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RESUMO

Os cées desempenham importante papel na cadeia epidemioldgica da leishmaniose visceral
(LV), sendo considerados o principal reservatério urbano do parasita Leishmania infantum no
Brasil. O diagnéstico da leishmaniose visceral canina (LVC) também representa um dos maiores
entraves para o controle da LV. A variedade de manifestacdes clinicas apresentadas e a
auséncia de um diagnostico 100% sensivel e especifico, fazem com que resultados falso-
positivos e falso-negativos ainda sejam observados nos exames soroldgicos disponiveis. E
sabido que a expressividade dos sinais clinicos se altera durante o curso da LVC e esta
correlacionada a positividade nos exames diagnésticos para a enfermidade. Além disso, fatores
como o antigeno utilizado no teste sorolégico e a prevaléncia da transmisséo de L. infantum na
regido estudada interferem na sensibilidade e especificidade do exame sorol6gico, gerando
desafios adicionais ao diagnostico da LVC. Atualmente, o Ministério da Salde utiliza o teste
rapido imunocromatografico TR-DPP®, composto por uma fusdo de antigenos recombinantes,
como método de triagem dos animais suspeitos e a reacado de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA), desenvolvida a partir de antigeno bruto do parasita, como técnica confirmatéria. A
utiliza¢é@o de antigenos brutos soluveis do parasita no ELISA apresenta alta sensibilidade e baixa
especificidade devido & ocorréncia de reagdo cruzada com outros agentes patogénicos. Apesar
da identificacdo de diversas proteinas antigénicas com potencial para o diagnostico da
enfermidade, pouco se sabe sobre o desempenho destas em popula¢des de caes com perfis
clinicos diferenciados e provenientes de areas epidemiologicamente distintas. Neste contexto
esta dissertacdo contempla dois artigos: o primeiro trabalho visou averiguar o potencial
diagndstico do antigeno soluvel total de L. infantum (SLA) e de proteinas antigénicas
recombinantes de L. infantum (KMP-11, LiP2a, LiP2b, LiPO, H2A, HSP70, HSP83) no teste
ELISA, em amostras de caes com perfis clinicos distintos (animais sintomaticos e assintomaticos
para LVC, negativos para LVC, negativos para LVC e infectados com outros hemoparasitas e
vacinados contra LVC), provenientes de areas de transmissao intensa (Campo Grande/MS) e
esporadica (Camapud/MS) para LV. No segundo artigo foram avaliadas as manifestaces
clinicas e a resposta ao TR-DPP® em cées naturalmente infectados com Leishmania sp. nestes
municipios. Sugere-se a investigacdo dos antigenos HSP70 e LiP2a, utilizados de forma
combinada no ELISA, com o intuito de obter um teste confirmatério de sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade superior ao teste atualmente utilizado e conclui-se que a
utilizacéo do TR-DPP® como ferramenta de triagem e do sistema de pontuagao clinica deve ser
empregada com cautela em regides de transmissao esporadica de LV.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, ELISA, Sorologia.
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ABSTRACT

Dogs play an important role in the epidemiological chain of visceral leishmaniasis (VL), being
considered the main urban reservoir of the parasite Leishmania infantum in Brazil. The diagnosis
of canine visceral leishmaniasis (CVL) is also one of the major obstacles to VL control. The variety
of clinical manifestations presented, and the absence of an 100% sensitive and specific diagnosis
make false-positive and false-negative results still observed in the available serological tests. It is
known that the expressiveness of clinical signs changes during the course of CVL and it is
correlated to the positivity in the diagnostic exams. In addition, factors such as the antigen used
in the serological test and the prevalence of L. infantum transmission in the studied region
interfere with the sensitivity and specificity of the serological test, which generates additional
challenges to the diagnosis of CVL. Currently, the Ministry of Health uses the rapid
immunochromatographic test TR-DPP®, consisting of a fusion of recombinant antigens, as a
screening method to detect suspect animals. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
developed from the parasite's crude antigen is used as the confirmatory technique. The use of
soluble antigens of the parasite in the ELISA has high sensitivity and low specificity due to the
occurrence of cross-reactions with other pathogens. Despite the identification of several antigenic
proteins with potential for the diagnosis of CVL, a few is known about their performance in dog’s
populations with differentiated clinical profiles, coming from epidemiologically distinct areas. In
this context, this dissertation contains two articles: the first one aimed to investigate the diagnostic
potential of L. infantum total soluble antigen (SLA) and recombinant antigens of L. infantum (KMP-
11, LiP2a, LiP2b, LiP0O, H2A, HSP70 , HSP83) in samples from dogs with distinct clinical profiles
(symptomatic and asymptomatic animals for CVL, negative for CVL, negative for CVL and
infected with other hemoparasites and, vaccinated against CVL) from areas of intense (Campo
Grande/MS) and sporadic (Camapud/MS) transmission for VL. The second article evaluated the
clinical manifestations and the response to TR-DPP® in dogs naturally infected with Leishmania
sp. in these municipalities. We suggest the investigation of the HSP70 and LiP2a antigens, used
in a combined manner in the ELISA, in order to obtain a confirmatory test of superior sensitivity,
specificity and reproducibility, compared to the currently used test. It is concluded that the use of
TR-DPP® as screening tool and the use of clinical scoring system should be performed cautiously
in regions of sporadic transmission of VL.

Keywords: Canine visceral leishmaniasis, ELISA, Serology.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral americana (LVA) € uma antropozoonose reemergente causada pelo
protozodrio flagelado Leishmania infantum, o qual no momento do repasto sanguineo de fémeas
de flebotomineos infectadas (Psychodidae: Phlebotominae) é transmitido aos hospedeiros
vertebrados (GRIMALDI; TESH, 1993; ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004).

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude, a LVA é a terceira doenca infecciosa de
prioridade no mundo, visto elevado indicador econémico DAILYs (“Disability-adjusted life years”)
que infere os anos de vida produtiva perdidos por incapacidade ou morte prematura
(WHO/TDR/2007). Endémica em 98 paises, no Brasil € de notificacdo compulséria sendo
registrada nas cinco regides (ALVAR et al., 2012; PEIXOTO et al., 2015).

O estado de Mato Grosso do Sul (MS) notificou 1.521 casos humanos confirmados de 2010
a 18 de julho de 2017. Apenas neste Ultimo ano, foram 63 casos novos até 18 de julho,
distribuidos em 13 municipios do estado. Além da elevada incidéncia, a taxa de letalidade
permanece alta (7,2%) demonstrando a gravidade da doenca e as condi¢cfes de assisténcia e
vigilancia em Mato Grosso do Sul (MATO GROSSO DO SUL, 2017).

Alguns fatores foram determinantes para a expansdo da doenca para grandes centros
urbanos e regides periurbanas, dentre eles: proximidade do cdo ao homem, processo migratério
constante, ocupacdo desordenada e adaptacdo de espécies vetoras a diferentes nichos
(DANTAS-TORRES et al., 2006).

Os cédes sao importantes reservatérios de L. infantum devido a alta carga parasitaria
apresentada na pele mesmo quando estes animais estao assintoméaticos, facilitando a infecgao
do vetor pelo parasita (DEANE; DEANE, 1955; MOLINA et al., 1994; TRAVI et al., 2001; DA
COSTA-VAL et al., 2007; VERCOSA et al., 2008; SOARES et al., 2011; MAGALHAES-JUNIOR
et al., 2016). Ademais, a enzootia canina usualmente precede os casos humanos, refletindo a
importancia do monitoramento da infec¢cdo canina como um possivel marcador de transmissao
e (re)emergéncia de LVA (PARANHOS-SILVA et al., 1996; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016).

O diagnéstico preciso da leishmaniose visceral canina (LVC) é um dos maiores entraves para
o controle desta zoonose. A inespecificidade dos sinais clinicos e a maneira pleomorfica como
se apresentam faz o diagndstico clinico insuficiente, sendo necesséria uma associacdo de
meétodos laboratoriais, tais como exames parasitolégicos, sorolégicos e/ou moleculares, para sua
conclusdo (PALATINIK-SOUZA et al., 2001; GONTIJO; MELO, 2004; MOREIRA et al., 2007).

No Brasil, as medidas profildticas da LVA preconizadas pelo Ministério da Saude s&o:
diagndstico precoce e tratamento dos humanos; controle do vetor e eliminacdo dos caes
soropositivos. As amostras dos animais sao submetidas a triagem por meio do teste rapido
imunocromatogréfico (TR-DPP® Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil), e se positivas sdo analisadas
pelareacdo de imunoadsor¢éo enzimatica (ELISA) (BRASIL, 2011; 2014). No entanto, ndo existe
uma técnica com 100% de sensibilidade e especificidade, assim resultados falso-positivos e
falso-negativos sdo observados (GONTIJO; MELO, 2004).

Desta forma, é necessario buscar métodos diagnosticos para LVC de maior acuracia; que
permitam identificar precocemente a infec¢cdo em caes assintoméaticos, assim como diferenciar
cédes vacinados e acometidos por outras enfermidades. Estes fatores séo essenciais para evitar
a manutencao de animais infectados no ambiente, a dispersdo da doenca e reduzir as eutanasias
(FERREIRA et al., 2008; LAURENTI et al., 2014; NUNES et al., 2015; MAGALHAES-JUNIOR et
al., 2016).

Nos ultimos anos, os avangos tecnoldgicos permitiram a identificacdo de diversas proteinas
antigénicas de L. infantum. No entanto, poucas foram colocadas em prética para avaliagcao. Esta
etapa depende de plataformas sensiveis e estudos clinicos colaborativos, que permitam o
recrutamento e a caracterizacdo dos individuos e suas amostras de acordo com parametros
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definidos (BARBOSA et al., 2012). A presente proposta permitiu avaliar o uso de proteinas
recombinantes no diagnéstico de LVC buscando aumentar a sensibilidade do ELISA utilizado
como teste confirmatério para esta zoonose.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Testar o uso de diferentes proteinas antigénicas recombinantes de L. infantum no ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para o diagndstico de LVC em duas regides de Mato Grosso do Sul.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar o potencial diagnostico da proteina de membrana dos
cinetoplastideos KMP-11, das proteinas 4cidas ribossomais LiP2a, LiP2b e
LiPO, da histona H2A, das proteinas de choque térmico HSP70 e HSP83 e
do antigeno soluvel total de L. infantum (SLA) para leishmaniose visceral
canina.

2.2.2 Verificar a eficiéncia do teste rapido imunocromatografico TR-DPP® no
diagnostico de caes com Leishmania spp.”

2.2.3 Associar manifestacdes clinicas de cdes com suspeita de leishmaniose
visceral canina aos resultados do teste rapido imunocromatografico TR-
DPPe.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

A LVC é uma zoonose causada, no Brasil, pelo protozoario flagelado heteroxeno
Leishmania infantum, o qual é transmitido a mamiferos, incluindo caes e humanos, durante o
repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos infectadas (Psychodidae: Phlebotominae)
(DESJEUX, 2004; GRIMALDI; TESH, 1993).

A enzootia canina, que usualmente precede a ocorréncia de casos humanos, aliada a
maior prevaléncia de casos caninos quando comparados aos casos humanos séo fatores que
ressaltam a importancia do cao no ciclo da LVA (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).

Este tema vem sido discutido desde 1908, quando experimentalmente comprovou-se a
infeccdo do cao (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994, ASHFORD et al., 2000). Décadas apés, o papel
do cdo como reservatorio da leishmaniose visceral (LV) foi estabelecido (DEANE; DEANE, 1955)
e este foi incriminado como o mais importante reservatério de L. infantum no ciclo rural e
principalmente nas areas urbanas. Os canideos selvagens, embora incriminados por Deane e
Deane (1955), ndo mantem contato estreito com o peridomicilio e sdo importantes apenas na
manutenc¢éo do ciclo de LV no ecotopo silvestre (ASHFORD, 1996; CABRERA, 1999).

Por se tratar de uma doenca de acometimento sistémico e de complexa patofisiologia, a
LVC apresenta manifestagfes clinicas bastante variaveis de acordo com a parasitemia, local de
inoculacado do parasita, competéncia imunoldgica do cdo e estagio da doenca; fatores que
dificultam a realizacdo do diagnostico clinico (PINELLI et al., 1994; QUINNELL et al., 2001;
MORENO; ALVAR, 2002). Dentre os principais sinais clinicos observados na LVC estéo:
linfadenomegalia, perda de peso, alteracdes dermatoldgicas, onicogrifose, hepatomegalia,
esplenomegalia, glomerulopatias, claudicacdo, epistaxe e lesGes oculares (MOREIRA et al.,
2007; MAIA; CAMPINO, 2008).

Mancianti et al. (1988) classificaram os cades infectados em assintomaticos, quando nao
h& evidéncias de sinais clinicos; oligossintomaticos, quando apresentam de um a trés sinais
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clinicos; e sintomaticos quando mais de trés sinais clinicos podem ser observados no animal. Ja
Solano-Gallego et al. (2009) classificaram os animais com LVC em apenas dois grupos,
saudaveis infectados com Leishmania spp. e doentes, quando estes Ultimos apresentarem
qualquer alteracdo no exame fisico ou mesmo alteracdes laboratoriais, como no hemograma,
exames bioquimicos ou urindlise. Em prosseguimento a esta classificacdo, estes autores
também desenvolveram um protocolo de estadiamento da LVC, baseado nas altera¢des clinicas
e laboratoriais, incluindo resultados soroldgicos. Por outro lado, Silva et al. (2017) utilizaram um
conjunto de 14 sinais clinicos para compor um escore de avaliagdo dos animais infectados por
LVC, no qual animais com pontuagéo até trés sao classificados como assintomaticos e superior
a trés, sao classificados como sintomaticos.

O intenso parasitismo cutaneo no céo reforga a importancia deste animal doméstico no
ciclo da LVA, tendo em vista que esse 6rgédo é comumente um dos mais afetados (FERRER et
al., 1999; QUEIROZ et al., 2010; SILVA et al.,, 2017). A intensidade dos sinais clinicos no
hospedeiro canino esta correlacionada a sua eficacia como reservatério, aumentando a
probabilidade de ocorrer a infeccéo do vetor pelo parasito a partir do cdo infectado (SOARES et
al., 2011); no entanto, cdes assintomaticos sdo de grande importancia epidemiol6gica visto que
também apresentam formas amastigotas na pele, as quais podem infectar o vetor, durante o
repasto sanguineo do inseto nestes animais. Além disso, por vezes 0s cées assintomaticos ndo
sdo detectados em testes soroldgicos (LAURENTI et al., 2013), uma vez que a expressividade
dos sinais clinicos esté correlacionada a positividade nos exames diagnésticos para LVC (SILVA
et al., 2017).

3.1.1 Diagnostico

O correto diagnéstico da LVC tem sido um problema para o controle desta zoonose, visto
gue apesar da variedade e do avango nos testes disponiveis para o diagnéstico, ndo ha ainda
nenhum meétodo que apresente 100% de especificidade e de sensibilidade (GONTIJO; MELO,
2004).

A variedade de manifestagfes clinicas apresentadas pelos animais infectados aliada a
compatibilidade destes sinais clinicos com outras enfermidades torna o diagndstico clinico da
LVC inviavel e faz necesséria a associacdo de outros métodos, como exames parasitolégicos,
soroldgicos, moleculares, andlise epidemiolégica e diagnésticos diferenciais para que se possa
inferir um diagnéstico definitivo (PALATINIK-SOUZA et al., 2001; GONTIJO; MELO, 2004).

3.1.1.1 Diagnéstico Parasitologico Direto

O diagnéstico parasitolégico direto apresenta 100% de especificidade e é realizado
observando-se formas amastigotas do parasita Leishmania spp. em algum tecido do animal
(GONTIJO; MELO, 2004; SANTOS et al., 2014). E considerado um diagndstico definitivo e
padrdo ouro, pois diante da positividade ndo ha duavidas; porém apresenta baixa sensibilidade
devido a distribuicao dos parasitas nos tecidos ndo ser homogénea mesmo em cées sintomaticos
e por diferir conforme a evolugao da doenga no animal; além de requisitar elevada experiéncia
do profissional responsavel e demandar tempo para sua execug¢do (GUERIN et al., 2002;
GONTIJO; MELO, 2004; MOREIRA et al., 2007; CARREGAL, 2011; SANTOS et al., 2014).

O material para andlise pode ser obtido por meio de bidpsia ou puncdo aspirativa de
baco, figado, medula d6ssea ou linfonodos, ou ainda de lesdes cutaneas; o qual pode ser
analisado sob a forma de esfregaco, impressao em laminas, isolamento em meios de cultura,
inoculacdo em animais de laborat6rio ou técnicas histopatolégicas (GONTIJO; MELO, 2004;
SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Amostras de linfonodo apresentam sensibilidade entre 40 e 50% para o diagndéstico
parasitologico direto (ALVAR et al., 2004), sendo esta técnica utilizada na rotina de clinicas
veterinarias para confirmagcdo do diagnéstico. O aspirado de medula Ossea apresenta
sensibilidade de 60 a 75% (ALVAR et al., 2004) e Barrouin-Melo et al. (2004) sugeriram o uso de
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material aspirado de baco ao invés de linfonodo para este tipo de diagndstico ja que 0 mesmo
apresenta maior sensibilidade (98%). Entretanto, a puncao de baco, assim como de medula
Ossea, sdo técnicas consideradas invasivas e dificilmente aplicaveis em estudos epidemiolégicos
ou mesmo em diagnésticos individuais em animais vivos (GONTIJO; MELO, 2004).

3.1.1.2 Diagnéstico Parasitolégico Molecular

A partir da década de 1980, diferentes métodos moleculares foram desenvolvidos para
a deteccdo de material genético de protozoarios do género Leishmania, dentre eles a reagdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). Essa técnica trouxe a inovacao de
detectar quantidades minimas de DNA independentemente da imunocompeténcia, estagio da
doenca ou manifestacao clinica apresentada pelo animal, com a vantagem de ser aplicavel em
diferentes tipos de amostras, tais como aspirados de medula éssea e linfonodos, bidpsias de
pele, amostras de sangue periférico e swab de mucosa oral ou ocular (WEISS, 1995; GONTIJO;
MELO, 2004; GOMES et al., 2008; LOMBARDO et al., 2012). Além disso, as varia¢cbes das
técnicas de PCR trouxeram a possibilidade de monitorar o tratamento dos pacientes através da
carga parasitaria monitorada pela PCR quantitativa (real time PCR) e ainda, permitiram identificar
a espécie de Leishmania envolvida na infec¢éo através da PCR restriction length fragment (PCR-
RFLP) (GONTIJO; MELO, 2004; LOPES, 2010).

Queiroz et al. (2010) demonstraram a eficiéncia da técnica de PCR em detectar animais
assintomaticos, mesmo antes da soroconversdo destes, e sugerem que esta deveria ser a
técnica de eleicdo para o diagnéstico da enfermidade canina. Entretanto, os métodos
moleculares sdo de elevado custo e requerem bastante tempo para execucéo, inviabilizando seu
uso em larga escala na rotina clinica, além da auséncia de uma técnica padronizada de PCR
pelo Ministério da Salde (GONTIJO; MELO, 2004; QUEIROZ et al., 2010).

3.1.1.3 Diagnéstico Sorolégico

Técnicas sorolégicas para o diagnéstico de LVC tém sido amplamente utilizadas por
serem menos invasivas, passiveis de serem aplicadas a um grande numero amostral e
fundamentadas na hipergamaglobulinemia observada em cées infectados por L. infantum
(ALVAR et al., 2004; FONSECA et al., 2014). O diagnéstico é confirmado frente ao encontro de
anticorpos anti-Leishmania ou antigenos do parasita no soro do animal infectado. Dentre as
técnicas soroldgicas mais utilizadas, atualmente, estdo a reacéo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) cuja sensibilidade e especificidade variam entre 73-100% e 69,1-100%, respectivamente
(ALMEIDA et al., 2005; DA SILVA et al.,, 2013; LAURENTI et al.,, 2014) e a reacdo de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) que apresenta sensibilidade e especificidade variaveis de
acordo com o antigeno utilizado (GOMES et al., 2008; MIRO et al., 2008; SOLANO-GALLEGO
et al.,, 2009; LAURENTI et al., 2014).

No Brasil, o Ministério da Saude determinou o teste rapido imunocromatografico Dual
Path Platform — TR-DPP® (Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil) com uma fusdo dos antigenos
recombinantes rkK9, rK26 e rK39, como forma de triagem dos animais suspeitos (BRASIL, 2011;
FONSECA et al., 2014). As amostras reagentes sdo encaminhadas para confirmacdo do
diagndstico por meio da reagdo de imunoadsor¢éo enziméatica (ELISA - Bio-Manguinhos/ Fiocruz/
Brasil), a qual utiliza antigenos brutos sollveis de L. major-like, agente etiol6gico da leishmaniose
tegumentar no Velho Mundo (BRASIL, 2011; 2014; FONSECA et al., 2014).

A utilizagdo de antigenos brutos solliveis do parasita no ELISA apresenta alta
sensibilidade e baixa especificidade devido & proximidade antigénica de Leishmania sp. a outros
protozoarios patogénicos que apresentam epitopos semelhantes (FERREIRA et al., 2007).
Ferreira et al. (2007) ao analisarem amostras de soro de cdes de &rea endémica para LVC
observaram valores de sensibilidade e especificidade de 100% e 96%, respectivamente,
utilizando o teste ELISA (Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil) e relataram rea¢es cruzadas com os
patégenos Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis e Ehrlichia canis. Da mesma forma, Alves
et al. (2012) também observaram reacgdo cruzada com tripanossomatideos, ao testarem soros



16

de cées infectados com Trypanosoma caninum no ELISA (Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil) e
observaram valores de sensibilidade e especificidade de 100% e 68%, respectivamente,
utilizando amostras de cées sabidamente infectados para LVC, cédes infectados com T. caninum
e caes negativos para LVC e T. caninum. Contrariamente, Lira et al. (2006) n&do observaram
reacdes cruzadas no ELISA (Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil) com os parasitas testados em seu
estudo (Babesia canis, Anaplasma platys e Demodex canis) e, relataram sensibilidade e
especificidade de 72% e 87,5%, respectivamente.

Portanto, apesar do avancgo tecnolégico nos testes disponiveis para diagndstico, ainda
se observa caes assintomaticos falsos negativos ou caes falsos positivos devido a reacdes
cruzadas em soros de animais que apresentem outras hemoparasitoses como tripanossomiases,
erlichioses, riquetsioses, toxoplasmose ou ainda por serem vacinados contra LVC (GONTIJO;
MELO, 2004; FERREIRA et al., 2007; GOMES et al., 2008; SANTOS et al., 2014; NUNES et al.,
2015).

Teixeira et al. (2007) ao analisarem amostras de pacientes humanos com LVA nao
encontraram nenhum antigeno do extrato de L. infantum que fosse reconhecido por anticorpos
em todos os soros. Devido a essa problematica, enfatiza-se a necessidade de identificar
antigenos que direcionem a resposta imune celular a L. infantum. Frente a estes
gquestionamentos e a possibilidade de clonar genes codificantes de proteinas antigénicas de L.
infantum, novos antigenos recombinantes tém sido explorados como alvo individual ou em
associagdo, visando averiguar seu potencial no diagnéstico sorolégico de LVA (GOMES et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2011; FONSECA et al., 2014).

A proteina de membrana dos cinetoplastideos de 11KDa (KMP-11), é tida como bom
marcador para cinetoplastideos e responsavel pela estimulacao de células T, porém de caréater
imunodominante de células B. Assim, a proteina de superficie de promastigota de L. infantum
KMP-11 é adequada ao diagnéstico soroldgico de LVA em locais onde ndo ha relatos de
coinfecgdo por outros cinetoplastideos, visto que foi reconhecida por 96% dos soros de cées e
70% dos soros de pacientes humanos testados (BERBERICH et al., 1997).

As proteinas ribossomais acidas LiP2a, LiP2b e LiPO sdo proteinas altamente
conservadas de L. infantum, sendo consideradas antigenos proeminentes durante a infecgéo
(SOTO et al., 1995a,b). As proteinas LiP2a e LiP2b reagiram com anticorpos presentes em 88%
e 100% das amostras soroldgicas de cdes com LVC, respectivamente; ndo manifestaram
reatividade com T. cruzi e resultados similares foram observados ao serem testadas em humanos
com LVA (SOTO et al., 1995a). Em outros estudos, Soto et al. (1995b) observaram que 78% dos
soros de cées com LVC reagiram a proteina LiPO e Skeiky et al. (1994) relataram que 90,5% dos
soros de humanos com LVA reconheceram esta proteina recombinante, embora tenha ocorrido
reacdo cruzada com pacientes portadores de doenca de Chagas. Assim, as proteinas acidas
ribossomais apresentam a capacidade de provocar intensa resposta imune humoral em cées e
humanos e, consequentemente, demonstram potencial para o diagndstico de LVC e LVA
(SKEIKY et al., 1994; REQUENA et al., 2000).

A proteina nucleossomal H2A de L. infantum é considerada um potente imundgeno
durante a infec¢éo canina por ser alvo da resposta imune humoral destes animais e reconhecida
em 78% dos soros de cdes naturalmente infectados por LVC (SOTO et al., 1995c). O fato dos
anticorpos produzidos serem especificos contra histonas do parasita e ndo haver reagdo com
histonas de mamiferos reforcam sua importancia; ainda que se observe reacéo cruzada entre as
histonas H2A de T. cruzi e L. infantum devido a similaridade de sequéncias entre ambas (SOTO
et al., 1995¢). Da mesma maneira, a proteina nucleossomal H3 tem mostrado potencial como
ferramenta para o diagnostico de LVC por induzir resposta humoral especifica e por sua forma
recombinante ter sido reconhecida em 81% dos cédes com LVC; além de aumentar a sensibilidade
e especificidade dos testes quando comparados com o uso da histona em sua integridade (SOTO
et al., 1996). As proteinas antigénicas das histonas H2A e H3 também apresentam resultados



17

promissores no reconhecimento de criancas portadoras de LVA com especificidades de 91% e
92%, respectivamente, e sensibilidade de 100% (MAALEJ et al., 2003).

Ja as proteinas de choque térmico HSP70 e HSP83 de L. infantum mostraram bom
desempenho no diagnéstico soroldgico de LVC ao reagirem em 100% e 90% dos soros caninos
com LVC testados, respectivamente (ANGEL et al., 1996; QUIJADA et al., 1996). Estas proteinas
sdo auspiciosas no diagnéstico da manifestacdo humana, visto que a forma recombinante de
HSP83 demonstrou 100% de sensibilidade na deteccdo da enfermidade e 100% de
especificidade quando testada nas amostras de pacientes chagéasicos (CELESTE et al., 2014).
Assim como a presenga de anticorpos contra HSP70 em soros de pacientes humanos tem sido
reportada, ndo se observa reagé@o cruzada com T. cruzi (ANDRADE et al., 1992).

Neste cenario, considera-se a necessidade de explorar o potencial destas proteinas em
estudo clinico que permita a avaliacdo pratica do desempenho no diagnéstico de LVC em
amostras recrutadas de acordo com parametros clinicos definidos.

3.2 Vetores

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae), dipteros de pequeno porte (2
a 3mm de comprimento), sdo caracterizados por densa pilosidade revestindo seu corpo, de
coloragdo variando entre castanho claro a cinza escuro, térax arqueado, pernas longas e asas
lanceoladas que se mantém eretas no dorso mesmo durante o pouso (FORATTINI, 1973;
BRAZIL; BRAZIL, 2003). Apresentam habito preferencialmente crepuscular e noturno, escolhem
o héabitat natural de acordo com o clima, umidade, luminosidade, corrente de ar e a presenca de
matéria organica em decomposicdo. Estes insetos tendem a ficar proximo de seus criadouros ou
locais de abrigo, porém ja foram capturados até cerca de 1 km do ponto de soltura (ALEXANDER,
1987; CHANIOTIS et al., 1974; DIAS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2012).

Chamados popularmente de cangalhinha, asa branca, asa dura, birigui, mosquito palha,
tatuquira, entre outros, as fémeas destes insetos sdo as responsaveis pela transmissao de
Leishmania spp. ao realizarem o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado (GRIMALDI;
TESH, 1993; BRAZIL; BRAZIL 2003).

As formas amastigotas, intracelulares e presentes nas células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro vertebrado séo ingeridas pelas fémeas de flebotomineos durante a
hematofagia, a qual € necesséria para o desenvolvimento ovariano destes insetos (FORATTINI,
1973; BRAZIL; BRAZIL, 2003). Estas formas imoéveis se transformam em promastigotas
flageladas no interior do organismo do hospedeiro invertebrado e, durante um novo repasto
sanguineo, sdo transmitidas a um hospedeiro vertebrado suscetivel sob a forma de
promastigotas metaciclicas. As formas flageladas atingem a corrente sanguinea do hospedeiro,
onde sao fagocitadas por macrofagos e diferenciam-se em amastigotas. Apds a multiplicacdo do
parasita, as células do sistema fagocitico mononuclear se rompem, liberando as amastigotas, as
quais invadem novas células ou sdo fagocitadas, disseminando a infec¢cdo por meio da migracéo
de macréfagos infectados e de parasitas livres pelo sistema vascular (ETTINGER; FELDMAN,
1997; ROSYPAL et al.,2003).

No Brasil, duas espécies de flebotomineos estdo, comprovadamente, envolvidas na
transmissdo do agente etioldgico da forma viscerotrépica de leishmaniose, Lutzomyia longipalpis
e Lutzomyia cruzi (AGUIAR; MEDEIROS, 2003; OLIVEIRA et al.,, 2017a,b). A espécie Lu.
longipalpis apresenta alta antropofilia, distribuicdo espacial coincidindo com casos humanos da
doenga e infecgdo natural, com ampla distribuicdo geografica no pais, com ocorréncia tanto em
areas silvestres e rurais, como em areas periféricas e urbanas (AGUIAR; MEDEIROS, 2003;
RANGEL; VILELA, 2008; SOUZA et al., 2009), a exemplo do municipio de Campo Grande, onde
tem sido encontrada em toda extens&do da cidade, incluindo a regido central, o que reflete a
adaptacao desta espécie a ambientes antropizados e modificados (OLIVEIRA et al., 2003; SILVA
et al., 2008).
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Frente a presenca de evidéncias epidemiolégicas de LV, tais como a ocorréncia de casos
humanos e caninos da doenca em algumas regiées do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul onde
nao ha presenca do vetor Lu. longipalpis, o encontro prévio de formas flageladas do parasito em
fémeas da espécie Lu. cruzi e sua recente comprovacao de competéncia vetorial (OLIVEIRA et
al., 2017a, b), Lu. cruzi é considerada espécie vetora do parasita no estado de Mato Grosso do
Sul, nos municipios de Corumba e Ladario (GALATI et al., 1997; RANGEL; VILLELA, 2008;
OLIVEIRA et al., 2008; MISSAWA et al., 2011; BRAZIL, 2013; CASARIL et al., 2014; OLIVEIRA
et al., 2017a, b). Além disso, o municipio de Camapua é localidade-tipo da espécie Lu. cruzi, a
qual é relatada como antropofilica (MANGABEIRA, 1938; WILLIAMS; CARVALHO, 1979) e esta
presente em areas urbanizadas do municipio (FERNANDES, et al., 2017).

3.3 Epidemiologia

3.3.1 Leishmaniose visceral americana em Campo Grande

Presente desde 1911 no municipio de Corumba, no Estado de Mato Grosso do Sul, a
LVA se espalhou na década de 1990 para outras localidades, dentre as quais se inclui o
municipio de Campo Grande (OLIVEIRA et al., 2006; ANTONIALLI et al., 2007; FURLAN, 2010),
localizado geograficamente na por¢éo central do Estado, com extenséo territorial de 8.118,4 km?,
0 que representa 2,27% da érea total do Estado (IBGE, 1991).

Em 1998, confirmou-se o primeiro caso canino autdctone de LV em Campo Grande,
época em que foi realizado inquérito canino sorolégico com 6.204 caes de diferentes pontos da
cidade e observou-se que 1,3% destes foram soropositivos (SILVA et al., 2000; FURLAN, 2010).
No ano seguinte, identificou-se pela primeira vez o vetor Lu. longipalpis na area urbana do
municipio (OLIVEIRA et al., 2000) e em 2001 foi notificado o primeiro caso humano autéctone
da doencga, marcando o inicio da epidemia, com 19 casos humanos diagnosticados neste periodo
(OLIVEIRA et al., 2006; FURLAN, 2010, BRASIL, 2017).

Nos anos de 2002 a 2006 foram registrados e confirmados no total 568 casos humanos
de LVA em Campo Grande, com uma estimativa de incidéncia que variou de 3,1 casos/100.000
habitantes no ano de 2002 até o maximo de 21,3 casos/100.000 habitantes, registrado em 2006.
J& nos inquéritos sorolégicos caninos realizados neste mesmo periodo de tempo, foram
examinadas amostras de 11.642 cées, dos quais 25,3% foram soropositivos (FURLAN, 2010).

Obedecendo as medidas de controle recomendadas pelo Manual de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose, a borrifagdo de iméveis com inseticidas foi iniciada no ano de 2003 e
foram borrifados até 2006, 463.232 imoveis no total (FURLAN, 2010).

Nos anos de 2007 a 2013, a quantidade de casos humanos de LVA notificados em
Campo Grande de acordo com Sistema de Agravos e Notificacdes (SINAN) manteve-se acima
de 150, com registros mais elevados nos anos de 2012 e 2013, com 255 e 197 casos notificados
respectivamente (BRASIL, 2017). Ainda em 2012 foi realizado o Ultimo e mais recente inquérito
soroldgico canino, no qual a prevaléncia observada foi de 22,37% (PMCG, 2012).

O coeficiente de incidéncia da doenca por 100.000 habitantes no municipio reduziu nos
anos seguintes, passando de 19 em 2012, ano em que o nimero de notificacbes foi maior, para
17 em 2013, 9 em 2014 e 7 em 2015 (MATO GROSSO DO SUL, 2012; 2016). No ano de 2017,
foram registrados 31 casos até 18 de julho e, desta forma, o municipio de Campo Grande
continua classificado como area de transmissao intensa para LV (MATO GROSSO DO SUL,
2017).

3.3.2 Leishmaniose visceral americana em Camapuéa

O municipio de Camapud, localizado a 140 km da capital do estado de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, era considerado area receptiva a LVA até 2007, ano em que ocorreram 0S
dois primeiros casos humanos da enfermidade (BRASIL, 2017).
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Devido ao surgimento de casos da doenca, no ano seguinte, foi realizada investigacéo
entomolégica em residéncias da cidade, na qual a espécie de flebotomineo predominantemente
encontrada foi Lu. cruzi. Neste ano de 2008 foram notificados trés casos humanos da doenca e
frente a0 aumento na incidéncia de casos foi realizado no ano de 2009 o primeiro inquérito
soroldgico canino, no qual a prevaléncia observada foi de 51,05% (CAMAPUA, 2015; BORGES,
2017; BRASIL, 2017).

Entre 2010 e 2011, um caso humano de LVA foi registrado em cada ano, e os inquéritos
sorologicos demonstraram uma redugéo na prevaléncia da enfermidade entre os caes, com
valores de 17,93% e 11,94% respectivamente (CAMAPUA, 2015; BORGES, 2017; BRASIL,
2017).

Durante os anos de 2012 e 2014 ndo foram registrados casos humanos de LVA,
entretanto em 2013 foram registrados trés casos e por este motivo um novo inquérito soroldgico
canino foi realizado, no qual observou-se prevaléncia de 13,95% em 2014 (CAMAPUA, 2015;
BORGES, 2017; BRASIL, 2017). Em 2015, a LVA voltou a ser notificada em Camapua devido a
ocorréncia de um caso humano. Neste mesmo ano, o Ultimo e mais recente inquérito
epidemiolégico canino foi realizado e revelou prevaléncia de 13,54% (BORGES, 2017). O
municipio de Camapud, localizado préximo a municipios de transmissao intensa de LVA e rota
para a capital do estado, é atualmente classificado como area de transmissao esporédica de L.
infantum (BRASIL, 2017; MATO GROSSO DO SUL, 2017).
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Abstract

The diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL), zoonosis caused by the flagellated
protozoan Leishmania infantum, is one of the major obstacles to its control. Nowadays,
the Ministry of Health uses the immunochromatographic rapid test TR-DPP® as
screening method for suspected dogs and the enzyme linked immuno sorbent assay
(ELISA) as the confirmatory test. Aiming to increase the sensibility of ELISA, the
diagnostic potential of the total soluble antigen of L. infantum (SLA) and antigenic
recombinant proteins of L. infantum (KMP-11, LiP2a, LiP2b, LiPO, H2A, HSP70,
HSP83) were accessed through an ELISA performed with samples with different clinical
profiles (symptomatic animals diagnosed for CVL through direct parasitological
examination; asymptomatic; negative animals for CVL; negative animals for CVL
infected with other hemoparasites and negative animals for CVL vaccinated with
Leishmune® or Leish-Tec®), from areas of intense (Campo Grande/MS) and sporadic
(Camapud/MS) transmission for human visceral leishmaniasis. The cutoff point of each
antigen was established using the optical density of each sample, considering the ROC-
AUC, based on the higher sensitivity and specificity obtained. Among the recombinant
proteins tested, HSP70 and LiP2a were significantly better (p<0,001) to differentiate
infected animals (symptomatic and asymptomatic) from negative animals (vaccinated,
negatives and negatives with hemoparasitosis). Besides that, they were the only proteins
able to differentiate (p<0,05) negative animals from asymptomatic ones. The recombinant
proteins HSP70 and HSP83 and the total soluble antigen (SLA) showed difference
(p<0,001) among the samples of infected animals from Campo Grande and Camapud. We
suggest the investigation of the antigens HSP70 and LiP2a, used in combination in
ELISA, to obtain a confirmatory test of sensitivity, specificity and, reproducibility higher
than the currently used test.

Keywords: ELISA, Leishmania infantum, serology.

Resumo
O diagndstico preciso da leishmaniose visceral canina (LVC), zoonose causada pelo

protozoario flagelado Leishmania infantum, € um dos maiores entraves para seu controle.
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Atualmente, o Ministério da Saude utiliza o teste rapido imunocromatografico TR-DPP®
como triagem dos animais suspeitos e a reacdo de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA)
como técnica confirmatdria. Com o intuito de aumentar a sensibilidade desta Gltima, foi
avaliado o potencial diagnéstico do antigeno sollvel total de L. infantum (SLA) e de
proteinas antigénicas recombinantes de L. infantum (KMP-11, LiP2a, LiP2b, LiP0, H2A,
HSP70, HSP83) no teste ELISA utilizando amostras com perfis clinicos diferentes
(animais sintomaticos diagnosticados para LVC através do exame parasitologico direto;
assintomaticos; animais negativos para LVC; animais negativos para LVC e infectados
com outros hemoparasitas e animais negativos para LVC vacinados com as vacinas
Leishmune® ou Leish-Tec®) provenientes de areas de transmissdo intensa (Campo
Grande/MS) e esporadica (Camapua/MS) para leishmaniose visceral humana. O ponto de
corte de cada antigeno foi estabelecido utilizando a densidade Optica de cada amostra
aplicada a curva ROC, baseado na maior sensibilidade e especificidade obtidas. Dentre
as proteinas recombinantes testadas, HSP70 e LiP2a foram as melhores em diferenciar
significativamente os animais infectados (sintomaticos e assintomaticos) dos negativos
(vacinados, negativos com hemoparasitas e negativos) (p<0,001) e foram as Unicas
capazes de distinguir este ultimo grupo de animais assintomaticos (p<0,05). As proteinas
recombinantes HSP70 e HSP83 e o antigeno soltvel bruto (SLA) detectaram diferenca
entre as amostras de animais infectados provenientes de Campo Grande e Camapud
(p<0,001). Sugere-se a investigacdo dos antigenos HSP70 e LiP2a, utilizados de forma
combinada no ELISA, com o intuito de obter um teste confirmatério de sensibilidade,

especificidade e reprodutibilidade superior ao teste atualmente utilizado.
Palavras-chave: ELISA, Leishmania infantum, sorologia.
Introducéo

A leishmaniose visceral americana (LVVA) é uma antropozoonose reemergente causada
pelo protozoario flagelado Leishmania infantum, transmitido durante o repasto sanguineo
de fémeas de flebotomineos (Psychodidae: Phlebotominae) (GRIMALDI & TESH, 1993;
ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004).
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Esta enfermidade € a terceira doenca infecciosa de prioridade no mundo de acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude, visto elevado indicador econdmico DAILYSs
(“Disability-adjusted life years”) que infere os anos de vida produtiva perdidos por
incapacidade ou morte prematura (WHO/TDR/2007). Endémica em 98 paises, no Brasil
a LVA é relatada sob a forma de epidemias urbanas desde 1980 e atualmente esta
notificada nas cinco regides do pais (ALVAR et al.,, 2012; PEIXOTO et al., 2015;
WERNECK, 2016).

No Brasil, o estado de Mato Grosso do Sul (MS) representa quase 4% dos casos da
enfermidade registrados no pais de 1990 a 2015 e teve apenas em 2017, 63 novas
notificacdes de LVA registradas até 18 de julho (BRASIL, 2017; MATO GROSSO DO
SUL, 2017). Além da elevada incidéncia, a taxa de letalidade no estado (8,3%) em 2015
foi maior que a média da regido Nordeste (7,3%) do pais, regido mais afetada por esta
protozoonose, demonstrando a gravidade e as condic¢des de assisténcia e vigilancia no MS
(BRASIL, 2017).

Os cdes desempenham um importante papel no ciclo epidemiolégico da LVA; esta
espécie é considerada o principal reservatorio urbano da enfermidade devido ao elevado
parasitismo cutaneo, mesmo quando assintoméaticos (DEANE & DEANE, 1955;
MOLINA etal., 1994; TRAVI et al., 2001; DA COSTA-VAL et al., 2007; VERCOSA et
al., 2008; SOARES et al., 2011; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016). Ademais, a
enzootia canina usualmente precede os casos humanos, refletindo a importancia do
monitoramento da leishmaniose visceral canina (LVC) como um possivel marcador de
transmissdo e (re)emergéncia de LVA (PARANHOS-SILVA et al., 1996;
MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016).

Por se tratar de uma doenca de acometimento sistémico e de complexa patofisiologia,
a LVC apresenta manifestacdes clinicas bastante variaveis de acordo com a parasitemia,
local de inoculagdo do parasita, competéncia imunoldgica do céo e estagio da doenca;
fatores que associados a compatibilidade destes sinais clinicos com outras enfermidades
dificultam a realizacdo do diagndstico clinico (PINELLI et al., 1994; QUINNELL et al.,
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2001; MORENO & ALVAR, 2002). Assim, o diagnéstico preciso da leishmaniose

visceral canina é um dos maiores entraves para o controle desta zoonose.

No Brasil, 0 Ministério da Saude determina a identificacdo dos caes soropositivos por
meio de uma triagem utilizando o teste rapido imunocromatografico (TR-DPP® Bio-
Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil), e confirmacdo destes por meio da reacdo de
imunoadsorcdo enzimética (ELISA), na qual os animais reagentes sdo destinados a
eutandsia (BRASIL, 2011; 2014).

Devido a auséncia de uma técnica com 100% de sensibilidade e especificidade,
resultados falso-positivos e falso-negativos sdo observados nos exames sorologicos
utilizados (GONTIJO & MELO, 2004). Desta forma, é necessario buscar métodos
diagnosticos para LVC de maior acuracia; que permitam identificar precocemente a
infeccdo em cdes assintomaticos, assim como diferenciar caes vacinados e acometidos
por outras enfermidades. Estes fatores sdo essenciais para evitar a manutencao de animais
infectados no ambiente, a dispersdo da doenca e reduzir as eutanasias (FERREIRA et al.,
2008; LAURENTI et al., 2014; NUNES et al., 2015; MAGALHAES-JUNIOR et al.,
2016).

Frente a possibilidade de clonar genes codificantes de proteinas antigénicas de L.
infantum, novos antigenos recombinantes tém sido explorados como alvo individual ou
em associacdo, visando averiguar seu potencial no diagnostico sorolégico de LVA
(GOMES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; FONSECA et al., 2014). O uso de
proteinas recombinantes pode trazer maior sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade aos exames sorolégicos utilizados no diagnéstico da LVC (PASSOS et
al.,, 2005; MAIA-ELKHOURY et al.,, 2008). No entanto, pouco se sabe sobre o
desempenho destas proteinas antigénicas em caes com perfis clinicos diferenciados. Este
trabalho tem como objetivo avaliar o uso das proteinas recombinantes de Leishmania
infantum ja descritas: KMP-11, LiP2a, LiP2b, LiP0O, H2A, HSP70 e HSP83, bem como o
antigeno bruto soltvel do parasita (SLA), no diagnostico da leishmaniose visceral em

caes naturalmente infectados.



33

Material e Métodos

Aspectos éticos:

Este projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob o protocolo nimero 645/2014 para 0s

animais de Camapud e 697/2015 para os animais de Campo Grande.
Populacgéo de estudo:

O conjunto amostral deste estudo foi composto por cdes procedentes de Campo
Grande, municipio classificado pelo Ministério da Saude como regido de intensa
transmissao para L. infantum e, Camapud, municipio de transmissdo esporadica. Em
Campo Grande foram coletadas 200 amostras provenientes de cdes atendidos no Hospital
Veterindrio da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e de atendimentos
particulares entre 2016 e 2017. Em Camapud, as 288 amostras coletadas foram
provenientes do inquérito sorolégico epidemioldgico do servigo de vigilancia em saude
do municipio realizado em 2015. Os critérios de inclusdo adotados neste estudo foram:
animais residentes no municipio de Campo Grande/MS e Camapud/MS com idade
superior a quatro meses e cujos tutores consentiram com o termo de consentimento livre

esclarecido.
Andlise clinica:

Todos os cédes foram examinados clinicamente para a classificacdo segundo Silva
et al. (2017). Um conjunto de 15 diferentes sinais clinicos foram registrados para
classificacdo dos cédes conforme a presenca ou gravidade dos sinais. De acordo com 0
escore total dos animais, estes foram classificados em assintomaticos (zero a trés pontos)

ou sintomaticos (mais de trés pontos).
Coleta das amostras biologicas:

Para cada animal avaliado clinicamente foi coletada uma amostra de 10mL de
sangue periférico com auxilio de tubos do tipo Vacutainer® por meio de venopungao

jugular. A amostra foi armazenada em um frasco estéril com EDTA para pesquisa de
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hemoparasitas por meio da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e em outro

tubo com ativador de coagulagéo para obtencao do soro.

Diagndstico  Soroldgico de leishmaniose visceral canina: teste rapido

imunocromatogréafico TR-DPP®:

Foi utilizado o teste rapido imunocromatogréafico TR-DPP® (Dual-Path Platform
immunochromatographic ~ test —  Leishmaniose  Visceral  Canina, Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ — Rio de Janeiro, Brasil) com amostra de soro de cada animal,

seguindo as instruc@es fornecidas pelo fabricante.
Diagndstico Parasitolégico Direto:

A pesquisa direta de formas amastigotas do protozoario Leishmania spp. em
esfregacos de aspirado de linfonodo foi realizada no Laboratério de Parasitologia
Humana (Inbio/UFMS). As laminas foram coradas com Giemsa e submetidos a

visualizacdo por meio de microscopia de campo claro com objetiva de 100x.
Diagndstico das hemoparasitoses:

Apenas as amostras de sangue periférico com EDTA de cées negativos para LVC
no exame parasitologico direto e exame soroldgico foram destinadas a pesquisa de
hemoparasitas por meio da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), realizada
no Laboratério de Biologia Molecular (Inbio/lUFMS). As reacbes de PCR foram
realizadas em trés etapas, na seguinte ordem: primeiramente os animais foram submetidos
a pesquisa de Ehrlichia canis; aqueles negativos na primeira etapa foram submetidos a
pesquisa de Babesia canis e 0s animais negativos na segunda etapa foram submetidos a

pesquisa de Anaplasma platys.
Obtencéo dos controles positivos:

Os controles positivos para os agentes B. canis e A. platys foram padronizados e
fornecidos pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual Paulista — campus de Jaboticabal. O controle positivo para o

agente E. canis foi padronizado e fornecido pelo Laboratério de Biologia Molecular da
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Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS).

Extracdo do DNA:

O material genémico (DNA total) presente em cada amostra foi extraido a partir
de uma aliquota de 200uL de sangue coletado com EDTA e congelado (-20°C),
utilizando-se 0 PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™), de acordo com as
especificacbes do fabricante. O DNA extraido foi aliquotado em tubos de polipropileno

de 1,5mL esteéreis, identificados e armazenados a -20° C, para utilizacdo na PCR.
Técnica da Reacdo em cadeia da polimerase:

Nas reacdes de PCR, para um volume final de 25uL de reacdo foi adicionado: 5uL
de amostra nas reac¢des de PCR convencional e 1ul. de DNA-amostra na reacdo de nested
PCR (nPCR); 12,5uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega®), 5,5uL de agua nas
reacbes de PCR convencional e 9,5uL nas reacbes de nPCR; e 1ulL de cada
oligonucleotideo (diluidos para ter uma concentracdo final de 10pmol/uL, com excecao
dos oligonucleotideos para reacao de Anaplasma platys, na qual a concentracéo final foi

de 20pmol/uL). Todas as reacdes foram realizadas no termociclador Bio-Rad T100.
Gene betaglobina:

Esta etapa foi realizada com o objetivo de comprovar se a etapa de extracdao de
DNA foi bem-sucedida, de forma a validar as amostras submetidas & PCR. Foram
utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores nessa PCR:  globina (5’-CAACTT
CAT CCA CGT TCA CC-3’) e B globina 01 (5’-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-
3”). As condicBes de amplificacdo foram as seguintes: 95°C por 3 min., seguido de 34
ciclos de 95°C por 30 seg., 55°C por 30 seg. para anelamento e 72°C por 60 seg. para
extensdo. No ultimo ciclo a extensao final foi realizada a 72°C por 5 min (adaptado de
GREER et al., 1991).

Diagndstico molecular de Ehrlichia canis:



36

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados sdo denominados ECC (senso ou
“forward”) e ECB (anti-senso ou “reverse”) do gene 16S rRNA, os quais amplificam
todas as Ehrlichia spp. (DAWSON et al., 1994; 1996) e fornecem um amplimero de
aproximadamente 478 pares de bases. As seqliéncias desses oligonucleotideos iniciadores
sdo: ECC (5’-AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG C-3") e ECB (5’-CGT ATT ACC
GCG GCT GCT GGC A-3°) (DAWSON et al., 1994; 1996). As condicOes de
amplificacdo durante a reacdo foram: 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 1
minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto a 72°C, com pds-extensdo a 72°C por 5 minutos
em termociclador (D’AGNONE, 2006). Apés a PCR do género com ECC/ECB, foi
realizada a reacdo de nested PCR (nPCR), utilizando os oligonucleotideos iniciadores
derivados do gene 16S rRNA denominados “canis” (5’-CAATTATTT ATAGCC TCT
GGC TAT AGG A-3’) e GAIUR (5’-GAC TTT GCC GGG ACT TCT TCT-3%)
(WANER & DAWSON, 1996), os quais amplificam um amplimero de aproximadamente
358 pares de bases. As condicBes de amplificacdo durante a reacdo foram: 94°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, 1 minuto a 72°C e
pds-extensdo a 72°C por 5 minutos em termociclador (D’ AGNONE, 2006).

Diagndstico molecular de Babesia canis:

Utilizou-se os oligonucleotideos iniciadores denominados Piro-A (5’-AAT ACC
CAA TCC TGA CAC AGG-3’) e Piro-B (5>-TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC-3?),
os quais amplificam um amplimero de aproximadamente 400 pares de bases, derivado do
gene 18S rRNA para todas as espécies (CARRET et al., 1999). As condicBes de
amplificacdo durante a reacdo foram adaptadas de D’agnone (2006): 94°C por 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 57,5°C, 1 minuto a 72°C e p0s-

extensdo a 72°C por 5 minutos em termociclador.
Diagndstico molecular de Anaplasma platys:

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores denominados Platys -F (5’-
AAG TCG AACGGATTT TTG TC-3’) e Platys-R (5’-CTT TAA CTT ACC GAA CC-

3’), os quais amplificam um amplimero de aproximadamente 503 pares de bases
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(INOKUMA et al., 2002). As condicdes de amplificacdo durante a reacdo foram: 94°C
por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, 90
segundos a 72°C e pos-extensdo de 72°C a 5 minutos em termociclador (D’AGNONE,
2006).

Eletroforese:

A identificagdo dos produtos amplificados foi feita por meio de eletroforese com
gel de agarose a 1,5% em 100mL de Tris-Borato de EDTA (TBE), corados com Gel Red®
e submetidos a corrida eletroforética a 100 volts por 100 min. Em solucdo tampdo tris-
borato EDTA (TBE) 1x. A visualizagdo das bandas amplificadas sob incidéncia de luz
ultravioleta, com filtro de 300 nm.

Formacéo dos Grupos Amostrais:

Apbs a realizacdo do teste imunocromatografico TR-DPP® e do exame
parasitologico direto em todos as amostras, 0s animais negativos em ambos 0s testes
foram submetidos a pesquisa de hemoparasitas com intuito de formar os seguintes grupos
amostrais: A) cdes sintomaticos diagnosticados com LVC pelo exame parasitoldgico
direto; B) cées assintomaticos diagnosticados com LVC pelo exame parasitoldgico direto;
C) cdes vacinados com as vacinas Leish-Tec® (Hertape Saude Animal S/A, Juatuba,
Minas Gerais, Brasil) e/ou Leishmune® (Pfizer/Zoetis, Campinas, S&o Paulo, Brasil),
com diagndstico negativo para LVC (exame parasitoldgico direto e TR-DPP® negativos)
e negativo para outras hemoparasitoses; D) cdes diagnosticados com outras
hemoparasitoses e diagndstico negativo para LVC (exame parasitologico direto e TR-
DPP® negativos); e E) animais negativos para outras hemoparasitoses e para LVC pelo
exame parasitoldgico direto e TR-DPP®. Cada grupo foi composto por 45 animais,
buscando igualdade no numero de animais de cada regido, ou foi definido de acordo com
a prevaléncia do perfil acima descrito. Exceto o grupo C que ndo totalizou 45 animais.
Assim, 0s grupos apresentaram a seguinte composi¢do: A (16 animais de Camapud/ 29
animais de Campo Grande); B (26 animais de Camapud/ 19 animais de Campo Grande);
C (12 animais vacinados de Campo Grande); D (23 animais de Camapud/ 22 animais de
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Campo Grande); E (23 animais de Camapud/ 22 animais de Campo Grande). Assim, no
total foram utilizados 192 animais para compor 0s grupos amostrais, selecionados de

acordo com seus perfis clinicos e de maneira categorizada.
Avaliacdo do Desempenho das Proteinas antigénicas de L. infantum:

O desempenho das proteinas antigénicas de L. infantum foi avaliado por meio da
reacdo de imunoadsorgdo enzimatica, na qual as placas de ELISA sensibilizadas com as
proteinas recombinantes (KMP-11, H2A, HSP83, HSP70, LiPO, LiP2a e LiP2b) e o
antigeno total de L. infantum (SLA) foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Manuel
Soto (Departamento de Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidade Autdnoma de
Madrid). A clonagem, expressao e purificacdo destas proteinas foi realizada segundo o
protocolo descrito por Soto et al. (2015) e a determinacdo da concentracdo das proteinas
foi realizada pelo Método de Bradford (1976). A técnica de ELISA foi realizada no
Laboratdrio de Biologia Molecular (Inbio/UFMS), utilizando antigenos recombinantes de
L. infantum em placas de 96 pocos de poliestireno de superficie MaxiSorp™ (NUNC/
Thermo Scientific), que foram previamente sensibilizadas com os antigenos proteicos na
concentracdo de 2ug/mL para antigeno total de L. infantum (SLA) e 1pg/mL para os
demais antigenos recombinantes (LiP2a, LiP2b, LiPO, HSP70, HSP83, KMP-11 e H2A)
diluidos em tampdo Ureia 3M pH 8, e incubadas overnight a 4°C. Ap0s a incubacdo o
contetdo das placas foi desprezado e estas lavadas por trés vezes com 200 pL por pogo
de Wash Buffer — PBS-TB (PBS + 0,5% Tween 20). Em seguida foi realizado o bloqueio
dos pocos com 200 uL por pogo de Blocking Buffer - BB (PBS-TB com 5% de leite
desnatado) e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. Ap6s o bloqueio as placas
foram lavadas quatro vezes com 200 pL de PBS-TB (PBS + 0,5% Tween 20) por poco.
A diluicdo dos soros caninos utilizados foi de 1:400 em BB (PBS-TB com 5% de leite
desnatado), logo apos adicionado 100 uL. em cada pogo e incubados por 2h. Seguiram-se
novamente etapas de lavagem descritas anteriormente. Realizou-se nova incubagdo com
0 conjugado anti-cdo marcado com peroxidase (SIGMA N° Cat: A6792), durante 1h,
numa diluicdo de 1:6000 em BB (PBS-TB com 5% de leite desnatado). Seguiram-se

novamente etapas de lavagem. Para revelacédo das reacGes foram utilizadas primeiramente
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capsulas de tampdo citrato-fosfato com perborato de sodio (PCB) (SIGMA N° Cat:
P4922) diluidas em agua destilada (uma capsula para 100 mL de agua destilada),
acresentou-se depois duas pastilhas de OPD 20 mg (o-phenylenediamine
dihydrochloride) (Sigma Chemical Company — P7288), e por fim adicionando-se 200 puL
por poco, apds 20 min. em camara escura a rea¢do foi interrompida com solucgéo de parada
(H2S04 3N) com 50 uL por poco (adaptado de SOTO et al., 2015). A leitura das placas
foi realizada em espectofotdmetro com comprimento de onda de 490 nm, utilizando o

aparelho Spectra Max 190.
Analise estatistica:

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Prism Inc., San Diego, CA). Para comparacdo entre os grupos foi utilizado o
teste de ANOVA, seguido do teste de Kruskal Wallis para comparacao multipla de médias
adquiridas a partir da densidade 6tica-DO dos soros de cada grupo com pds teste de Mann-
Whitney, com nivel de significancia de p<0,05 e IC- 95%. O ponto de corte de cada
antigeno foi estabelecido utilizando a curva ROC, baseado na maior sensibilidade e
especificidade, em que o desempenho e acuracia de cada teste foram estabelecidos a partir

da area sob a curva — ASC.
Resultados e discussao

Nos ultimos anos, 0s avangos tecnoldgicos permitiram a identificacdo de diversas
proteinas antigénicas de L. infantum para utilizacdo no ELISA, no entanto poucas foram
colocadas em prética para avaliacdo (BARBOSA et al., 2012). A busca por antigenos
recombinantes com grau de pureza maior visa aumentar a especificidade, sensibilidade e
reprodutibilidade do ELISA (PASSOS et al., 2005). Este trabalho permitiu a analise do
desempenho das proteinas recombinantes de L. infantum (LiP2a, LiP2b, LiP0, HSP70,
HSP83, KMP-11 e H2A) e do antigeno sollvel do parasita aplicados no diagnostico da
LVC em grupos com parametros clinicos definidos e diferenciados. Os valores de
sensibilidade, especificidade e razdo de verossimilhanca (likelihood ratio) dos antigenos

estudados foram obtidos ao testad-los com soros de cées naturalmente infectados (cées
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assintomaticos e sintomaticos) e negativos para LVC (cdes negativos, vacinados e

negativos com outras hemoparasitoses) (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo do desempenho de diferentes proteinas testadas com soros de cdes negativos (n=102)
e cdes naturalmente infectados por L. infantum (n=90) de Mato Grosso do Sul, 2015 a 2016, n= 192.

Antigenos Sensibilidade % Especificidade % Likelihood ratio
H2A 61,11 43,14 1,07
HSP83 70,00 43,14 1,23
LiPO 71,11 44,12 1,27
LiP2a 73,33 44,12 1,31
KMP-11 76,67 43,14 1,35
HSP70 77,78 43,14 1,37
SLA 72,22 50,98 1,47
LiP2b 70,00 52,94 1,49

Os valores de sensibilidade observados para as proteinas recombinantes utilizadas
neste estudo séo inferiores aos valores relatados em outros estudos realizados na Espanha
(Tabela 2), os quais avaliaram apenas soros de cdes sabidamente positivos para LVC.
Entretanto, o uso de animais com diferentes perfis clinicos para a avaliacdo da
sensibilidade e especificidade de um antigeno ¢é de extrema importancia para o julgamento
da eficacia do mesmo, visto que representa com maior veracidade a populacdo avaliada

durante os inquéritos epidemioldgicos soroldgicos caninos.
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Tabela 2. Sensibilidade das proteinas recombinantes testadas em amostras de Mato Grosso do Sul/Brasil e

da Espanha, em diferentes periodos (dados bibliograficos).

Mato Grosso do Sul Espanha
Antigenos
Sensibilidade (%) Sensibilidade (%)
H2A 61,11 78 (SOTO et al., 1995c)
HSP83 70,00 90 (ANGEL et al., 1996)
LiPO 71,11 78 (SOTO et al., 1995b)
LiP2a 73,33 88 (SOTO et al., 1995a)
75,4-96 (BERBERICH et al.,
KMP-11 76,67 1997; TODOLI et al., 2009)
HSP70 77,78 100 (QUIJADA et al., 1996)
LiP2b 70,00 100 (SOTO et al., 1995a)

Moura (2017) também avaliou as mesmas proteinas recombinantes de L. infantum
em animais positivos para LVC sintomaticos e assintomaticos, animais negativos para
LVC, animais negativos para LVC e positivos sorologicamente para erliquiose e animais
vacinados contra LVC, todos provenientes de Teresina, Piaui, Brasil. Os valores de
sensibilidade apresentados por esta autora (Tabela 3) sdo bastante discrepantes dos
valores observados no presente estudo, o que ressalta a dificuldade em obter um antigeno
que mantenha sensibilidade e especificidade elevadas quando utilizado em amostras
provenientes de diferentes regides do pais, dificultando o desenvolvimento de um teste

soroldgico diagnéstico padronizado para uso nacional.
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Tabela 3. Sensibilidade e especificidade das proteinas testadas com soros de cdes negativos e caes
naturalmente infectados por L. infantum, provenientes de Mato Grosso do Sul e dados do Piaui (MOURA,
2017).

Mato Grosso do Sul Piaui (MOURA, 2017)
Antigenos
Sensibilidade (%) Especificidade (%) Sensibilidade (%) Especificidade (%0)
H2A 61,11 43,14 18,48 97,27
HSP83 70,00 43,14 7,61 98,18
LiPO 71,11 44,12 7,61 99,09
LiP2a 73,33 44,12 34,78 99,07
KMP-11 76,67 43,14 20,88 97,27
HSP70 77,78 43,14 5,44 99,09
SLA 72,22 50,98 9,78 99,09
LiP2b 70,00 52,94 9,78 99,09

Apesar de alguns autores apontarem baixa ou nenhuma variabilidade intraespecifica
entre as cepas de L. infantum isoladas de cées provenientes de diferentes regies do Brasil
(COUTINHO et al., 2011; BATISTA et al., 2012; SILVA et al., 2015), ja foi relatado que
0s gendtipos de Leishmania segregam-se em clusters de acordo com a regido geografica
de origem, demonstrando associacdo entre estes isolados e areas geogréaficas especificas
(OCHSENREITHER et al., 2006; SEGATTO et al., 2012). Estes fatos evidenciam a
importancia de avaliar potenciais antigenos para testes soroldgicos diagnésticos de LVC
em regiBes distintas do pais.

Ainda com relagdo aos resultados obtidos por Moura (2017), seus valores de
especificidade (Tabela 3) s&o superiores aos descritos neste estudo; fato este que pode ser
justificado pela utilizagdo na presente pesquisa de um grupo amostral composto nédo
apenas por animais portadores de erliquiose mas, formado também por animais infectados
com Babesia canis e Anaplasma platys; hemoparasitas transmitidos pelo mesmo vetor de
Ehrlichia canis, o carrapato Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-TORRES, 2008).
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A sensibilidade e especificidade da reacdo de imunoadsorcdo enzimatica podem
variar também de acordo com o antigeno utilizado, seu grau de purificacdo e fatores
laboratoriais como tempo de incubag&o ou tipo de microplacas utilizadas (REITHINGER
et al., 2002; BOARINO et al., 2008; FARAHMAND & NAHREVANIAN, 2016). O kit
ELISA (EIE-Bio-Manguinhos®) utilizado pelo Ministério da Saude emprega antigeno
soltvel de Leishmania major-like, o qual ja foi relatado com sensibilidade variando de
72% a 100% e especificidade variando de 68% a 96% (LIRA et al., 2006; FERREIRA et
al., 2007; ALVES et al., 2012). O potencial diagndstico de antigenos totais de Leishmania
sp. para deteccdo de animais sintomaticos ja foi demonstrado (FERREIRA et al., 2007;
PORROZZI et al., 2007; MORALES-YUSTE et al., 2012); porém sua sensibilidade se
torna menor ao pesquisar anticorpos contra infecces mais recentes e assintomaticas
(QUINNELL et al., 2001; REITHINGER et al., 2002; METTLER et al., 2005).

No presente estudo, o antigeno solGvel de L. infantum mostrou-se capaz de
distinguir animais infectados dos negativos (p<0,0001) (Figura 1A), todavia, néo
reconheceu 27,8% dos infectados (sintomaticos e assintomaticos) (Figura 1A e 2A). SLA
apresentou a segunda maior razdo de verossimilhanca (1,49) e foi capaz de diferenciar
cdes sintomaticos de assintomaticos (p<0,05) (Figura 2A). No entanto, esta proteina
reagiu com animais negativos com hemoparasitas e vacinados (Figura 3A). Este fato pode
ser explicado ja que a utilizacdo de antigenos totais acarreta reducdo da especificidade e
reprodutibilidade da técnica sorologica (CARVALHO et al., 2002; RAMOS-JESUS et
al., 2016) e ocorréncia de reacdes cruzadas com soros de animais infectados com outros
agentes (FERREIRA et al., 2007; MARCONDES et al., 2011; ZANETTE et al., 2013).
O antigeno total apresenta proximidade antigénica com epitopos de outros agentes
infecciosos e, dessa forma, pode reagir cruzadamente com anticorpos presentes em
amostras sorologicas de pacientes portadores de outras infeccdes (MANCIANTI et al.,
1996; METTLER et al., 2005; ZANETTE, 2006; FERREIRA et al., 2007). Por fim, a
SLA também reagiu com o soro de animais negativos (50,5%) e ndo foi capaz de
diferencia-los de animais assintomaticos (Figura 3A). Este conjunto de fatores

fundamenta a busca por novas proteinas antigénicas que visem melhorar a sensibilidade
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e especificidade do ELISA, ja que o uso de antigeno total possibilita a permanéncia de

animais infectados no ambiente e ainda condena animais falsos-positivos a eutanasia.

Considerando a razdo de verossimilhanca das proteinas avaliadas, a LiP2b obteve
o melhor resultado. Skeiky et al. (1994) e Requena et al. (2000) destacaram que as
proteinas &cidas ribossomais apresentam elevada imunogenicidade em cdes e humanos
infectados com L. infantum, ndo havendo reatividade cruzada com Trypanosoma cruzi.
Neste estudo, LiP2b foi capaz de identificar os animais infectados, no entanto ndo os
diferenciou significativamente de cées negativos, havendo reacdo com os ultimos (47,6%)
(Figura 1B). Além disto, esta proteina recombinante ndo possibilitou a diferenciacao entre
caes assintomaticos, sintomaticos e negativos (Figura 2B) e na analise discriminada de
cada grupo foi observada reatividade com animais negativos e negativos portadores de
hemoparasitas e diferenciacao apenas dos animais vacinados dos demais grupos (p<0,05),

com excec¢do do grupo negativos (Figura 3B).

Outra proteina ribossomal, a LiPO, que ndo apresenta reacdo cruzada com 0S
determinantes antigénicos de LiP2, foi testada e foi capaz de diferenciar animais
infectados dos negativos (p<0,001) (Figura 1C). Porém, reagiu com amostras de animais
negativos (55,3%) para LVC (Figura 1C) e ndo diferenciou os mesmos de assintomaticos
(Figura 2C). Ademais, a analise entre cada grupo foi capaz de diferenciar apenas os
animais sintomaticos dos animais negativos (p<0,001) e reagiu com animais negativos e

negativos com hemoparasitas (Figura 3C).

J& a proteina LiP2a desencadeou resposta imune diferente de LiP2b e LiPO0 tanto
nos estudos de Soto et al. (1995a) quanto no presente estudo. Esta proteina demonstrou
maior sensibilidade e alta reatividade com os animais infectados, sendo capaz de
diferenciéd-los significativamente dos animais negativos (p<0,0001) (Figura 1D).
Entretanto, LiP2a reagiu de forma ndo esperada em alguns animais soronegativos (57,3%)
(negativos, vacinados e negativos com hemoparasitoses), falhando em realizar a distingéo
entre estes e 0s assintomaticos (Figura 2D). Em contrapartida, dentre todas as proteinas
antigénicas testadas, a LiP2a foi a Gnica habil em diferenciar todos os grupos analisados

(p<0,05) (sintomaticos, assintomaticos, negativos e negativos com hemoparasitas), com
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excecdo do grupo vacinado, das amostras do grupo negativo (Figura 3D), o que

demonstrou seu potencial em proporcionar maior especificidade no diagnostico da LVC.

As proteinas de choque térmico despertaram interesse como antigenos ja que estdo
envolvidas na transicdo de hospedeiros do parasita, o qual é submetido a um estresse
térmico ao migrar do inseto vetor para o hospedeiro mamifero (LATHIGRA et al., 1991).
Dentre estas proteinas, a HSP70 e HSP83 mostraram-se antigenos imunodominantes
durante a resposta promovida por diversos agentes patogénicos humanos como
Plasmodium falciparum (BIANCO et al., 1986; JENDOUBI & BONNEFOY, 1988),
Trypansoma cruzi (DRAGON et al., 1987; ENGMAN et al., 1990) e L. donovani
(MACFARLANE et al., 1990; ANDRADE et al., 1992). Neste contexto, Quijada et al.
(1996) e Angel et al. (1996) investigaram a capacidade de HSP70 e HSP83,
respectivamente, reagirem com soros de cées infectados com L. infantum e observaram
potencial diagnostico para estes antigenos. Corroborando com estes dados, em nosso
estudo, ambas as proteinas foram eficientes em distinguir os animais infectados
(sintomaéticos e assintomaticos) pelo protozoério (Figuras 1E e 1F) e HSP70 apresentou
a maior sensibilidade dentre todas as proteinas investigadas (Tabela 1). Contudo, ambas

as proteinas recombinantes reagiram com 57,3% dos soros de animais negativos testados.

Apesar de apresentarem especificidades semelhantes, HSP70 foi capaz de
diferenciar estatisticamente animais negativos de animais sintomaticos e assintomaticos
(p<0,05), diferentemente de HSP83 (Figuras 2E e 2F). Desta maneira, HSP70 pode ser
uma ferramenta Gtil no diagnostico de infecgBes iniciais assintomaticas, como ja
demonstrado por Nieto et al. (1999). Na andlise comparativa entre grupos, HSP70
também teve melhor desempenho, falhando apenas em distinguir animais vacinados e
negativos com hemoparasitas dos animais negativos, o que explica a reatividade do
antigeno com o soro destes dois grupos (Figura 3E). Nesta mesma analise, HSP83 apenas
diferenciou animais sintomaticos de animais negativos (p<0,05) e apresentou reagdo com
amostras de animais negativos com hemoparasitas (Figura 3F). Desta maneira, o
potencial diagnodstico de ambas as proteinas de choque estd comprometido devido a

reatividade com soros de animais negativos (animais vacinados, negativos com
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hemoparasitas e negativos), o que foi mais observado em HSP83. Esta ultima foi incapaz
de distinguir cées infectados de negativos (Figura 1F) e apresentou razdo de
verossimilhanga menor que SLA, discordando de Menezes-Souza et al. (2014) que
demonstraram sua superioridade quando comparada ao antigeno total.

A proteina de membrana dos cinetoplastideos de 11KDa (KMP-11) apresenta
importante fungdo imunoestimulatdria de células B durante a infec¢éo por L. infantum,
induzindo a proliferacéo de linfécitos (BERBERICH et al., 1997; SOFLAEI et al., 2013).
Logo, Berberich et al. (1997) e Todoli et al. (2009) verificaram a identificacdo desta
proteina recombinante por anticorpos de animais com LVC. Nossos resultados também
demonstraram a propriedade da KMP-11 em detectar animais infectados e diferenciar os
mesmos de animais negativos (p<0,001) (Figura 1G); no entanto, esta proteina reagiu
com 57,3% dos animais deste Ultimo grupo. A proteina KMP-11 ndo foi capaz de
diferenciar animais assintomaticos de negativos (Figura 2G), além de reagir com soros de
animais vacinados, negativos com hemoparasitas e negativos (Figura 3G). Apenas 0s cées
sintométicos foram distinguidos dos demais grupos (p<0,05), com excec¢do dos vacinados
(Figura 3G), o que pode ser justificado pela relacdo desta proteina com a presenca do
parasita e 0 desenvolvimento da infeccdo, visto que sua expressdo € maior em amastigotas
(MATOS et al., 2010). Além disso, a KMP-11 parece estar relacionada ao estimulo da
secrecao de IL-10, citocina responsavel pela persisténcia e multiplicacdo do parasita no
interior dos macrofagos (CARVALHO et al., 2005); circunstancia que aliada aos
resultados apresentados justifica o potencial deste antigeno recombinante no diagnostico

de animais sintomaticos apenas.

Das quatro classes de histonas que compdem o nucleossomo de L. infantum (H2A,
H2B, H3 e H4), H2A e H3 foram identificadas como as mais imunogénicas durante a
infeccdo canina (SOTO et al., 1999). Desta maneira, Soto et al. (1995c) investigaram o
potencial de H2A em reagir com soro de cées infectados com L. infantum e indicaram
este antigeno como um potencial alvo durante a resposta imune humoral de cdes com
LVC, apesar de terem observado reagéo cruzada com histonas H2A de T. cruzi. Contudo,

nossos resultados ndo demonstraram boa eficiéncia da H2A, visto que esta proteina ndo
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foi habil em diferenciar significativamente nenhum dos grupos avaliados (Figuras 1H, 2H
e 3H), sendo assim inadequada para o diagnostico, ao contrario de Nieto et al. (1999) que
acreditavam que os anticorpos anti-histonas estavam relacionados a progressdo da

doenca.

Dentre as proteinas recombinantes testadas, HSP70 e LiP2a foram as melhores em
diferenciar significativamente os animais infectados (sintomaticos e assintomaticos) dos
negativos (vacinados, negativos com hemoparasitas e negativos) (p<0,001) e foram as
Unicas capazes de distinguir este Gltimo grupo de animais assintomaticos (p<0,05). Faria
et al. (2015) demonstraram que a associacdo de epitopos antigénicos pode ser uma
ferramenta valiosa na producdo de um ELISA mais sensivel e especifico aplicavel a

animais com diferentes apresentaces clinicas.

Foi observado diferenca significativa entre as amostras de cédes infectados
provenientes de Campo Grande e Camapua apenas com a utilizagdo do antigeno bruto de
L. infantum (SLA) e as proteinas recombinantes HSP70 e HSP83 (p<0,001) (Figuras 4A,
4E e 4F). Camapud e Campo Grande sdo duas regides epidemiologicamente distintas
quanto a distribuicdo dos casos de LVA e LVC em Mato Grosso do Sul. A primeira é
classificada como area de transmissao esporadica visto que registrou média de casos de
LVA de 0,3 casos entre 2014 e 2016 e seu Ultimo inquérito sorolégico canino, realizado
em 2015, revelou prevaléncia de 13,54% para LVC (BORGES, 2017; MATO GROSSO
DO SUL, 2017). Ja a capital, apresentou média de 73,7 casos de LVA no mesmo periodo
e 0 ultimo inquérito soroldgico canino, realizado no ano de 2012, demonstrou prevaléncia
de 22,37% para a enfermidade canina (PMCG, 2012; MATO GROSSO DO SUL, 2017).

Frente a estas particularidades, € possivel supor que a diferenca observada entre
as amostras de regides distintas se deva a recente acomodacdo do parasita ao hospedeiro
no municipio de Camapua, visto que a regido registrou seu primeiro caso de LVA em
2007, enquanto Campo Grande ja registrava epidemias urbanas de LVA seis anos antes
(FURLAN, 2010; BRASIL, 2017). Além disso, vetores distintos de L. infantum,
Lutzomyia cruzi e Lutzomyia longipalpis, sdo encontrados nos municipios de Camapua e
Campo Grande, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2017a,b;



48

FERNANDES et al., 2017). Estes fatores podem implicar variabilidade intraespecifica na
cepa de Leishmania infantum envolvida na infec¢do, bem como respostas imunes e
manifestacdes clinicas dissemelhantes nos hospedeiros de cada regido (FALQUETO et
al., 2003; SCHRIEFER et al., 2005).

Concluséo

Os antigenos LiP2a e HSP70 mostraram-se promissores na identificacdo de
animais sintométicos e assintomaticos para LVC e, portanto, sugere-se que sejam
investigados de forma combinada no ELISA, com o intuito de obter um teste
confirmatoério de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade superior ao SLA,
justificando a substituicdo do mesmo. Além disso, faz-se necessario estudos relacionados
as possiveis diferencas intraespecificas entre as cepas de L. infantum envolvidas nestas

duas regides.
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Figura 1. Anticorpos IgG em soros caninos. Nivel de anticorpos IgG anti-Leishmania em caes naturalmente infectados com Leishmania sp. (caes assintomaticos e sintomaticos) e negativos
(caes vacinados, negativos para LVC com hemoparasitose e negativos para LVC) testados com diferentes antigenos proteicos SLA (A), LiP2b (B), LiP0 (C), LiP2a (D), HSP70 (E), HSP83
(F), KMP-11 (G) e H2A (H), Mato Grosso do Sul, 2015 a 2016, n=192. O cut-off foi calculado a partir dos valores negativos e positivos da média das OD de cada amostra. Os pontos nos
gréaficos representam a média das densidades 6pticas (DO) de cada amostra. A andlise foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001.
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Figura 2. Anticorpos IgG em soros caninos. Nivel de anticorpos IgG anti-Leishmania em cées naturalmente infectados com Leishmania sp. sintomaticos e assintomaticos e cées negativos
(animais vacinados, negativos para LVC com hemoparasitose e negativos para LVC) testados com diferentes antigenos proteicos SLA (A), LiP2b (B), LiPO (C), LiP2a (D), HSP70 (E), HSP83
(F), KMP-11 (G) e H2A (H), Mato Grosso do Sul, 2015 a 2016, n=192. O cut-off foi calculado a partir dos valores negativos e positivos da média das OD de cada amostra. Os pontos nos
graficos representam a média das densidades oOpticas (DO) de cada amostra. A analise foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com pds teste de Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,001,

*n<0,0001.
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Figura 3. Anticorpos IgG em soros caninos. Nivel de anticorpos IgG anti-Leishmania em caes naturalmente infectados com Leishmania sp. sintomaéticos e assintomaticos, cées vacinados,
cées negativos para LVC com hemoparasitose e cées negativos para LVC testados com diferentes antigenos proteicos SLA (A), LiP2b (B), LiPO (C), LiP2a (D), HSP70 (E), HSP83 (F), KMP-
11 (G) e H2A (H), Mato Grosso do Sul, 2015 a 2016, n=192. O cut-off foi calculado a partir dos valores negativos e positivos da média das OD de cada amostra. Os pontos nos graficos
representam a média das densidades épticas (DO) de cada amostra. A analise foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com poés teste de Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001.
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Figura 4. Anticorpos IgG em soros caninos. Comparagéo entre o nivel de anticorpos 1gG anti-Leishmania em cées naturalmente infectados com Leishmania sp. (c@es assintomaéticos e
sintomaticos) provenientes de Camapua (C, n=42) e Campo Grande (CG, n=48) e negativos (cdes vacinados, negativos para LVC com hemoparasitose e negativos para LVC), provenientes
de Camapua (C, n=46) e Campo Grande (CG, n=56), testados com diferentes antigenos proteicos SLA (A), LiP2b (B), LiP0 (C), LiP2a (D), HSP70 (E), HSP83 (F), KMP-11 (G) e H2A (H),
Mato Grosso do Sul, 2015 a 2016. O cut-off foi calculado a partir dos valores negativos e positivos da média das OD de cada amostra. Os pontos nos graficos representam a média das
densidades 6pticas (DO) de cada amostra. A andlise foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001.
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Abstract
The diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL) is one of the major obstacles to its

control, given the variety of clinical manifestations presented. Thus, this study evaluated
the response to TR-DPP® and the clinical manifestations of dogs naturally infected with
Leishmania sp., in areas of intense (Campo Grande) and sporadic (Camapud)
transmission of visceral leishmaniasis (VL) in the State of Mato Grosso do Sul. The TR-
DPP® presented superior performance in the identification of symptomatic animals when
compared to asymptomatic animals in both regions, however higher sensitivity (92%) and
specificity (71%) values were observed in Campo Grande when compared to the test
performance in Camapua (sensitivity 65%, specificity 53%). The cutoff point of the
clinical scoring system > 3 obtained better performance in distinguishing CVL positive
dogs from CVL negative dogs from Campo Grande, with sensitivity of 79.01% and
specificity of 73.91%. In Camapud, this cutoff point presented the same specificity, but
lower sensitivity (39.63%). It is concluded that the use of TR-DPP® as a screening
method and the clinical scoring system should be performed cautiously in regions of

sporadic transmission of VL.

Keywords: Campo Grande, Camapua, Canine visceral leishmaniasis, Clinical signs,

Immunochromatographic test

Resumo

O diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC) € um dos maiores entraves para seu
controle, frente a variedade de manifestacdes clinicas apresentadas. Este trabalho avaliou
a resposta ao TR-DPP® e as manifestacdes clinicas de cdes naturalmente infectados com
Leishmania sp. por um sistema de pontuac&o clinica, em areas de transmissdo intensa
(Campo Grande) e esporadica (Camapud) para leishmaniose visceral (LV) no Estado de
Mato Grosso do Sul. O TR-DPP® apresentou desempenho superior na identificagéo de
animais sintomaticos, comparados aos assintomaticos em ambas as regides; no entanto
valores de sensibilidade (92%) e especificidade (71%) superiores foram observados em
Campo Grande, comparados a performance do teste em Camapua (sensibilidade 65%,

especificidade 53%). O ponto de corte do sistema de pontuacdo clinica > 3 obteve melhor
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desempenho em distinguir cdes LVC positivos de cdes LVC negativos em Campo
Grande, com sensibilidade de 79,01% e especificidade de 73,91%. Em Camapua este
ponto de corte obteve a mesma especificidade, porém sensibilidade inferior (39,63%).
Conclui-se que a utilizagdo do TR-DPP® como triagem e do sistema de pontuacéo clinica

deve ser realizada com cautela em regides de transmissao esporadica de LV.

Palavras-chave: Campo Grande, Camapud, Leishmaniose visceral canina, Sinais

clinicos, Teste imunocromatogréafico

Introducéo

A leishmaniose visceral americana (LVA) é uma antropozoonose causada pelo
protozoario flagelado Leishmania infantum, transmitido durante o repasto sanguineo de
fémeas de flebotomineos (Psychodidae: Phlebotominae (GRIMALDI & TESH, 1993). E
caracterizada como uma enfermidade debilitante, capaz de reduzir os anos de vida
produtiva e levar a morte do individuo; trata-se de uma doenca de carater crénico que
cursa geralmente com internacdo do paciente e uma média de permanéncia no hospital de
14,9 dias, sendo, portanto, considerada a terceira doenca infecciosa de prioridade no
mundo e responsavel por elevados gastos na saude publica do pais (WHO/TDR/2007;
OLIVEIRA et al., 2010).

O Brasil é responsavel por cerca de 90% dos casos de LVA na América Latina,
sendo esta de notificacdo compulsoria e registrada nas cinco regides do pais (ALVAR et
al., 2012; PEIXOTO et al., 2015). O Estado de Mato Grosso do Sul, teve 1.605 casos
humanos confirmados e 112 ébitos registrados, no periodo de 2010 a 2017, com 125
novos casos humanos registrados apenas no ultimo ano. Quanto a incidéncia da doenca
no Estado, sdo cinco municipios classificados pelo Ministério da Saude como area de
transmissdo intensa de LVA (média de casos nos ultimo cinco anos igual ou superior a
4,4), dentre eles a capital do Estado, Campo Grande; quatro municipios de transmissédo
moderada (média de casos entre 2,4 e 4,3) e 32 municipios categorizados como area de
transmissdo esporadica (média de casos menor que 2,4) (MATO GROSSO DO SUL,
2017).
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No pais, as medidas de controle a LVA preconizadas pelo Ministério da Saude
incluem o diagnostico precoce e tratamento dos humanos; controle do vetor e eliminacao
dos cdes soropositivos. Os animais sdo triados por meio do teste rapido
imunocromatografico (TR-DPP® Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil) e tem o diagndstico
confirmado por meio da reacdo de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), na qual, se

positivos, sdo destinados a eutanasia (BRASIL, 2014).

Os caes sao considerados importantes reservatorios de L. infantum devido a alta
carga parasitaria apresentada na pele, facilitando a infeccéo do vetor pelo parasita, mesmo
quando estes animais estdo assintomaticos (LAURENTI et al., 2013). Ademais, a
enzootia canina usualmente precede os casos humanos, refletindo a importancia do
monitoramento da infeccdo canina como um possivel marcador de transmissdo e
(re)emergéncia de LVA (PARANHOS-SILVA et al., 1996; MAGALHAES-JUNIOR et
al., 2016).

No entanto, o diagnostico preciso da leishmaniose visceral canina (LVC) é um
dos maiores entraves para o controle desta zoonose devido a variedade de manifestaces
clinicas apresentadas pelos animais infectados. Além disso, as manifestacfes clinicas
apresentadas na LVC sdo compativeis com outras enfermidades, circunstancia que
inviabiliza o diagndstico apenas clinico da LVC (PINELLI et al., 1994; QUINNELL et
al., 2001; MORENO & ALVAR, 2002)

Desta maneira, faz-se necessario uma associacao de métodos laboratoriais e dados
epidemioldgicos para a conclusdo do diagndstico da LVVC. Os métodos parasitologicos
sdo considerados métodos diagndsticos padrdo ouro, porém demandam tempo e
profissionais qualificados para sua execuc¢ao; ja as técnicas moleculares sdo dispendiosas
e requerem laboratdrios equipados para seu desenvolvimento (GONTIJO & MELO,
2004). Neste contexto, os métodos sorologicos sdo amplamente utilizados devido a
hipergamaglobulinemia observada nos cées infectados e por serem técnicas menos

invasivas e facilmente executadas em estudos epidemioldgicos (FONSECA et al., 2014).
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Contudo, alguns fatores interferem na sensibilidade e especificidade dos testes
soroldgicos como o antigeno utilizado e também a prevaléncia da transmissdo de L.
infantum, a qual se apresenta de forma heterogénea no pais, gerando desafios adicionais
ao diagnostico da LVC em regibes de baixa prevaléncia da enfermidade (GONTIJO &
MELO, 2004; PEIXOTO etal., 2015; MENDONCA et al., 2017). Frente a estes impasses
do diagnostico da LVC, Silva et al. (2017) elaboraram um sistema de pontuacao clinica
que visa diagnosticar os animais infectados em regifes onde ha poucos recursos

diagndsticos para confirmacdo da doenca.

Assim, este estudo avaliou as manifestacdes clinica e a resposta ao TR-DPP® em
caes naturalmente infectados com Leishmania sp. em &reas de transmissdo intensa
(Campo Grande) e esporadica (Camapua) para leishmaniose visceral (LV) no Estado de

Mato Grosso do Sul.

Material e métodos
Aspectos éticos:

Este projeto possui aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo nimero
645/2014 para os animais de Camapua e 697/2015 para os animais de Campo Grande.

Populacéo de estudo:

O conjunto amostral deste estudo foi composto por cdes procedentes de Campo
Grande, municipio classificado pelo Ministério da Salde como regido de intensa
transmissdao para L. infantum, e Camapud, municipio de transmissdo esporadica. Em
Campo Grande foram coletadas 205 amostras provenientes de cdes atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e de atendimentos
particulares entre 2016 e 2017. Em Camapud@ as 284 amostras coletadas foram
provenientes do inquérito soroldgico epidemioldgico do servigo de vigilancia em saude
do municipio realizado em 2015. Os critérios de incluséo adotados neste estudo foram:
animais residentes no municipio de Campo Grande e Camapua com idade superior a

guatro meses e cujos tutores consentiram com o termo de consentimento livre esclarecido
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Andlise clinica:

Todos os cdes foram examinados clinicamente e classificados segundo Silva et al.
(2017). Um conjunto de 15 diferentes sinais clinicos foram considerados para
classificacdo dos cdes conforme a presenca ou gravidade dos sinais. De acordo com o
escore total dos animais, estes foram classificados em assintomaticos (zero a trés pontos)

ou sintomaticos (mais de trés pontos).
Coleta das amostras biologicas:

Para cada animal avaliado clinicamente foi coletada uma amostra de 10mL de
sangue periférico com auxilio de tubos do tipo Vacutainer® por meio de venopuncao
jugular. A amostra foi armazenada em um frasco estéril com EDTA para pesquisa de
hemoparasitas por meio da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e em outro

tubo com ativador de coagulagéo para obtencéo do soro.
Diagnéstico Parasitologico Direto:

A pesquisa direta de formas amastigotas do protozoario Leishmania spp. em
esfregacos de aspirado de linfonodo foi realizada no Laboratério de Parasitologia
Humana (Inbio/UFMS). As laminas foram coradas com Giemsa e submetidos a

visualizagdo por meio de microscopia de campo claro com objetiva de 100x.
Diagndstico Sorologico de leishmaniose visceral canina:
Teste rapido imunocromatografico TR-DPP®:

Foi utilizado o teste rapido imunocromatografico TR-DPP® (Dual-Path Platform
immunochromatographic ~ test —  Leishmaniose  Visceral  Canina, Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ — Rio de Janeiro, Brasil) com amostra de soro de cada animal,

seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
Reacdo de imunoadsorgéo enzimatica (ELISA-SLA):

Os animais negativos na pesquisa de amastigota de Leishmania sp. e no TR-DPP®

foram submetidos ao ELISA com antigeno total de L. infantum (SLA). As placas
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sensibilizadas foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Manuel Soto (Departamento de
Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidade Autdnoma de Madrid). A determinacao
da concentracdo das proteinas foi realizada pelo Método de Bradford (1976). A técnica
de ELISA foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular (Inbio/UFMS), utilizando
placas de 96 pogos de poliestireno de superficie MaxiSorp™ (NUNC/ Thermo Scientific),
que foram previamente sensibilizadas com o antigeno total de L. infantum na
concentracdo de 2ug/mL, diluido em tampdo Ureia 3M pH 8, e incubadas overnight a
4°C. Apos a incubacdo o contelido das placas foi desprezado e estas lavadas por trés vezes
com 200 pL por pogo de Wash Buffer — PBS-TB (PBS + 0,5% Tween 20). Em seguida
foi realizado o blogqueio dos poc¢os com 200 pL por pogo de Blocking Buffer - BB (PBS-
TB com 5% de leite desnatado) e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. Apos o
bloqueio as placas foram lavadas quatro vezes com 200 uL de PBS-TB (PBS + 0,5%
Tween 20) por poco. A diluicdo dos soros caninos utilizados foi de 1:400 em BB (PBS-
TB com 5% de leite desnatado), logo apos adicionado 100 uL. em cada poco e incubados
por 2h. Seguiram-se novamente etapas de lavagem descritas anteriormente. Realizou-se
nova incubacdo com o conjugado anti-cdo marcado com peroxidase (SIGMA N° cat:
A6792), durante 1h, numa diluicdo de 1:6000 em BB (PBS-TB com 5% de leite
desnatado). Seguiram-se novamente etapas de lavagem. Para revelacdo das reac6es foram
utilizadas primeiramente capsulas de tampéo citrato-fosfato com perborato de sodio
(PCB) (SIGMA N° cat: P4922) diluidas em &gua destilada (uma capsula para 100 mL de
agua destilada), acresentou-se depois duas pastilhas de OPD 20 mg (o-phenylenediamine
dihydrochloride) (Sigma Chemical Company — P7288), e por fim adicionando-se 200 puL
por poco, apds 20 min. em camara escura a rea¢do foi interrompida com solucgéo de parada
(H2S04 3N) com 50 pL por pogo (adaptado de SOTO et al., 2015). A leitura das placas
foi realizada em espectofotometro com comprimento de onda de 490 nm, utilizando o

aparelho Spectra Max 190.
Diagnostico das hemoparasitoses:

Apenas as amostras de sangue periférico com EDTA de cées negativos para LVC

no exame parasitologico direto e ambos os exames sorolégicos (TR-DPP® e ELISA-
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SLA) foram destinadas a pesquisa de hemoparasitas por meio da técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), realizada no Laboratério de Biologia Molecular
(Inbio/lUFMS). As reacgdes de PCR foram realizadas em trés etapas, na seguinte ordem:
primeiramente os animais foram submetidos a pesquisa de Ehrlichia canis; aqueles
negativos na primeira etapa foram submetidos "a pesquisa de Babesia canis e 0s animais

negativos na segunda etapa foram submetidos "a pesquisa de Anaplasma platys.
Obtencéao dos controles positivos:

Os controles positivos para 0s agentes B. canis e A. platys foram padronizados e
fornecidos pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual Paulista — campus de Jaboticabal. O controle positivo para o
agente E. canis foi padronizado e fornecido pelo Laboratdrio de Biologia Molecular da
Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS).

Extracdo do DNA:

O material gendmico (DNA total) presente em cada amostra foi extraido a partir
de uma aliquota de 200uL de sangue coletado com EDTA e congelado (-20°C),
utilizando-se 0 PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™), de acordo com as
especificacbes do fabricante. O DNA extraido foi aliquotado em tubos de polipropileno
de 1,5mL estéreis, identificados e armazenados a -20°C, para utilizacdo na PCR.

Técnica da Reacdo em cadeia da polimerase:

Nas reacdes de PCR, para um volume final de 25uL de reacéo foi adicionado: 5uL
de amostra nas reagdes de PCR convencional e 1uL de DNA-amostra na reacéo de nested
PCR (nPCR); 12,5uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega®), 5,5uL de agua nas
reacbes de PCR convencional e 9,5uL nas reacbes de nPCR; e 1lulL de cada
oligonucleotideo (diluidos para ter uma concentragdo final de 10pmol/uL, com excegédo
dos oligonucleotideos para reacdo de Anaplasma platys, na qual a concentragéo final foi

de 20pmol/uL). Todas as reagdes foram realizadas no termociclador Bio-Rad T100.
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Gene betaglobina:

Esta etapa foi realizada com o objetivo de comprovar se a etapa de extragdo de
DNA foi bem-sucedida, de forma a validar as amostras submetidas a PCR. Foram
utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores nessa PCR: B globina (5’-CAACTT
CAT CCA CGT TCA CC-3’) e B globina 01 (5’-ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC-
3’). As condicOes de amplificagdo foram as seguintes: 95°C por 3 min., seguido de 34
ciclos de 95°C por 30 seg., 55°C por 30 seg. para anelamento e 72°C por 60 seg. para
extensdo. No ultimo ciclo a extensao final foi realizada a 72°C por 5 min (adaptado de
GREER et al., 1991).

Diagndstico molecular de Ehrlichia canis:

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados sdo denominados ECC (senso ou
“forward”) e ECB (anti-senso ou “reverse”) derivados do gene 16S rRNA, os quais
amplificam todas as Ehrlichia spp. (DAWSON et al., 1994; 1996) e fornecem um
amplimero de aproximadamente 478 pares de bases. As seqléncias desses
oligonucleotideos iniciadores sdo: ECC (5’-AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG C-
3’) e ECB (5’-CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC A-3’) (DAWSON et al., 1994;
1996). As condigdes de amplificacdo durante a reacdo foram: 94°C por 5 minutos, seguido
de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto a 72°C, com pés-extensao a
72°C por 5 minutos em termociclador (D’AGNONE, 2006). Ap6s a PCR do género com
ECC/ECB, foi realizada uma nested PCR (nPCR), utilizando os oligonucleotideos
iniciadores derivados do gene 16S rRNA denominados “canis” (5-CAATTATTT ATA
GCC TCT GGC TAT AGG A-3’) e GAIUR (5’-GAC TTT GCC GGG ACT TCT TCT-
3) (WANER & DAWSON, 1996), os quais amplificam um amplimero de
aproximadamente 358 pares de bases. As condi¢Ges de amplificacdo durante a reagédo
foram: 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, 1
minuto a 72°C e pés-extensdo a 72°C por 5 minutos em termociclador (D’ AGNONE,
2006).

Diagnostico molecular de Babesia canis:
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Utilizou-se os oligonucleotideos iniciadores denominados Piro-A (5’-AAT ACC
CAA TCC TGA CAC AGG-3’) e Piro-B (5’-TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC-3?),
os quais amplificam um amplimero de aproximadamente 400 pares de bases, derivado do
gene 18S rRNA para todas as espécies (CARRET et al., 1999). As condicbes de
amplificacdo durante a reacdo foram adaptadas de D’agnone (2006): 94°C por 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 57,5°C, 1 minuto a 72°C e p0s-

extensdo a 72°C por 5 minutos em termociclador.
Diagndstico molecular de Anaplasma platys:

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores denominados Platys -F (5’-
AAG TCG AACGGATTT TTG TC-3) e Platys-R (5’-CTT TAACTT ACC GAA CC-
3’), os quais amplificam um amplimero de aproximadamente 503 pares de bases
(INOKUMA et al., 2002). As condicdes de amplificacdo durante a reacdo foram: 94°C
por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, 90
segundos a 72°C e pés-extensdo de 72°C a 5 minutos em termociclador (D’AGNONE,
2006).

Eletroforese:

A identificacdo dos produtos amplificados foi feita por meio de eletroforese com
gel de agarose a 1,5% em 100mL de Tris-Borato de EDTA (TBE), corados com Gel Red®
e submetidos a corrida eletroforética a 100 volts por 100 min. Em solu¢do tampao tris-
borato EDTA (TBE) 1x. A visualizagdo das bandas amplificadas sob incidéncia de luz

ultravioleta, com filtro de 300 nm.

Formacado dos grupos amostrais para metodologia de avaliacéo clinica (SILVA et al.,
2017):

As técnicas diagnosticas descritas foram realizadas com intuito de formar os
seguintes grupos amostrais: 1. cdes originarios de Campo Grande diagnosticados com
LVC pelo exame parasitoldgico direto; Il. cdes originarios de Camapua diagnosticados
com LVC pelo exame parasitologico direto; I11. cdes originarios de Campo Grande ou

Camapud, negativos para LVC (exame parasitoldgico direto, TR-DPP® e ELISA-SLA)
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e negativos para hemoparasitoses; IV. cées originarios de Campo Grande ou Camapug,
negativos para LVC (exame parasitolégico direto, TR-DPP® e ELISA-SLA) e positivo
para hemoparasitose (B. canis e/ou E. canis e/ou A. platys). Assim, no total foram
utilizados 179 animais para compor 0s grupos amostrais, selecionados de acordo com
seus perfis clinicos e de maneira categorizada, de forma que os grupos foram compostos
da seguinte maneira: grupo | (81 animais), grupo Il (53 animais), grupo 111 (23 animais),

grupo IV (22 animais).
Analise estatistica:

Para avaliar a performance dos testes diagnosticos, os célculos de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, indice kappa de
concordancia e area sob a curva foram calculados utilizando o software MedCalc
(SCHOONJANS et al., 1995). A anélise da curva ROC (receiver operator characteristic)
foi utilizada para estabelecer o valor de corte do escore clinico capaz de discriminar
animais negativos e positivos para LVC e esta foi realizada por meio do software
GraphPad Prism 6.0 (Graph Pad Software Inc., USA). Para analise dos sinais clinicos, o
teste de proporcdo para duas amostras independentes baseado na distribuicdo qui-
quadrado de Pearson foi utilizado foi utilizado e executado com o auxilio do software R
versdo 3.4.0 (R CORE TEAM, 2017).

Resultados
TR-DPP®

Foram avaliados 284 cdes provenientes de Camapud, dos quais apenas 53
(18,66%) foram positivos no exame parasitoldgico direto e considerados positivos para
LVC; no entanto, 21 (39,62%) destes animais ndo foram detectados pelo teste de triagem
empregado pelo Ministério da Saude, o0 TR-DPP®. Enquanto em Campo Grande, a taxa
de positividade para LVVC por meio do exame parasitologico dos 205 cdes avaliados foi
de 39,51% (81 animais), com 12 (14,81%) destes negativos no exame sorolégico TR-
DPP®. Desta maneira, a concordancia observada entre o exame parasitoldgico e 0 TR-
DPP®, avaliada através do indice kappa (Landis & Koch, 1977), foi razoavel (0,226;
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p<0,001) em Camapua e substancial (0,632; p<0,001) em Campo Grande. Os valores de
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo e area sob a curva do
teste imunocromatogréafico TR-DPP®, aplicados nos dois municipios estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e area sob a curva

(intervalo de confianca de 95%) para o teste rapido imunocromatografico TR-DPP®, realizado nos
municipios de Camapua (n=284 cées) e Campo Grande (n=205 caes).

Areasob a
Sensibilidade  Especificidade curva
Local Perfil (1C 95%) (1C 95%) VPP VPN (p-value)

Sintomaticos 0,92 0,71 0,77 0,89 0,82 (p<0,001)
Assintomaticos 0,67 0,87 0,61 0,90 0,77 (p<0,001)

Campo
Grande Total 0,85 0,80 0,74 0,89 0,83 (p<0,001)
Sintomaticos 0,65 0,53 0,35 0,79 0,59 (p=0,200)
Assintomaticos 0,58 0,74 0,30 0,90 0,66 (p<0,001)
Camapua Total 0,67 0,71 0,35 0,90 0,69 (p<0,001)

Sinais clinicos

A partir dos resultados obtidos nos testes diagndsticos realizados, os animais
foram alocados de forma categorizada nos seguintes grupos: cées originarios de Campo
Grande diagnosticados com LVC pelo exame parasitoldgico direto (n= 81 animais); cdes
originarios de Camapua diagnosticados com LVC pelo exame parasitolégico direto (n=
53 animais); cées originarios de Campo Grande ou Camapud, negativos para LVC (exame
parasitolégico direto, TR-DPP® e ELISA-SLA) e negativos para hemoparasitoses (n= 23
animais) e por fim, cdes originarios de Campo Grande ou Camapud, negativos para LVC
(exame parasitoldgico direto, TR-DPP® e ELISA-SLA) e positivo para outra
hemoparasitose (B. canis e/ou E. canis e/ou A. platys) (n= 22 animais). Assim, no total
foram utilizados 179 animais na andlise da frequéncia dos sinais clinicos observados,

disposta nas Tabelas 2 e 4.
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Foi observado que sinais clinicos tais como linfadenomegalia (p<0,001), pelagem
ruim/opaca (p<0,05), dermatite esfoliativa (p<0,001), onicogrifose (p<0,001), estado
nutricional ruim (p<0,001), presenca de secrecdo ocular (p<0,05) mucosas pélidas
(p<0,05) e despigmentacdo de focinho (p<0,05), apresentaram frequéncias distintas nos
cdes de area de transmissdo intensa de leishmaniose visceral quando comparados a cées
de area de transmissdo esporadica (Tabela 2). Além disso, 0 numero de animais
diagnosticados com LVC classificados como sintomaticos de acordo com a metodologia
de Silva et al. (2017), com escore >3, foi superior em Campo Grande (74,07%),

comparado a Camapud (30,19%) (Tabela 3).

Tabela 2. Frequéncia dos sinais clinicos em cdes com leishmaniose visceral canina (LVVC) provenientes de
Campo Grande (n=81 animais) e Camapud (n=53 animais).

Sinais clinicos

1 2
LVC (+) CG LVC(+) C
n=81 n=53

%2 (p-value)
lvs2

Linfadenomegalia
Pelagem ruim/opaca
Alopecia
Dermatite esfoliativa
Onicogrifose
Estado nutricional ruim
Secrecdo ocular
Mucosas pélidas
Lesdo em ponta de orelha
Despigmentacéo de focinho
Despigmentac&o de labio
Les&o em focinho
Blefarite
Sangramento

Lesdo em labio

64 (79,01%)
46 (56,79%)
37 (45,68%)
36 (44,44%)
35 (43,21%)
31 (38,27%)
29 (35,80%)
26 (32,10%)
25 (30,86%)
18 (22,22%)
16 (19,75%)
14 (17,28%)
13 (16,05%)
7 (8,64%)
5 (6,17%)

27 (50,94%)
19 (35,85%)
19 (35,85%)
5 (9,43%)
7 (13,21%)
4 (7,55%)
6 (11,32%)
8 (15,10%)
13 (24,53%)
2 (3,77%)
4 (7,54%)
3 (5,66%)
3 (5,66%)
0 (0,0%)
1 (18,86%)

11,58 (p=0,0006)
5, 62 (p=0,0177)
0,90 (p=0,3426)
16,88 (p<0,0001)
13,40 (p=0,0002)
14,12 (p=0,0001)
9,95 (p=0,0016)
4,89 (p=0,0269)
0,63 (p=0,4262)
7,19 (p=0,0073)
2,86 (p=0,0908)
2,93 (p=0,0870)
2,37 (p=0,1233)

0,55 (p=0,4557)
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Tabela 3. Percentual de animais positivos no parasitolégico de linfonodo para LVC provenientes de Campo
Grande (CG +, n=81) e Camapud (C +, n=53) e dos animais negativos para LVC (parasitoldgico de
linfonodo, TR-DPP®, ELISA-SLA) e outros hemoparasitas (Ehrlichia canis, Babesia canis e Anaplasma
platys), provenientes de Campo Grande (CG -, n=12) e Camapua (C -, n=11) de acordo com o escore
clinico.

Local Escore Numero de cdes +  Percentual % + NUmero de cdes -  Percentual % -
0 6 7,41 3 25,00
1 1 1,23 2 16,67
2 6 7,41 2 16,67
3 8 9,88 0 0,00
4 5 6,17 1 8,33
5a7 21 25,93 3 25,00
8al0 14 17,28 1 8,33
CG >11 20 24,69 0 0,00
0 12 22,64 7 63,64
1 8 15,09 2 18,18
2 7 13,21 1 9,09
3 10 18,87 0 0,00
4 7 13,21 1 9,09
5a7 3 5,66 0 0,00
8al0 3 5,66 0 0,00
C >11 3 5,66 0 0,00

Cinco sinais clinicos presentes em cées com LVC demonstraram frequéncias
distintas dos animais negativos para LVC e hemoparasitas (Tabela 4), sendo eles:
linfadenomegalia (p<0,001), pelagem ruim/opaca (p<0,05), alopecia (p<0,05),
onicogrifose (p<0,05) e lesdo em ponta de orelha (p<0,05). Entretanto, quando os sinais
clinicos do grupo infectado com L. infantum foram comparados ao grupo de animais
negativos para LVC, porém infectados com outros hemoparasitas (B. canis e/ou E. canis
e/ou A. platys), apenas a frequéncia de linfadenomegalia observada nos cées positivos
para LVC se diferenciou dos demais sinais observados nesta populagéo (p = 0,0410)
(Tabela 4)
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Tabela 4. Frequéncia dos sinais clinicos em cées positivos para leishmaniose visceral canina (LVC +) (n=134 animais), cdes negativos para LVC e negativos
para outros hemoparasitas (LVC — HEMOP -, n=23 animais) e cdes negativos para LV C e positivo para hemoparasitas (Babesia canis e/ou Ehrlichia canis
e/ou Anaplasma platys) (LVC — HEMOP +, n=22 animais), provenientes de Campo Grande e Camapud.

1 2 3
LVC + LVC - HEMOP - | LVC - HEMOP + 2 (p-value) x2 (p-value)
Sinais clinicos n=134 n=23 n=22 1vs2 1vs3
Linfadenomegalia 91 (67,91%) 5 (21,74%) 10 (45,45%) 15,73 (p<0,0001) 4,17 (p=0,0410)
Pelagem ruim/opaca 65 (48,50%) 4 (17,39%) 6 (27,27%) 6,50 (p=0,0107) 3,44 (p=0,0638)
Alopecia 56 (41,79%) 4 (17,39%) 8 (36,36%) 3,97 (p=0,0463) 0,06 (p=0,8058)
Onicogrifose 42 (31,34%) 1 (4,35%) 5 (22,73%) 5,90 (p=0,0151) 0,32 (p=0,5716)
Dermatite esfoliativa 41 (30,60%) 3 (13,04%) 5 (22,73%) 2,19 (p=0,1388) 0,25 (p=0,6185)
Lesdo em ponta de orelha 38 (28,36%) 1 (4,35%) 6 (27,27%) 4,84 (p=0,0277) 0,01 (p=0,9165)
Estado nutricional ruim 35 (26,12%) 3 (13,04%) 4 (18,18%) 1,18 (p=0,2761) 0,28 (p=0,5952)
Secrecéo ocular 35 (26,12%) 5 (21,74%) 9 (40,91%) 0,20 (p=0,656) 2,04 (p=0,1531)
Mucosas pélidas 34 (25,37%) 3 (13,04%) 4 (18,18%) 1,04 (p=0,3071) 0,21 (p=0,6453)
Despigmentacdo de labio 20 (14,93%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) - -
Despigmentacéo de focinho 20 (14,93%) 1 (4,35%) 3 (13,64%) 1,09 (p=0,2959) 0,00 (p=1,0)
Leso em focinho 17 (12,69%) 1 (4,35%) 5 (22,73%) 0,65 (p=0,4206) 0,85 (p=0,3557)
Blefarite 16 (11,94%) 0 (0,0%) 1 (4,55%) - 0,44 (p=0,5076)
Sangramento 7 (5,22%) 1 (4,35%) 1 (4,55%) 0,00 (p=1,0) 0,00 (p=1,0)
Lesdo em labio 6 (4,48%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) - -
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Escore clinico

O escore total para distinguir animais LVC positivos de éarea de intensa
transmissdo de LVA de animais LVC negativos e negativos para outros hemoparasitas
teve area sob a curva (ASC) de 0,842 (p<0,0001). Nesta analise, o ponto de corte >3
apresentou o melhor desempenho, com sensibilidade de 79,01% e especificidade de
73,91%. Ja o escore total utilizado para diferenciar cdes LVC positivos provenientes de
area de transmissao esporadica dos cdes negativos para LVC e hemoparasitas demonstrou
valor de ASC de 0,620 (p=0,098) e 0 mesmo ponto de corte aplicado em Campo Grande
apresentou sensibilidade inferior (39,62%) nas amostras de Camapua, porém manteve a
mesma especificidade (Tabela 5). Valores de ponto de corte acima de cinco ndo foram

incluidos devido a baixa sensibilidade e irrelevancia epidemiolégica.

Tabela 5. Sensibilidade e especificidade dos pontos de corte na distingdo de animais negativos para
leishmaniose visceral canina (LVVC) e hemoparasitoses (Babesia canis e/ou Ehrlichia canis e/ou Anaplasma
platys) provenientes de Campo Grande e Camapud (n=23 animais) de animais positivos para LVC
provenientes de Campo Grande (LVC + CG, n=81 animais) e de animais positivos para LVC provenientes
de Camapud (LVC + C, n=53 animais).

Grupo Escore Sensibilidade (%) Especificidade (%)

1 91,36 52,18

2 87,66 67,39

3 79,01 73,91

4 70,99 78,26

LVC + CG 5 62,35 84,79
1 69,81 52,18

2 55,66 67,39

3 39,63 73,91

4 23,59 78,26

LVvC+C 5 14,15 84,79

Ja na analise da sensibilidade e especificidade dos pontos de corte para distinguir

0s animais positivos para LVC, provenientes de Campo Grande e Camapud, de animais
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doentes com outras hemoparasitoses, o escore total apresentou ASC de 0,579 (p=0,232)
e o melhor ponto de corte observado foi > 4, entretanto 0 mesmo apresenta valores de

sensibilidade e especificidade inferiores, 52,24% e 59,09% respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Sensibilidade e especificidade dos pontos de corte na distingdo de animais positivos para
hemoparasitas (Babesia canis e/ou Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys), proveniente de Campo Grande
e Camapua (n=23 animais) de animais positivos para LVC provenientes de Campo Grande e Camapua
(LVC +, n=134 animais).

Grupo Escore  Sensibilidade  Especificidade

1 83,21 20,46
2 75,00 34,09
3 63,44 45,46
4 52,24 59,09
LVC + 5 43,29 70,46

Discussao

O teste de triagem TR-DPP®, composto por uma fusdo de antigenos
recombinantes de L. infantum, rK9, rK26 e rK39 ¢ utilizado no Brasil como método de
triagem para diagndstico da LVC (BRASIL, 2011). Neste estudo, foi notavel a
disparidade presente entre os valores de sensibilidade e especificidade do TR-DPP®
aplicados em cédes de municipios epidemiologicamente distintos, fato também

evidenciado pelos valores discrepantes do indice kappa entre Campo Grande e Camapua.

Uma ferramenta diagndstica de triagem para LVVC deve possuir alta sensibilidade
para detectar animais possivelmente infectados presentes na populagdo, os quais podem
atuar como fonte de infeccdo para o vetor e contribuir para 0 aumento do nimero de casos
caninos e humanos (LAURENTI et al., 2013; 2014). A sensibilidade inferior observada
no desempenho do TR-DPP® em Camapué é alarmante uma vez que animais positivos
ndo serdo detectados e permanecerdo na populagdo, subestimando a prevaléncia da

infeccdo canina no municipio. Estes fatores sdo preocupantes posto que o planejamento
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de medidas de vigilancia e controle da enfermidade devem ser baseadas nos dados de
prevaléncia do municipio (BRASIL, 2014).

Ainda que o desempenho do TR-DPP® seja inferior para triar animais positivos
provenientes de regido de transmissao esporadica, o teste apresentou valores preditivos
negativos similares na andlise geral de ambos os municipios. Fato este que reforca a
utilidade do teste, aliado a sua praticidade de aplicagdo a campo, em segregar 0s animais
verdadeiramente negativos, 0s quais serdo mantidos na populacdo. Esta é uma
caracteristica desejavel em um teste diagnéstico (KAWAMURA, 2002) e que pode
sugerir seu emprego como teste confirmatorio. Laurenti et al. (2014) também propuseram
sua utilizagdo como método confirmatorio apds observarem valores de especificidade e
valor preditivo positivo superiores ao ELISA (Biomanguinhos). Para mais, Coura-Vital
etal. (2014) também recomendam o TR-DPP® como teste confirmatdrio, particularmente
em areas de alta demanda, devido a sua facilidade de uso e menor custo financeiro.
Contudo é necessario enfatizar que ndo foi avaliado neste trabalho a ocorréncia de reagdes
cruzadas no TR-DPP® com outros hemoparasitas, fato que impossibilita uma avaliagéo

precisa de sua especificidade.

O TR-DPP® foi mais sensivel para detec¢cdo de animais sintoméaticos em ambas
as localidades, as quais apesar de diferirem quanto a classificacao de transmissao de LVA,
sdo areas endémicas para LVC. Resultado semelhante também foi observado por
Grimaldi et al. (2012), os quais relataram desempenho inferior (47%) ao testarem
amostras de cées assintomaticos de uma &rea rural do Espirito Santo endémica para LVC.
A discrepancia observada na performance de um teste soroldgico para diagnéstico da
LVC em cdes sintomaticos e assintomaticos € plausivel uma vez que a expressividade dos
sinais clinicos se altera durante o curso da doenca e esta correlacionada a positividade nos
exames diagndsticos para a enfermidade (QUINNEL et al., 2001; 2013; SILVA et al.,
2017).

Dentre as razdes para as diversas formas de manifestagdes clinicas apresentadas
na LVC estéo fatores relacionados ao hospedeiro, tais como a parasitemia e competéncia

do sistema imune do céo e elementos atribuidos ao parasita, como local de inoculagéo e
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sua capacidade patogénica, os quais irdo influenciar no estagio da infeccdo por L.
infantum e no fenotipo clinico e producgédo de anticorpos durante a doenca (GRIMALDI
& TESH, 1993; QUINNEL et al., 2001).

Contraditoriamente aos resultados expostos, Laurenti et al. (2014), demonstraram
valores superiores de sensibilidade no diagnostico de cdes assintomaticos (92,1%) quando
comparados aos sintomaticos (89,4%) por meio do TR-DPP®. Estes autores justificaram
que os cées envolvidos em seu estudo poderiam estar em um estado ativo da infeccéo,

com progressdo para doenca.

Os sinais clinicos frequentemente observados na LV C relatados em literatura sao:
linfadenomegalia, perda de peso, alteragdes dermatoldgicas, onicogrifose,
hepatomegalia, esplenomegalia, glomerulopatias, claudicacéo, epistaxe e lesées oculares
(MOREIRA et al., 2007; MAIA & CAMPINO, 2008). Assim como em outros estudos
(CIARAMELLA etal., 1997; MORENO & ALVAR, 2002; AMUSATEGUI et al., 2003;
MANNA et al., 2009; SILVA et al., 2017), linfadenomegalia foi o sinal clinico mais
frequente observado em ambas as regides avaliadas neste estudo. Pelagem ruim/opaca e
alopecia se destacaram em seguida nos dois municipios; sendo assim, 0s trés sinais
clinicos observados mais comumente em cdes com LVC das regides estudadas tratam-se
de manifestacBes inespecificas, as quais podem estar presentes em outras
hemoparasitoses ou desordens dermatoldgicas como a dermatofitose e a dermatite atopica
canina (GONTHO & MELO, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; HENSEL et al.,
2015; SILVA et al., 2017).

Ja quando os sinais clinicos manifestados por animais naturalmente infectados por
L. infantum sdo comparados ao grupo de animais negativos para LVC e hemoparasitoses,
sinais clinicos mais especificos para LVC como lesdo em ponta de orelha e onicogrifose
se destacaram, manifestando-se de forma distinta e mais frequente na populagéo
infectada. Onicogrifose também esteve altamente associada aos cées infectados com LVC
provenientes de Teresina, Piaui, area endémica para transmissdo de LVC (Silva et al.,

2017) e, assim como a dermatite esfoliativa de ponta de orelha, ambas s&o descritas como
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sinais clinicos comumente manifestados na LVC (FERRER et al., 1988; CIARAMELLA
etal., 1997; KOUTINAS et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

E possivel perceber que os sinais clinicos se manifestaram de forma distinta entre
as duas localidades, com maior ocorréncia e maior intensidade dos sinais nos cées de area
de transmissdo intensa de LVA, de forma que estes apresentaram escores clinicos mais
elevados. Opostamente, 69,81% dos cdes diagnosticados como positivos para LVC em
Camapua foram assintomaticos. Contudo, é necessario salientar que a grande maioria dos
cdes avaliados em Campo Grande eram animais doentes que buscavam atendimento
veterinario e, portanto, apresentavam alguma manifestacdo clinica. J& os animais
provenientes de Camapud, foram obtidos através de amostragem categorizada para

realizacdo do inquérito epidemioldgico do municipio.

Silva et al. (2017) relataram que sua metodologia foi capaz de diagnosticar
animais para LVC mesmo quando a infecgdo por E. canis ndo era previamente excluida,
evidenciando diferenca significativa entre a frequéncia de alguns sinais clinicos
(linfadenomegalia, lesdes em ponta de orelha/focinho, onicogrifose, estado nutricional
ruim, pelagem ruim/opaca) observados em cdes positivos para LVC comparada aos cédes
infectados apenas com E. canis. No entanto, neste estudo, apenas a presenca de
linfadenomegalia se diferenciou (p<0,05) entre os grupos LV C positivo e LVC negativos
infectados com outros hemoparasitas. Este fato contribui para a auséncia no presente
estudo, de um valor de corte para escore clinico que apresente alta sensibilidade e
especificidade e seja capaz de distinguir os animais positivos para LVC em uma
populagdo composta por animais infectados com outros hemoparasitas.

A presenca de infec¢bes por outros hemoparasitas dificulta o diagndstico clinico
da LVC uma vez que muitas das manifestacOes clinicas e laboratoriais apresentadas sao
semelhantes a LVC (CIARAMELLA et al., 1997). O diagnostico sorologico tambem é
prejudicado, visto que a ocorréncia de reacdes cruzadas no TR-DPP® com B. canis ja foi
relatada (LAURENTI et al., 2014). Ademais, a presenca de coinfec¢des pode acentuar a

imunossupressao do animal, tornando 0 mesmo mais suscetivel a infeccéo por L. infantum
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e a apresentacdo de manifestacbes clinicas mais severas (HARRUS et al., 2003;
OTRANTO et al., 2009; ANDRADE et al., 2014).

Silva et al. (2017) afirmam que a determinacgdo do escore clinico do cdo por meio
de sua metodologia pode proporcionar aos medicos veterindrios mais confianga no
diagnostico de animais com LVVC em areas com recursos diagndsticos escassos e sugerem
o valor de corte > 3 para identificagdo dos animais LVC positivos dentre animais
negativos para L. infantum (sensibilidade de 73,21% e especificidade de 62,02%) e dentre
animais LVC negativos infectados com E. canis (sensibilidade de 85,71% e
especificidade de 86,36%). Este valor de corte também foi 0 melhor obtido na distingédo
de animais negativos e positivos para LVC em Campo Grande e proporcionou valores de
sensibilidade e especificidade ainda superiores. Todavia, em Camapud, municipio de
transmissdo esporadica de LVA, ndo foi possivel identificar por meio da metodologia de

Silva et al. (2017) um valor de corte eficiente para identificacdo dos animais com LVC.

Frente aos resultados apresentados, € possivel observar distingdo entre a
apresentacdo clinica e resposta soroldgica ao TR-DPP® dos caes provenientes de Campo
Grande e Camapua. Além da situacdo epidemioldgica diferente entre ambas as regides,
com prevaléncias de LVVC de 13,54% em 2015 e, 22,37% em 2012, respectivamente para
Campo Grande e Camapua (PMCG, 2012; BORGES, 2017); outros aspectos podem estar
envolvidos nas dissemelhancas observadas como tempo de acomodacdo do parasita ao
hospedeiro, posto que a primeira epidemia urbana de LVC em Campo Grande foi
registrada em 2001 (FURLAN, 2010), enquanto Camapud registrou seu primeiro caso
humano de LVC apenas em 2007 (BRASIL, 2017). Além disso, evidencia-se que as
espécies vetoras de flebotomineos envolvidas na transmissdo da leishmaniose visceral
nos municipios sdo distintas. Lutzomyia cruzi € a espécie responsavel pela transmisséo de
L. infantum em Camapud (OLIVEIRA et al., 2017a,b; FERNANDES et al., 2017) e
Lutzomyia longipalpis em Campo Grande (OLIVEIRA et al., 2006). Esse conjunto de
fatores deve ser melhor investigado, dado que 0os mesmos poderiam ser responsaveis por

uma variabilidade intraespecifica na cepa de Leishmania infantum envolvida na infec¢éo
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e, consequentemente, ocasionar respostas imunes e manifestacdes clinicas diferentes nos
hospedeiros de cada regido (FALQUETO et al., 2003; SCHRIEFER et al., 2005).

Concluséo

Apesar da metodologia de avaliagdo clinica contribuir no diagnostico da
enfermidade canina em areas endémicas de alta transmissdo de LVA, o esquema de
pontuacdo clinica ndo teve o desempenho esperado em &reas de transmissao esporadica,
as quais usualmente sdo representadas por municipios menores que carecem de suporte
laboratorial e técnico para realizacdo do diagnéstico da enfermidade. Com relagdo ao TR-
DPP®, ainda que seu desempenho seja inferior em triar animais positivos provenientes
de regido de transmissdo esporadica, o teste apresentou valores preditivos negativos
similares na analise geral de ambos os municipios. Fato este que reforca a utilidade do
teste, aliado a sua praticidade de aplicagdo a campo, em segregar 0S animais

verdadeiramente negativos, que serdo mantidos na populacéo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O diagnostico soroldgico da leishmaniose visceral canina deve ser aprimorado,
buscando métodos mais sensiveis e especificos a fim de reduzir a eutanasia de caes falso-
positivos; bem como deve-se evitar a manutencdo de animais falso-negativos no ambiente, a
qual perpetua o ciclo epidemioldgico da doenca. Sugere-se a investigacdo dos antigenos HSP70
e LiP2a, utilizados de forma combinada no ELISA, para averiguar o potencial destas proteinas
antigénicas em minimizar essas deficiéncias. Ademais, é importante reforcar que a resposta dos
cées aos testes sorologicos ELISA e TR-DPP®, assim como suas manifestagdes clinicas, diferem
de acordo com a situacéo epidemiolégica da regido de onde provém. Sendo assim, recomenda-
se que o desenvolvimento de qualquer novo exame sorologico diagnéstico para LVC seja
submetido a avaliacdo em populacdes com prevaléncias distintas para leishmaniose visceral e
com perfis clinicos diferenciados, de modo a representar veridicamente o cenario nacional no
qual sera aplicado.
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8. ANEXOS

Anexq I: Protocolo de aprovacgéo do projeto pelo CEUA/ UFMS para as amostras provenientes
de animais de Camapua/MS.

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagdo
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comissao de Etica no Uso de Animais ~ CEUA/UFMS

CER TR TCA DD
Certificamos que o Protocolo n° 645/2014 da Pesquisadora
Alessandra Gutierrez de Oliveira, referente ao projeto de pesquisa
“Leishmaniose Visceral Americana, estudo da prevaléncia canina e
identificagdo de Leishmania spp, no municipio de Camapua/MS”, esta
de acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), com a legislagdo
vigente e demais disposi¢bes da ética em investigagdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido ordinaria do dia 15 de
dezembro de 2014.
Maria Araﬁj%u%(eira
Coordenadora da CEUA/UFMS

Campo Grande, 15 de dezembro de 2014.

Comiss&o de Etica no Uso de Animais/CEUA
htlg:/lwww.grogg.ufms.br/ceua

ceua.2000@gmail.com
fone (67) 3345-7186
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Anexo II: Protocolo de aprovacéo do projeto pelo CEUA/ UFMS para as amostras provenientes
de animais de Campo Grande/MS.

Ministério da Educagéo

Servigo Publico Federal
Fundagéao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul Ly

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Diferentes abordagens
diagnésticas de Leishmaniose Visceral Canina em area endémica”, Protocolo n°
697/2015 sob a responsabilidade de Alessandra Gutierrez de Oliveira - que
envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata,
para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/lUFMS, em

reunido ordindaria do dia 12 de agosto de 2015.

Vigéncia do Projeto 01/09/2015 a 01/12/2017

Espécie/Linhagem ou | Canis lupus familiaris | Sem Raga Definida (SRD)

Raca

Numeros de Animais | 200

Peso/ldade Diversos/Variaveis

Sexo Macho e Fémea

Origem (fornecedor) | Hospital Veterinario da FAMEZ/UFMS e Centro de
Controle de Zoonoses de Campo Grande/MS

Noex e/

Maria Araujo Teixeira

Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 13 de agosto de 2015.

Pré-Reitoria de Pesquisa, P6s-Grad el gao- PROPP
Cidade Universitaria , s/n | Caixa Postal 549
Fone: 67 3345.7186 E-mail: gab.propp@ufms.br
CEP 79070-900 | Campo Grande | MS
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Anexo Ill: Termo de consentimento livre esclarecido para as amostras provenientes de animais
de Camapud/MS.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do projeto: Leishmaniose Visceral Americana: prevaléncia canina e identificagiio de Leishmania spp. em
Camapu3/MS.

Nome do pesquisador principal: L dro Machado Borges

Razdo social e CIAEP instituicio da CEUA que aprovou: Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
CIAEP 01.0016.2013. Aprovagdo CEUA/UFMS pelo protocolo 645/2014

Objetivos do estudo: Reconhecer a situagdo epidemioldgica da leishmaniose visceral americana no municipio
de Camapud/MS e identificagdo da espécie de Lelshmania circulante nos cdes soropositivos.

Procedimentos a serem realizados com os animais: serd uma Unica visita para coletas de sangue
venoso e pungdo de linfonodo através da aspiragdo por agulha fina, durante a realizago do inquérito amostral. Os animais

gentes para Leish iose serdo posteriormente eutanasiados e necropsiados para obten¢do de materiais biolégicos
para o presente estudo. O caddver do animal serd enterrado em vala profunda com uma camada de cal virgem.

Potenciais riscos para os animais: flebite pés coleta venosa.

Cronograma: Inquérito canino sorolégico amostral, teste rapido DPP® e necropsias (julho e agosto de 2015),
realizagdo de $ nas as caninas pela técnica PCR e Elisa (julho, agosto, setembro de 2015).

Beneficios: o pr trabalho se faz necessdrio para o reconhecimento de dados epidemiolégicos
importantes que auxiliam na vigilincia e controle da leishmaniose visceral canina, a fim de proporcionar medidas
preventivas eficazes em relagdo a leishmaniose visceral em humanos.

Esclarecimentos ao proprietdrio sobre a participagdo do animal neste projeto: o animal foi selecionado por
amostragem para participar do presente projeto, onde serd realizada a coleta de sangue de cdes em todos os setores
urbanos do municipio para reconhecer qual setor merece maior atengdo do poder pablico para controlar a Leishmaniose
Visceral Americana através de atividades de prevengdo.

Sua autorizagdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo é voluntaria. Seu(s) animal(is) podera(3o)
ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a ele(s).

A confidencialidade dos seus dados pessoais serd preservada.

Os membros da CEUA ou as autoridades regulatérias poderdo solicitar suas informagdes, e nesse caso, elas
serdo dirigidas especificamente para fins de inspe¢des regulares.

o Médico Veterindrio responsavel pelo(s) seu(s) anima(is) serd o(a) Dr Leandro Machado Borges, inscrito(a) no
CRMV/MS sob o n.° 3.795. Além dele, a equipe do Pesquisador Principal, Dra. Eliane Mattos Piranda, Dra. Alessandra
Gutierrez de Oliveira e Dra. Natalia Fontoura, se resp bilizard pelo bem estar do(s) seu{s) animal(is) durante
todo o estudo e ao final dele. Quando for necessério, durante ou apés o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato
com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: (67)9935-0042

Equipe: Leandro Machado Borges, Eliane M. Piranda, Al dra Gutierrez de Oliveira, Natalia Fontoura.

Endereco: Rua Anténio Indcio Barbosa, s/n.9, Vila Diamantina, CEP: 79.420-000, Camapud/MS.

Telefone : (67)3286-1332

tivard

Declaragdo de consentiment:

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedi deste estudo, seus riscos e beneficios ao(s)
animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsdvel. Fui também informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer
momento. Ao assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participagdo do(s) meu(s) animal{is)
identificado(s), a seguir, neste projeto.

Este documento serd assinado em duas vias, sendo que uma via ficard comigo € outra com o pesquisador.

Camapud/MS, de de 2015.
Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Documento de identidade:
Identificag3o do(s) animal(is)

Nome: Nome: Nome: Nome:

N°id: N° id: N°id: N°id:

Espécie: Espécie: Espécie: Espécie:

Raca: Raga: Raga: Raga:

Nome: Nome: Nome: Nome:

N° id: N id: N id: N°id:

Espécie: Espécie: Espécie: Espécie:

Raga: Raga: Raga: Raga:
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Anexo IV: Termo de consentimento livre esclarecido para as amostras provenientes de animais
de Campo Grande/MS.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do projeto: Diferentes abordagens diagndsticas de Leishmaniose Visceral Canina em area
endémica

Nome do pesquisador principal: Alessandra Gutierrez de Oliveira
Razao social e CIAEP instituicao da CEUA que aprovou: 697/2015

Objetivos do estudo:

o Caracterizar os caes susceptiveis a Leishmania spp. de acordo com escores clinicos;

o Associar o perfil clinico dos animais susceptiveis a Leishmania spp. e o diagnéstico
parasitolégico;

o Verificar a associagao do perfil clinico do animal e a exposigdo a estimulo prévio vacinal
para Leishmania spp.;

o Diagnosticar parasitologicamente caes com Leishmania spp.;

o Avaliar a resposta imunoldgica de caes com Leishmania spp através de teste rapido e
antigenos recombinantes;

o Identificar a espécie de Leishmania spp. por analise molecular;

o Identificar a presenca de outros hemoparasitas.

Procedimentos a serem realizados com os animais: No momento da consulta pelo médico
veterinario, serao realizados exame clinico do(s) animal(is) e coleta de uma Unica amostra de
sangue periférico (10ml) através de venopungdo e de uma amostra de linfonodo através da
puncao com agulha fina do animal. Seréo realizados testes imunolégicos (DDP® e ELISA) para
o diagnostico de hemoparasitas.

Potenciais riscos para os animais: estresse devido a contencéo rotineira durante a consulta e
coleta das amostras.

Cronograma: As coletas serdo realizadas em uma Unica vez quando o proprietario levar seu(s)
animal(is) para consulta pelo médio veterinario no Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul ou em atendimento particular, durante a realizagdo do projeto de
01/09/2015 a 01/12/2017

Beneficios: O proprietario do(s) animal(is) participante(s) do estudo tera acesso aos resultados
dos exames realizados em seu(s) cao(es). Além disso, a presente pesquisa permitira avangos
no diagndstico da leishmaniose visceral canina e possiveis reacoes cruzadas.

Sua autorizagdo para a inclusdao do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo € voluntaria. Seu(s)
animal(is) podera(ao) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause
qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada. Os
membros da CEUA ou as autoridades regulatérias poderao solicitar suas informacdes, e nesse
caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspegdes regulares. O Médico
Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) anima(is) sera o(a) Dr(a) Nathalia Lopes Fontoura Mateus,
inscrito(a) no CRMV sob o no 5552/MS. Além dele, a equipe do Pesquisador Principal Alessandra
Gutierrez de Oliveira também se responsabilizara pelo bem-estar do(s) seu(s) animal(is) durante
todo o estudo e ao final dele. Quando for necessario, durante ou ap6s o periodo do estudo, vocé
podera entrar em contato com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos: Tel.
de emergéncia: 9984-5012 Equipe: Parasitologia Humana Enderego: Laboratério de
Parasitologia, CCBS/UFMS, Cidade Universitaria, s/n, 79070-900, Campo Grande/MS. Telefone:
3345-7369

Declaragao de consentimento: Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos
deste estudo, seus riscos e beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui
também informado que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao
assinar este Termo de Consentimento, declaro que autorizo a participacao do(s) meu(s)
animal(is) identificado(s), a seguir, neste projeto. Este documento sera assinado em duas vias,
sendo que uma via ficard comigo e outra com o pesquisador.

Campo Grande, T



Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador Responsavel

Nome do Responsavel:
Documento de Identidade:
Identificagdo do(s) animal(is):

Nome: Nome:

Numero de identificacao: Numero de identificacao:
Espécie: Espécie:

Raca: Raca:

Nome: Nome:

Numero de identificacdo: Numero de identificagdo:
Espécie: Espécie:

Raga: Raga:
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Anexo V: Ficha de avaliago clinica adaptada de Silva et al. (2017).

DA TA,

FICHA DE AVALIACAD CLiNICA (LVC)

RACA,

FESD:

TIFO DE FELO:

IDENTIFICACADY CHIP:
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Anexo VI: Normas da Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

Os artigos aqui apresentados foram formatados de acordo com as normas vigentes da
Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, como descrito a seguir.

APRESENTAGAO DOS MANUSCRITOS
Na elaboracéo do texto serdo observadas as seguintes normas:

Os trabalhos devem ser submetidos em inglés, de forma concisa, com linguagem
impessoal com os sinais de chamadas de rodapé em numeros arabicos, lancados ao pé da
pagina em que estiver o respectivo nimero e em ordem crescente. Os trabalhos deveréo ser
apresentados em fonte “Times New Roman”, tamanho 12, com margem superior e inferior de
2,5 cm, esquerda e direita com 3 cm e espacamento entre linhas de 1,5 cm com as paginas
numeradas. Para a categoria Artigo Completo, o trabalho ndo devera exceder 17 paginas,
guando da diagramacéo final. Para a categoria Comunicacdo Breve, o trabalho nédo devera
exceder 6 paginas, quando da diagramacado final. As tabelas e ilustragfes deverdo ser
apresentadas separadas do texto e anexadas ao final do trabalho, sem legendas. As respectivas
legendas deverao vir no texto logo apés as referéncias bibliograficas. Os trabalhos submetidos
deverdo ser revisados por um dos revisores de lingua inglesa credenciados pela RBPV, de
escolha e sob responsabilidade dos autores. Os Artigos Completos devem ser organizados
obedecendo & seguinte sequéncia: Titulo Original, Titulo Traduzido, Autor(es), Filiacdo
Institucional, Abstract (Keywords), Resumo (Palavras-chave), Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, ConclusBes (ou combinacdo destes trés ultimos), Agradecimentos
(facultativo) e Referéncias Bibliogréaficas. As Comunicacao Breve obedecem a sequéncia acima
sem a necessidade de se destacar os tépicos, sendo escritas em texto corrido. Para essa
categoria, o artigo submetido s6 sera aceito desde que possua alto grau de ineditismo e
originalidade, trazendo resultados novos de importancia evidente, atribuindo ao Editor-chefe a
continuidade da submiss&o ou néo.

Caracteristicas dos elementos de um trabalho cientifico
Titulo Original

O titulo “cheio” e o subtitulo (se houver) ndo devem exceder 18 palavras. Nao devera aparecer
nenhuma abreviatura, e 0s nomes de espécies ou palavras em latim deverdo vir em italico. Evitar
(por exemplo) titulos que iniciem com: Estudos preliminares; Observa¢cbes sobre. Ndo usar o
nome do autor e data de citacdo em nomes cientificos.

Autor(es)/Filiagao

Na identificagcdo, deve constar: nhome completo e por extenso de todos os autores (sem
abreviagdo). A Filiacdo Institucional deve informar os nomes proprios de todas as instituicdes e
ndo suas tradugdes: Laboratorio, Departamento, Faculdade ou Escola, Instituto, Universidade,
Cidade, Estado e Pais, exatamente nessa ordem. No rodapé, deve constar as informacdes do
autor para correspondéncia: Endereco completo, telefone e e-mail atualizado, nessa ordem.

Referéncias bibliogréaficas

As referéncias bibliogréaficas sé serdo admitidas desde que sejam de facil consulta aos leitores.
N&o serdo aceitas referéncias de trabalhos publicados em anais de congressos e as teses devem
estar disponiveis para consulta em sites oficiais, por exemplo, Banco de Teses da Capes:
http://www.capes.qgov.br/servicos/banco-de-teses. Todas as citagbes no texto devem ser



http://www.capes.gov.br/servicos/banco-de-teses
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cuidadosamente checadas em relacdo aos nomes dos autores e datas, exatamente como
aparecem nas referéncias.

“Abstract” e Resumo

Devem conter no maximo 200 palavras, em um s6 paragrafo sem deslocamento. Ndo devem
conter citagGes bibliogréaficas. Siglas e abreviacdes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, ser@o colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso,
por exemplo, Indirect Fluorescence Assay (IFA). Devem ser informativos, apresentando o
objetivo do trabalho, metodologia sucinta, os resultados mais relevantes e a concluséo. O
abstract redigido em lingua inglesa e o resumo em lingua portuguesa, ambos seguidos por
keywords e palavras-chave, respectivamente.

Keywords e Palavras-chave

As palavras-chave devem expressar com precisao o conteudo do trabalho. S&o limitadas em
no maximo 6 (seis).

Introducéo

Explanagéo clara e objetiva do estudo, da qual devem constar a relevancia e objetivos do
trabalho, restringindo as citagbes ao necesséario.

Material e Métodos

Descricdo concisa, sem omitir o essencial para a compreenséo e reproducao do trabalho.
Métodos e técnicas j& estabelecidos devem ser apenas citados e referenciados. Métodos
estatisticos devem ser explicados ao final dessa secao.

Resultados

O contetudo deve ser informativo e ndo interpretativo: sempre que necessario devem ser
acompanhados de tabelas, figuras ou outras ilustragdes autoexplicativas.

Discusséao

Deve ser limitada aos resultados obtidos no trabalho e o conteddo deve ser interpretativo.
Podera ser apresentada como um elemento do texto ou juntamente aos resultados e conclusao.
Enfatizar a importancia de novos achados e novas hipoteses identificadas claramente com os
resultados.

Tabelas

Elaboradas apenas com linhas horizontais de separacdo no cabecalho e no final; e devem ser
enviadas em formato editavel (desejavel excel). A legenda (titulo) é precedida da palavra Tabela,
seguida pelo niumero de ordem em algarismos arabicos, devendo ser descritivas, concisas e
inseridas acima das mesmas. As tabelas devem estar limitadas a um nimero minimo necessario.
Devem ser digitadas em espaco duplo em arquivos separados.

Figuras

As figuras, tais como: desenho, fotografia, prancha, gréfico, fluxograma e esquema, devem ser
enviadas em formato .tif, .gif ou .jpg, com no minimo de 300 dpi de resolu¢gdo e numeradas
consecutivamente. As legendas devem ser precedidas da palavra Figura, seguida da numeragéo
em algarismo arabico e inseridas abaixo das mesmas. Listar as legendas numeradas com o0s
respectivos simbolos e convencdes, em folha separada em espaco duplo. O ndmero de
ilustracdes deve ser restrito ao minimo necessario. Fotografias digitais deverao ser enviadas em
arquivos separados, como foram obtidas. Se a escala for dada as figuras, utilizar a escala BAR
em todas as ilustracdes ao invés de numérica, que pode ser alterada com a reducao das figuras.
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Conclusdes

As conclusbes podem estar inseridas na discussdo ou em resultados e discusséo, conforme a
escolha dos autores. Nesse caso, esse item ndo sera necessario.

Agradecimentos
Quando necessario, limitados ao indispensavel.
Referéncias bibliograficas

A lista de referéncias deverda ser apresentada em ordem alfabética e, posteriormente,
ordenadas em ordem cronolégica, se necessario. Mais de uma referéncia do(s) mesmo(s)
autor(es) no mesmo ano deve ser identificada pelas letras "a", "b", "c", etc, inseridas apés o
ano de publicacéo. Titulos de periddicos devem ser abreviados conforme Index Medicus -

http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng.

Livros
Levine JD. Veterinary protozoology.Ames: ISU Press; 1985.
Capitulo de livro

Menzies PI. Abortion in sheep: diagnosis and control. In: Youngquist RS, Threlfall WR. Current
therapy in large animal theriogenology. 2nd ed. Philadelphia: Saunders; 2007. p. 667- 680.

Artigo de periédico

Paim F, Souza AP, Bellato V, Sartor AA. Selective control of Rhipicephalus (Boophilus) microplus
in fipronil-treated cattle raised on natural pastures in Lages, State of Santa Catarina, Brazil. Rev
Bras Parasitol Vet 2011; 20(1): 13-16.

Tese e Dissertacdo

Araujo MM. Aspectos ecoldgicos dos helmintos gastrintestinais de caprinos do municipio de
patos, Paraiba - Brasil [Dissertacdo]. Rio de Janeiro: Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro; 2002.

Documento eletrénico

Centers for Disease Control and Prevention. Epi Info [online]. 2002 [cited 2003 Jan 10]. Available
from: http://www.cdc.gov/epiinfo/ei2002.htm.

Obs. Nas referéncias, apresentar os nomes dos seis primeiros autores; para referéncias
com mais de seis autores, apresentar 0s seis primeiros nomes seguidos da expressao et al.

Citacdes
As cita¢Bes devem seguir o sistema autor-data:
Um autor: nome do autor e ano de publicacdo Levine (1985) ou (LEVINE, 1985)

Dois autores: 0s nomes dos autores e ano da publicacdo Paim e Souza (2011) ou (PAIM &
SOUZA, 2011)

Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de "et al.” e o ano de publicagdo Araujo
et al. (2002) ou (ARAUJO et al., 2002)
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