avangos nos
estudos com os basofilos em animais e destaca o seu importante papel na resposta imunologica.

Nas analises bioquimicas de animais com LVC ha divergéncia entre autores, Mateo et
al. (2009), por exemplo, fazendo anélise da miltefosina no dia zero e 49 dias ap6s o tratamento
ndo observaram melhora, inclusive com valores dentro da normalidade, sendo 38,93 UI L™
antes do tratamento e 38,07 Ul Lt ap6s o tratamento. E divergente de Santos et al. (2020) que
também obteve em seus estudos no dia zero animais dentro da normalidade com 44,43 Ul L e
com 28 dias de tratamento 55,29 Ul L. Tais resultados se assemelham apenas ao final do
tratamento no grupo doente. A divergéncia nos dados se da provavelmente por falta de selegcdo
de grupos clinicos pré-estabelecidos, visto que ao comparar com animais doentes os resultados
se assemelham discretamente aos do presente estudo.

As contradicbes observadas nos valores de ureia ocorreram possivelmente pela
peculiaridade de resposta e o status clinico de cada animal. E possivel observar que animais
doentes ou sintomatico apresentam maiores niveis de ureia. Santos et al. (2020) verificaram
uma diminuicdo nos niveis de ureia apds o tratamento com reducdo de 53,06 para 29,16. No
estudo realizado por Mateo et al. (2009), os cées permaneceram com niveis de ureia proximo
aos valores antes do tratamento, sendo os valores de 0,42 no inicio e de 0,43 ao final do
tratamento. Vieira-Neto et al. (2011) também observaram em seus resultados que animais
sintomaticos apresentaram valores superiores aos animais assintomaticos.

O aumento da proteina e da globulina estéo ligados a resposta humoral do hospedeiro a

L. infantum que leva ao aumento do ndmero de linfécitos B e aumento da producdo das
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imunoglobulinas justificando o aumento da proteina e das globinas no sangue (AGUIAR et al.,
2007). Resultados semelhantes também foram encontrados por Mateo et al. (2009), onde 0s
cdes mantiveram os niveis de proteina total altos, mesmo apo6s o tratamento. Contudo, diverge
significativamente dos resultados de Santos et al. (2020) onde observaram os valores de
proteina total reduzidos consideravelmente apds o tratamento dos cdes. A divergéncia entre 0s
autores e 0 nosso estudo, se d& provavelmente pelos tempos da andlise, e os valores iniciais
obtidos por cada autor.

Com relacdo a expressdo génica, um estudo realizado por Andrade et al. (2011) em cées
tratados com miltefosina, tiveram ao final do tratamento um aumento nos niveis de IFNy e uma
diminuicdo dos niveis de IL-4 e IL-10, mostrando uma resposta ao tratamento com uma
mudanca no perfil de resposta crescente de Th2 para Thl. O método utilizado pelos autores
difere do presente estudo, que ao invés do ELISA utilizamos a RT-PCR para verificacdo da
expressdo génica das citocinas. Contudo, Manna et al. (2008) utilizando a mesma técnica do
nosso estudo, porém com sonda desenhadas por eles mesmos e utilizando a extracdo de RNA
por cultura, conseguiram obter resultados da expressdo com baixos niveis no inicio do
tratamento de IFN-y e niveis mais altos de I1L-4, logo apds 3 meses (T1) ocorre um aumento
discreto de IFN-y e diminuigdo de IL-4, 0 qual chega aos 6 meses com valores semelhantes de
IFN-y e IL-4 e aos 12 meses também da mesma forma e com baixa quantidade de DNA de
leishmania no sangue e nos tecidos linfoides (linfonodo).
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11 CONCLUSOES

Os biomarcadores hematologicos caracterizados pelos valores eritrocitarios, nimeros
absolutos de basofilos e mondcitos associados ao monitoramento dos niveis de 1gG detectado
pela densidade oOptica (D.O) de ELISA constituem bom marcadores preditivos da evolucgéo da

doenca dos animais independente da classificacdo clinica de doente, infectado ou exposto.

O ELISA é uma boa ferramenta de monitoramento dos animais em tratamento com
miltefosina 2%, especialmente quando associada a hematologia, bioquimica e a carga
parasitaria.

Animais tratados com miltefosina reduzem a carga parasitaria consideravelmente,

chegando em niveis indetectaveis na gPCR nos grupos expostos e infectados.

A melhora clinica estad condicionada a classificacdo clinica dos animais tratados. Visto que

animais expostos tém reposta melhor ao tratamento do que animais infectados e doentes.

Caes com alteracGes significativas na série vermelha e nas plaquetas ndo conseguem
obter melhora, sugerindo que a medicacdo estudada ndo age positivamente na regeneracao

dessas células.

Em cées com alteracdo morfofisiologica do figado a mediacdo mostrou capacidade

regenerativa do 6rgdo, demonstrada tanto na ultrassonografia quanto nos valores bioquimicos.

Os basotfilos podem ser possiveis biomarcadores preditivos da resposta imune quando associado
a outros testes, podendo dar um prognostico da LVC em animais em tratamento com a

miltefosina.
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Nodulag¢oes esplénicas: leishmaniose visceral canina?
Splenic Nodules: Canine Visceral leishmantasis?

Gilsan Aparecida de Oliveira ', Witéria Aline Santos Sarmento’, Isabelle Vanderial Martins Bastos’,
Alberon Ribelro de Araujo®, Ligia Buzza Roo de Mendonga’, Ana Paula Sampalo Feltosa®,
Féabilo André Braynes'* & Lutz Carlos Alves**

AESTRACT

Backpround: Canine visceral keisheaniasis (CV1) is a parssitic discase of high lethality caused by the protoznan Leisi-
maniz oyfanrom i Reazil and is often related 1o spleaomegpaly. However, splesic nodules in dogs, althouph froquent, have
not previously boea reported s associated with CVI L bat with neoplastic diseases. Coasadering that most dogs infocted see
oligosymptomatic or asymptomatic sad that spleaic sodules are commoa 10 other discases, it & pradent to differentially
diagnase CV1. i view of its high zooaotic poteatial and lethality. The objective of the study was to describe a case of
splenomepaly with splesic sodules associsted with CV1. in an asymptomatic dog treated with 2% miltefosina.

Caze: A S-year-old make Rottwesler with 41 kp, with a history of mappetence, apathy and weight loss was referred to the
Veterinary Medicine School (lmic of the Cesmac University Ceater, Maceio, Al Roazil. However, during palpation a
slpht mcrease in the spleen was noted. Hematological, hemoparasite, biochemical and shdominal ultrasonopraphic cx-
aminations were roquesied to clarnify the clnical suspicion of hemopamsitosis. The hematological sad biochemical resules
respoctively showed the following: sormocytic normochromac ancmia, hyperproteinemia sad thrombocytopenia, » addition
to hypoalbumincmia, with clevated total peotein levels. The test for hemopanasites was negative. Ultrssoaography showed
mixed echopesicity supgestive of nodules. The rapid test for Zarboiz, Arcplozms and L. irfarton was performed. It was
positive oaly for L. infamswom. F1ISA, TFAT sad qPCR tests were performed to confirm the resalt. The test showed a cut-
off result of 0.371 for FLISA, positive for RIFI at a cst-off of 1:40 sad gPCR with less than | fp and with ssplification
shove 36 cycles. In view of these results, treatment with 2% milicfosine at 2 dose of | ml/ 10 kg was staniod once a day,
after feoding, for 28 days. The saimal was monitored throephoat treatment and re-cvaluated every 10 days for 30 days,
showing, sigms of clinical development, pecsenting, satesfactory results.

Discussion: Canine splenomegaly can be sssociatod with a vancety of discase possibilitics. In asymptomatic canine vis-
coral keishmaniasis (Canl ), the slipht mcrease i sploen and the pecseace of spleaic nodules may lead 1o a false dagnoses.
Splenic sodules may be associsted with dogs of advaacod spe and may be due 10 lymphoid sodular hyperplasia, which
arcss and an ahseace of hematological and biochemical alterations. The canse of splescencpaly associsted with nodules
may he difficult to dispaose and roquire much time and effort. Therefore, discases sach a5 visceral kesshmanisses of high
Icthality must be the priodity in differential diagnasis in eademic arcas @ onder 1o minimize the risk of transmission. In
addition to allowing an carly istervention aiming at pood animal health results and prevestive messurcs, such & the use of
repelient collars that reduce the risk of phichotomo infection. The differcatial disgaosis of CV1. is nocessary m endemic
arcss, oven i ssymplomatic dogs that may peesent splenic alierations sapgestive of other discases. Treatment with 2%
milicfosine was shown 10 be, in this case, effective at roducing, the splenic nodules and 2 pood aliernative for the guality
of life of the saimal.
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ANEXO A- FICHA CLINICA

FICHA CLINICA

1. IDENTIFICACAO

108

Nome do animal:

1.D:

Local de origem:

Destino: () Adocdo ( ) Eutanasia

() Domiciliado

Imprint de lesdo ( ) raspado de lesdo

Responsavel:

Endereco: Tel. ()

Material colhido: Data da coleta: / /
() Puncdo de medula __ ul ( ) Sangue Data do processamento:
__ml () Aspirado de lesdo___ pul ( ) / /

e Indicagéo de inclusdo no experimento:

2 DADOS DO ANIMAL

RACA: IDADE:

SEXO:M( ) F( )

PORTE: ( ) PEQUENO ( ) MEDIO ( )GRANDE

COR: ( )CLARA ( )ESCURA
PELAGEM: () CURTA ( )LONGA

3 EXAME FISICO GERAL

a) Inspecéo

Lesdodepele: () sim ( )ndo (MARCAR NA RESENHA)
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Onicogrifose: () sim ( ) néo

Escore corporal do cdo: ( ) Caquético ( ) Magro ( ) Normal ( ) Gordo ( ) Obeso.
Abddémen: ( ) Normal ( ) Dilatado ( ) Abaulado ( ) Retraido( ) normal
Desidratacdo: ( ) 5% () 10% ( ) 15% ( ) 20% ( ) normal

Edema: ( )ocular ( ) membros ( ) subcutaneo ( ) normal

Secregdo: () ocular ( )vaginal/prepucial

Presenca de ectoparasitas: () sim () ndo

Dermatite: () sim ( )ndo /( ) localizada ( )generalizada/ ( ) COM prurido
() SEM prurido

Alopecia: () sim () néo

OUTRAS
OBSERVACOES:

b) Parametros vitais

Frequéncia cardiaca: () aumentada ( ) normal(60/160bpm) ( ) baixa

Valor:

Frequéncia respiratoria: ( ) aumentada ( ) normal(18/36mrpm)  ( ) baixa

Valor:

Tempo de perfusdo capilar: () aumentada ( ) normal(1-2 segundos) ( ) baixa

Valor:

Temperatura retal: () aumentada ( ) normal(37,5-39,2°C) ( ) baixa
AlteracGes cardiorrespiratorias: () presente () ausente

Descricdo da alteracéo:

¢) Exame de mucosa:
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Cor de mucosa ocular: () palida (esbrnquicada) ( ) congesta ou hiperemica (vermelha)  (
) Cianotica (azul) () ictérica (amarelada) () normal
Cor de mucosaoral: ( ) palida ( ) congestaou hiperemica ( ) Ciandtica (azul) ( ) ictérica

() normal

d) Palpacéo de linfonodo

Hipertrofia de linfonodos: () sim ( )ndo (MARCAR NA RESENHA)
Mandibular ou Maxilar: () Hipertrofiado ( ) normal

Pré-escapulares ou cervicais superficiais: () Hipertrofiado () normal
Popliteo: () Hipertrofiado ( ) normal

Inguinais: () Infartado ( ) normal

e)  Palpacao de abdominal

Figado: () aumentado ( ) normal
Baco: ( ) aumentado () normal
intestino: () aumentado ( ) normal
Presenca de fezes: ( )sim ( ) nédo

Gestante: () sim () ndo

Lado esquerdo Lado direito
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ANEXO B -PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS DO CENTRO UNIVERSITARIO CESMAC

CESMAC

CENTRO UNIVERSITARIO

Comité de Etica no Uso de Animais do Centro Universitirio Cesmac (CEUA/CESMAC)
Registro n® 01200702819/2016-97 — CIAEP/CONCEA - 101 0/2016.
Maceib, 26 de Julho de 2018

PARECER COMNSUBSTAMNCLA WD)

I} IDENTIFICAGAD:

Protscals M 1342018 Thule: O uso o teste Imunccromaregrafico na detecgio de imunogiobulinas G anti-
Lelsmanla infaturm em cies com kelshmanlose visceral, submetidos ao tratamento com miltefosina.

Pesqguisador Responsdvel: Profa Gilsan Aparecida de Olivera
Instituicho Responsdvel Centro Universiaro Ceamac
Data Entrada: 0707/2018

iy SUMARIO DO PROJETO:
RESUMO DO PROJETO

Os ches possuem um papel importante por serem considerados importantes reservatdrnios wbanos de Linfstum.
Desta forma, considerando & importéncla do cdo no cicle da LY & que as medidas de prevencio e controle s3o
direcionadas principalmenie a esta espécia. O uso legalizado da miliefosina pera o tratamento de cles com LV, no
Brasd, & recente, sendo portanto, necessanos estudos gue comprovern sua eficécla de modo que obtenha-se & cura
desses animats dagnosticados nos testes de tnagem. O objetivo do estudo & aplicar o teste munocromatrografico na
debeccio de munoglobulings G ant- Ledemania infaium em cles com lelshmaniose wisceral, submetidos ao
tratarmenio com midlefosing. Ser@o formados 4 grupos de 8 animess de acordo com a cdassificacso do Canine
Leishmaniasis Working Group (CLWS) conforme sinats clinicos e exames sorokigicos e parasioldgieo para L
infanfum, hematolbgicos e Moquimicos, Serd aplicado o profocolo terapdutico, cuja base farmacoldgica principal & a
miltefosing. Durante o tratamento de 28 dies os animals serBo avalisdos, atrevés dos exames citados acima, a cada
10 dias a fim de verificar a ocoméncla de cura ou melhora clinica dos animats. Assim, acredita-se que o estudo Ird
confribuir fornecendo dados plonelros sobre o ratamento com miltefosing nas diferentes fases dinkcas da doenca,
bam como observacio do momento da soroconversdo. Desta forma, serd oferecida uma medhor qualidade de vida a0
animal em tratarmento, bem como diminuicss do neco de infecgdo humana e canina, devido a provavel cura do

anirmal.

il COMENT ARIOS ETICOS:

1} N® de animads; 32

) Ha jpustificarva para utilizar o ndmers de animats: sim

3) Hawers sacrificios de animsess: M3o

4} O veterindris responsavel pelo estudo & o peaquisador principal: sim

Protsoolo N°: 1362048 Titule: O uso do tesle imunocromatrogradion na detecodo de imunogicbulnas G anb- Leismanda infalum am Odes 0om
eishmariose visoeral, submelides ao tralamenio com milefosina
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CESMAC

CENTRO UNIVERSITARIO

&) Ow= andmals necessitardo permanecar em condigies espeacias (temperabura, alimentagio ou jejum...) Ao
T) Hawverd procedimentos invasheos no animal justficivels pela metododogia: sim

#) A relaglo rieco beneficio & compativel

9) Os beneficios serfo alcancados: sim

V) CONCLUSAD DO

PARECER AFROVADOD
llmo. Profa. Ma. Gilsan Aparecida de Oliveira, de acordo com as diretrizes para pesquisas com animails definidas
pela Lel 117842008 e decrebo 68099/ 20049, seu profocolo estd APROVADO, lembre-se que:

»  W.5% deve desenvolver a pesguisa conforme delineada no protoecolo aprovado e descontinuar o estudo somente
apts andlise das razbes da descontinuidade por este CEUA, exceto quando perceber risco ou dano ndo

previsto a0 animal panicipante;

e 0O CEUA deve ser imediatarnente informado de todos os (3108 relevantes gue alterem o curso normal do estudo.
E responsabilidade do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas a evento adverso ocomido e
erviar notificacdo a este CEUA e, emn casos perinentes, & CONCEA;

e Evenbuais modificactes ou emendas ao protocolo devern ser apresentadas ao CEUA de foma clara & sucinta,
identificando a parte do protocclo a ser modificada e suas justificativas;

= Seus relatdrios parclals e final devem ser apresentados a este CEUA. inicislments em 300311 & a0 términe do
esfudo. A falta de envio de, pelo menos, o relatdrio final da pesguisa implicard em ndo recebimente de um
prigimo protocoks de pesguisa de vossa auioria.

Abencioeaments,
i

k'
.I )
Prof. Hllhl' Fiments|
Coprdenadora ESMALC
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ANEXO C-DECLARAGCAO DE INFRAESTRUTURA E INSTALAGCOES PARA O
DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

CESMAC

CENTRO UNIVERSITARIO

DECLARAGAO DE INFRAESTRUTURA E INSTALAGOES PARA O
DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA E SUAS CONSEQUENCIAS

Protocolo de pesquisa; Avaliagdo da resposta imune, acompanhamento da
carga parasitaria e evolugio clinica de cies infectados com Leishmania
spp. submetidos ao tratamento com Milteforan

Pesquisador responsdvel: Gilsan Aparecida de Ofiveira

Para a realizagao da pesquisa serio necessarias as instalagdes e equipamentos
€ insumos dos setores kistados abaixo, que podem ser encontrados na Clinica
Escola de Medicina Veterindria do Cesmac, e foram previamente liberados,

conforme assinaturas abaixo:
| Sefor Asi;atura do %qeoﬁsé:el técnico pelo‘—
" A 5.
Laboratério de Imagens (724 «

Laboratério de Analises Clinicas

Sote e Voot Mostia Bostos

Laboratdrio de Doengas
Parasitarias

jééz‘ ———
— Agncicsa e
——

Redavia Divaldo Sunagy, SN Quadic 04 Lots 04, Praa o Francks.
Marechal Deodora'Al CEP 57.180-000 Tels Fax (32) 326017111734



