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RESUMO

As leishmanioses sao um grupo de doencgas que afeta milhdes de individuos globalmente. Sao
causadas por protozoarios do género Leishmania, transmitidos principalmente pela picada de
insetos vetores, os flebotomineos. O cdo se destaca como reservatdrio doméstico desse parasito
e pode desenvolver a forma visceral da doenga. A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) pode
apresentar uma ampla variedade de manifestacdes clinicas, que vao desde formas
assintomaticas até sinais clinicos graves. Estudos t€ém demonstrado que a evolugdo clinica da
LVC esta associada ao grau de parasitismo em o6rgaos diversos. Entretanto, ainda ha uma lacuna
na literatura cientifica em relagcdo ao limiar de parasitismo no cdo que poderia influenciar na
transmissdo a estes vetores. Além disso, ndo se sabe se existem biomarcadores hematolédgicos,
imunoldgicos ou bioquimicos que possam correlacionar a de infectividade do cdo aos
flebotomineos. No Brasil, o Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) abrange
o diagndstico e tratamento de humanos infectados, controle do vetor e diagnostico e eutandsia
de cdes sororreagentes. Entretanto, a obrigatoriedade da entrega de cdes soropositivos aos
orgaos publicos tem sido alvo de discussdo e protestos pelos tutores, que muitas vezes iniciam
o tratamento da LVC, ainda que ndo elimine o parasito de seu organismo, mantendo risco de
infeccdo ao inseto vetor. Diante do atual contexto, o Ministério da Saude (MS) em conjunto
com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) autorizou o uso de um
medicamento para o tratamento de cdes com LVC em 2016, o Milteforan™. Com base na
expectativa de aumento no nimero de caes submetidos ao tratamento da LVC no Brasil, torna-
se imprescindivel identificar biomarcadores na LVC que possam predizer a infec¢do por L.
infantum aos flebotomineos. O objetivo principal desta pesquisa foi avaliar caes naturalmente
infectados com Leishmania infantum, visando identificar biomarcadores associados a
resisténcia ou susceptibilidade, e a possivel correlacio com a infec¢do desses caes pelos
flebotomineos. Adicionalmente, o estudo abrangeu o estabelecimento de um novo sistema de
estadiamento na LVC, bem como a analise de diversos biomarcadores nos animais com escores
clinicos diferentes. Foram avaliados 47 caes naturalmente infectados com L. infantum, sob os
aspectos hemato-bioquimicos, imunoldgicos, clinicos e parasitologicos. Foram identificados
alguns biomarcadores que apresentaram correlagdo positiva com a carga parasitaria observada
nos flebotomineos, entre eles: (i) a carga parasitaria na pele; (i) nos linfonodos; e (iii) no bago;
além dos (iv) niveis séricos de globulina; e (v) fosfatase alcalina. Também foram identificados
biomarcadores com correlagdo negativa, como: (i) os valores de eritrocitos; (i1) linfocitos; (iii)
mondcitos; € a (iv) contagem de linfocitos TCD8". No entanto, a correlagdo positiva foi mais
forte quando os animais foram categorizados conforme a gravidade dos sinais clinicos. Essa
correlagdo corrobora o sistema de estadiamento clinico desenvolvido neste estudo como
ferramenta para indicar alto risco dos cdes com maior agravamento clinico em infectarem
flebotomineos com alta carga parasitaria de L. infantum. Esse método, por ser de facil execugao
e baixo custo, pode ser valioso em contextos praticos, como em analises epidemiologicas
incluindo o desenvolvimento de estratégias de monitoramento e prognostico do tratamento da
doenca canina e também contribuir para estudos relacionados a imunoprotecao por meio de
vacinas contra a LVC.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina; Leishmania infantum; cao;
biomarcadores; resposta imune; qPCR; Xenodiagnostico.



ABSTRACT

Leishmaniases are a group of diseases that affect millions of individuals globally. They
are caused by protozoa of the genus Leishmania, mainly transmitted through the bite of vector
insects, sandflies. Dogs stand out as the main domestic reservoir of this parasite and can develop
the visceral form of the disease. Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) can present a wide
variety of clinical manifestations, ranging from asymptomatic forms to severe clinical signs.
Studies have shown that the clinical progression of CVL is associated with the degree of
parasitism in various organs. However, there is still a gap in the scientific literature regarding
the threshold of parasitism in dogs that could influence transmission to these vectors.
Additionally, it is not known whether there are hematological, immunological, or biochemical
biomarkers that may be related to the risk of canine infectivity to sandflies. In Brazil, the
Visceral Leishmaniasis Control Program (VLCP) encompasses the diagnosis and treatment of
infected humans, vector control, and diagnosis and euthanasia of seropositive dogs. However,
the requirement to deliver seropositive dogs to public authorities has been the subject of
discussion and protests by owners, who often initiate treatment for CVL, even though it does
not eliminate the parasite from their bodies, maintaining the risk of infection to the vector insect.
In the current context, the Ministry of Health (MoH) together with the Ministry of Agriculture,
Livestock, and Supply (MoAL), authorized the use of a medication for the treatment of dogs
with CVL in 2016, Milteforan™. With the expectation of an increase in the number of dogs
undergoing CVL treatment in Brazil, it becomes essential to identify biomarkers in CVL that
can predict infection by L. infantum to sandflies. The main objective of this research was to
evaluate naturally infected dogs with Leishmania infantum, aiming to identify biomarkers
associated with resistance or susceptibility, and the possible correlation with the infection of
these dogs by sandflies. Additionally, the study included the establishment of a new staging
system in CVL, as well as the analysis of various biomarkers in animals with different clinical
scores. Forty-seven dogs naturally infected with L. infantum were evaluated, considering
hematobiochemical, immunological, clinical, and parasitological aspects. Some biomarkers
were identified that showed a positive correlation with the parasitic load observed in sandflies,
including: (1) parasitic load in the skin; (i1) in lymph nodes; and (iii) in the spleen; as well as
(iv) serum levels of globulin; and (v) alkaline phosphatase. Negative correlation biomarkers
were also identified, such as: (i) erythrocyte values; (ii) lymphocytes; (iii) monocytes; and (iv)
TCDS8" lymphocyte count. However, the positive correlation was stronger when the animals
were categorized according to the severity of clinical signs. This correlation supports the
clinical staging system developed in this study as a tool to indicate a high risk of dogs with
more severe clinical worsening to infect sandflies with a high parasitic load of L. infantum. This
method, being easy to execute and low cost, can be valuable in practical contexts, such as in
epidemiological analyses including the development of monitoring and treatment prognosis
strategies for canine disease and also contribute to studies related to immunoprotection through
vaccines against CVL.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis; Leishmania infantum; dog; biomarkers;
immune response; qPCR; Xenodiagnosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmaniose visceral

As Leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, do género Leishmania. Sdo parasitos digenéticos,
apresentando duas formas de vida distintas: um estadio extracelular, encontrado no tubo
digestivo de flebotomos (hospedeiro invertebrado), denominado promastigotas. Apresenta
ainda um estadio intracelular, presente em células do sistema monocitico fagocitario de
hospedeiros vertebrados, caracteristica de amastigotas (SACKS, 1992).

Atualmente, a Leishmaniose esté classificada entre as principais doencas negligenciadas
do mundo, segundo a World Health Organization (WHO). Entre as diferentes formas clinicas
[leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucosa (LM)], a forma
visceral, causada principalmente pelas espécies Leishmania donovani ou por Leishmania
infantum, destaca-se pelo seu impacto significativo no curso da doenga, sendo considerada a
mais grave e potencialmente fatal (CHAPPUIS et al., 2007). Em 2021, foram relatados a OMS
11.743 novos casos de LV em que 40% destes ocorreram no Mediterraneo Oriental, seguido
por 33% na Africa. As Américas e o Sudeste Asidtico relataram 16% e 12% dos casos,
respectivamente. Os trés “hotspots” eco-epidemioldgicos para a LV estdo na Africa Oriental,
com 66% de todos os casos em todo o mundo; o subcontinente indiano, com 12%; e o Brasil,
com 16%. Estes dados devem ser interpretados com cuidado, uma vez que € incerto se a
diminui¢do ou o aumento do nimero de casos em alguns paises ou regides pode ser reflexo de
uma mudanga epidemiologica real ou se deve ao efeito da COVID-19 na vigilancia de doengas
(WHO, 2022).

No Brasil, de acordo com o Sistema de Informacgao de Agravos de Notificagao (SINAN),
no ano de 2022 foram registrados 1.684 casos de LV, apresentando um coeficiente de incidéncia
de 0,83 por 100.000 habitantes e uma taxa de letalidade de 11%. Na regido sudeste, houve a
confirmacdo de 245 casos, sendo que Minas Gerais contribuiu com 151 desses casos,

representando a maioria na regido sudeste do pais (Figura 1). Em Minas Gerais, o coeficiente
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de incidéncia foi de 0,74 por 100.000 habitantes, com uma taxa de letalidade de 15%.

I " 5
¥ ¥
e

R

Casas UF
[] Sam caws
Clo-10 R )
B 10 - 50 A § A
[ p "-I 0 250 500km
I 100 - 225 T —

Figura 1: Casos de leishmaniose visceral por Unidade da Federagdo (UF) no Brasil em 2022.
Fonte: SVSA/MS.

Como fonte histdrica, o agente etioldgico causador da LV foi observado pelo médico
Willian Leishman em 1901, com visualizagdo de formas parasitarias amastigotas nos tecidos
de soldados britanicos doentes que serviam na India. Posterior a esses achados, o agente
causador da LV foi isolado pelo Dr. Leishman e o Dr. Charles Donovan em trabalhos separados,
porém, com publicagdes simultaneas. Devido a tais descobertas, a nova espécie recebeu o nome
de Leishmania donovani em homenagem aos pesquisadores, com o género Leishmania descrito
por Ross (1903), sendo considerada antroponose no subcontinente indiano (ZIJLSTRA et al.,
2003), que tem como agente etioldgico a espécie Leishmania donovani. No novo Mundo, a
espécie do parasito causador da LV foi denominada Leishmania chagasi € no Velho Mundo,
Leishmania infantum, sendo consideradas atualmente estas duas espécies como sinonimias
(LUKES et al., 2007). Entretanto, os artropodes transmissores do agente durante o repasto
sanguineo sdo distintos nesses continentes, sendo dos géneros Lutzomyia ¢ Phlebotomus, no

Novo e Velho Mundo, respectivamente (LAINSON; SHAW, 1987).
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O cao, assim como os demais hospedeiros vertebrados susceptiveis, infecta-se através
do repasto sanguineo principalmente de fémeas de Lutzomyia longipalpis, com formas
infectantes denominadas promastigotas metaciclicas, que sdo regurgitadas junto a saliva do
inseto. Diante do ato de hematofagia de flebotomineos, assim como a saliva junto ao parasito
infectante presente na pele do animal, ocorre a quimiotaxia de leucocitos para o local do repasto
sanguineo (BRAZIL; BRAZIL, 2018), o que favorece a fagocitose das formas parasitarias e
formag¢do do fagolisossomos, principalmente por macréfagos. As formas promastigotas
diferenciam-se em amastigotas e apresentam resisténcia a a¢ao das enzimas lisossomais, tendo
assim um dos mecanismos de escape da resposta imune do hospedeiro. As células monociticas
fagocitarias podem chegar ao sistema linfatico e linfonodos contendo em seu interior as formas
parasitarias, disseminando, dessa forma, para demais 6rgdos do hospedeiro, inclusive, para a
pele, onde outras fémeas de L. longipalpis contraem o parasito (DEANE; GRIMALDI, 1985).

A LV foi restrita as areas rurais do pais até a década de 1980, onde passou a ocorrer de
forma endémica e epidémica em grandes cidades do Nordeste brasileiro e se disseminou para
outras grandes cidades do pais (COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990)

Nesse ambito, o cao ¢ o principal reservatorio vertebrado do parasito e apresenta papel
relevante na transmissao a seres humanos, pois 0 aumento da incidéncia na infec¢do canina
precede casos humanos em regides anteriormente nao endémicas (DANTAS-TORRES, 2007).
Além disso, em consequéncia a demanda pela urbanizacdo desordenada, o cdo passou a ter
maior importancia epidemiologica como reservatdrio do parasito e, como consequéncia, uma
maior aproxima¢do com os humanos se comparados a animais silvestres no meio rural
(DANTAS-TORRES, 2007). Além disso, o cdo ¢ susceptivel e apresenta elevado parasitismo
cutaneo (DEANE, 1956; ASHFORD, 1996), sendo a situacdo agravada pelo descontrole da
populagdo canina, com superpopulagdo e abandono desses animais nas grandes cidades.

O Ministério da Saude do Brasil (MS) tem como pilares no Programa de Controle da
Leishmaniose elaborado anteriormente na década de 50 por Deane (1956), o diagndstico
precoce e tratamento de casos humanos, controle do vetor com aplicacao de inseticidas no
peridomicilio e intradomicilio, diagnostico sorologico e eutandsia de caes sororreagentes.
Entretanto, passados 67 anos da implanta¢do desse programa, ainda ha problemas na efetividade
dessas acdes, como exemplificado por Braga et al. (1998), que observou apds cinco anos de
monitoramento do reservatorio canino, que ¢ possivel diminuir a prevaléncia da infec¢ao nos

caes até um limite especifico, que varia entre 0,5% e 1%. Esta redugdo, no entanto, ndo ¢
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acompanhada, necessariamente, de uma interrupgao da transmissao ao homem. No entanto, um
estudo mais recente demonstrou que a eutanasia de caes com LV ¢ uma medida importante para
reducdo da incidéncia tanto humana quanto canina da doenga (FRANCA-SILVA et al., 2023).
Em 2021, o MS emitiu uma nota técnica (Ministério da Saude, 2021) propondo a incorporagao
das coleiras impregnadas com inseticida para o controle da leishmaniose visceral em municipios
prioritarios. Diante do exposto, fica clara a necessidade de desenvolver novas metodologias de
forma a entender como a relacdo parasito/hospedeiro-cdo/vetor se dd em suas intimeras
variaveis, principalmente na infec¢do natural. Isto seria importante para que se possa tragar
novas metodologias para a prevengdo efetiva da infec¢do em caes, com consequente diminuicao
da infeccdo em humanos. Assim, a domestica¢ao desses animais que decorre de milhares de
anos, podera servir como fonte de relacdo saudavel entre humanos e caes, pela valorizagao da
vida e da posse responsavel, visto que a proximidade entre essas espécies e a familiarizagao

desses animais aumenta a cada dia, assim como a incidéncia da doenca.

1.2 Leishmaniose visceral canina e sua imunologia

Os caes infectados por L. infantum podem desenvolver distintas formas clinicas. Além
dos sinais clinicos, h4 alteragdes em exames bioquimico-hematoldgicos com a progressao
clinica da LVC, bem como diminui¢do da razdo albumina/globulina, hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia, trombocitopenia, anemia normocitica normocromica (PALTRINIERI et al.,
2016). Uma das principais causas de morte nos caes se da pela faléncia renal por deposicao de
complexos antigénicos, a¢do direta do parasito e resposta imune exacerbada com lesao do tecido
renal (GIUNCHETTI et al., 2006; REIS et al., 2010; MORALES-YUSTE; MARTIN-
SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022).

A primeira interface no sitio de infeccao do cao se d4 apos o repasto sanguineo das
fémeas de L. longipalpis, onde inicia-se a quimiotaxia de neutrofilos para a fagocitose de L.
infantum. Nos vacuolos parasitoéforos intracitoplasmaticos dessas células hd o inicio da
destruicao do parasito por enzimas proteoliticas e radicais livres de oxigénio presente nos
lisossomos com formagao de fagolisossomos, produgdo de IL-8 e consequente quimiotaxia de
novos neutrofilos no sitio de infec¢do. Os macréfagos sdo recrutados mais tardiamente em
comparagdo aos neutrdfilos. Entretanto, os macréfagos sdo fundamentais na tentativa de
neutralizacdo do patdogeno com produgdo de radicais livres de oxigénio e Oxido nitrico,

extremamente toxico aos parasitos e até mesmo, as células do hospedeiro. (BOGDAN;
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ROLLINGHOFF, 1998; STAFFORD; NEUMANN; BELOSEVIC, 2002).

O surgimento de sinais clinicos como a progressao da doenca, sdo fortemente
correlacionados a resposta imunoldogica (MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004; ROATT
et al., 2014; GIUNCHETTI et al., 2019a). A resposta imune protetora pode ser caracterizada
pela indug¢do da resposta celular, visto que a resposta humoral tem pouca eficdcia em
protozoarios intracelulares (PRAJEETH et al., 2011). Em relacdo a resisténcia ao patdgeno,
apesar da complexidade da doenga e dos diferentes sinais clinicos que os caes podem apresentar,
jé foi demonstrado que esta associada a uma forte inducao de uma resposta Th1, com a producao
de IL-12, IFN-y, IL-2 e TNF-a. Por outro lado, um perfil Th2, incluindo as citocinas IL-4, IL-
5, IL-10, IL-13 e TGF-B, esta relacionado a susceptibilidade (GONCALVES et al., 2019;
LEITE et al., 2023). Além disso, a elevac¢do nos niveis das subpopulagdes de células T CD4" e
CD8" foi associada a um padrio de resisténcia na LVC. Por outro lado, a proliferagio policlonal
de células B, direcionada a diferenciacao em plasmaocitos, contribui para uma elevada produgao
de anticorpos, caracteristica de cdes sintomaticos com elevada susceptibilidade a LVC. De fato,
alguns estudos enfatizam que a resposta imune humoral também exerce papel importante na
patogénese, relacionando o aumento de imunoglobulinas conforme a progressao clinica para a
forma sintomaticana LVC (DAY, 2007; REIS et al., 2009). Além disto, tem sido descrita maior
carga parasitaria, em diferentes 6rgdos-alvo do parasito, relacionado a elevagao de IgG2, IgA,
IgM e IgE (INIESTA; GALLEGO; PORTUS, 2005; DAY, 2007; MORALES-YUSTE;
MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022). Este perfil de resposta imune resulta em
elevada carga parasitaria em diferentes 6rgaos na LVC (GIUNCHETTI et al., 2006, 2019; REIS
et al., 2010).

Outros biomarcadores também se tornam necessarios para a compreensao da progressao
da LVC associados a aspectos clinicos e a carga parasitaria, fundamentais para um melhor
entendimento da imunopatologia desta doenca (REIS et al., 2009). A Figura 2 representa um

resumo destes biomarcadores descritos na literatura.
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Figura 2: Biomarcadores da leishmaniose visceral canina relacionados a susceptibilidade ou
resisténcia frente a infec¢@o por L. infantum. As setas (1 e |) indicam o aumento e diminui¢do em niveis
de biomarcadores, respectivamente; =: niveis normais aproximados; Parimetros hematologicos:
diminui¢do dos globulos vermelhos, linfocitos, eosindfilos e plaquetas; Parametros bioquimicos
alterados: hiperproteinemia, hipoalbuminemia, aumento da aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, ureia, e niveis de creatinina. Fonte: Adaptado GONCALVES et al.
(2019).

1.3 Relacao parasito-hospedeiro invertebrado

A espécie de flebotomineo L. longipalpis ¢ amplamente encontrada no territdrio
brasileiro, inclusive em regides urbanizadas. S3o insetos holometabolos e t€m como ciclo de
vida, que compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto. As fémeas ovipdem em locais ao
abrigo da incidéncia solar direta e com acimulo de matéria organica, importante fonte de
alimentagdo para as larvas apds eclosdao e desenvolvimento. A fonte principal de alimentagao
dos adultos sdo os carboidratos, como seiva vegetal e fluidos organicos de demais insetos. Esse
aporte nutritivo € necessario ndo somente para a sobrevivéncia da espécie, como também para
o desenvolvimento de L. infantum no intestino desses artropodes. Entretanto, a hematofagia

torna-se necessaria para as fémeas de L. longipalpis para desenvolvimento do ovdrio e esse

aspecto ¢ essencial na dinamica de infec¢do e transmissdao de L. infantum em hospedeiros
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vertebrados susceptiveis (BRAZIL; BRAZIL, 2018). No inseto vetor, apds o repasto sanguineo
com L. infantum, ha o desenvolvimento parasitario no intestino do flebotomo a partir das formas
amastigotas, para promastigota prociclica, nectoma, haptoma, paramastigota e na proboscida, a
forma infectante promastigota metaciclica (DOSTALOVA; VOLF, 2012; WALTERS, 1993).
Atualmente, h4 escassez de estudos na literatura que abordem a realizacdo do
xenodiagnostico para detectar a LVC, devido as suas dificuldades praticas (DA COSTA-VAL
et al., 2007; MICHALSKY et al., 2007; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016; ROCHA et al.,
2020). Contudo, ainda ndo esta claro qual a relagdo do parasitismo na LVC, independente do
orgdo, que poderia estar associado a infeccdo por L. infantum aos flebotomineos. Esta
informacgao atualmente ¢ considerada fundamental em estudos epidemiologicos, bem como para
avaliagdes terapéuticas e vacinais, considerando a necessidade de se realizar testes
parasitolégicos de alto desempenho (como a PCR real time) em substituicao ao xenodiagnostico
(em funcao de ser necessaria estrutura laboratorial para manter a colonia de flebotomineos,

restringindo seu uso).

1.4 Principais biomarcadores utilizados no monitoramento da leishmaniose visceral
canina

O termo “biomarcador” refere-se a uma caracteristica mensuravel e objetiva que serve
como indicador de um processo bioldgico normal, patologico ou resposta farmacoldgica a uma
intervengao terapéutica (BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING GROUP, 2001). A busca
por biomarcadores ¢ de extrema importancia, uma vez que sua identificacdo permite uma maior
precisdo na determinagdo da susceptibilidade, diagnostico, progndstico (evolucdo e possiveis
consequéncias de uma doenga) e predicdo (avaliagdo das possiveis respostas do paciente a
medicamentos e agentes externos) de uma determinada condi¢ao (CALIFF, 2018; BODAGHI;
FATTAHI, RAMAZANI, 2023). No entanto, ¢ essencial considerar fatores como a
sensibilidade, secletividade e facilidade de observacdo, medicdo e avaliacdo desses
biomarcadores para uma aplicacdo eficaz. Dessa forma, a identificacdo de possiveis
biomarcadores podem ser obtida a partir de diversas fontes, desde questionarios clinicos até
medi¢des moleculares. No caso da LV, varios estudos t€ém sido desenvolvidos para buscar
biomarcadores, particularmente aqueles relacionados a resposta imune e que sdo importantes
para o monitoramento da evolu¢do da doenca, aplicados a analises de protocolos terapéuticos e

vacinais (SOLANO-GALLEGO et al., 2009, 2011; GANNAVARAM et al., 2014; SOLCA et
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al.,2016; BRODSKYN; KAMHAWI, 2018; GONCALVES et al., 2019; DE LIMA RUY DIAS
et al., 2020). Neste sentido, durante o curso da infec¢ao por L. infantum, observa-se um perfil
de resposta imune mista Th1/Th2. Porém diferentes perfis de citocinas sdo observados na
resposta imune compartimentalizada na LVC, especialmente tendo em vista os 6rgaos que L.
infantum utiliza para sua replicagdo, como bago, figado, linfonodos, medula 6ssea, pele e
sangue (MAIA; CAMPINO, 2008a). A quantidade e a intensidade dos sinais clinicos sao
influenciadas por diversos fatores, incluindo a cepa do parasito, a genética e o estado
imunologico do hospedeiro (RIBEIRO et al., 2018) A busca por biomarcadores relacionados a
resisténcia ou susceptibilidade tem revelado um perfil misto de citocinas, porém com uma
proeminente resposta imune pré-inflamatoéria como sendo relevante para a replicagao de L.
infantum em niveis baixos, como observado em animais assintomaticos com niveis elevados de
IFN-y, TNF-a, e niveis reduzidos de IL-4, TGF-f e IL-10 (GIUNCHETTI et al., 2019;
GONCALVES et al., 2019; LEITE et al., 2023).

A evolucdo da infec¢do por Leishmania em caes estd vinculada a resposta imunoldgica
do hospedeiro e a persisténcia e multiplicacao do parasito (REIS et al., 2010). Atualmente, ha
consenso sobre a predominédncia da resposta imune adaptativa como a principal linha de defesa
contra essa infecgdo (MORALES-YUSTE; MARTIN-SANCHEZ; CORPAS-LOPEZ, 2022).
A resposta imune Thl, caracterizada pela produgao de citocinas inflamatorias como interferon
gama (IFN-y), fator de necrose tumoral o (TNF-a), IL-12 e IL-2, tem sido associada ao perfil
de resisténcia a infeccado (GIUNCHETTI et al., 2019; GONCALVES et al., 2019; LEITE et al.,
2023). A produgao dessas citocinas, especialmente do IFN-y, regula positivamente a atividade
dos macréfagos na produgdo de 6xido nitrico (NO), que € o principal mecanismo efetor
responsavel pela eliminagdo dos parasitos intracelulares (BANETH et al., 2008; GIUNCHETTI
etal., 2019; GONCALVES et al., 2019; KOUTINAS; KOUTINAS, 2014; LEITE et al., 2023).

Em estudos com caes naturalmente infectados por L. infantum, foi observado um
decréscimo nos niveis de células T CD4" e CD8", juntamente com células B CD217, durante a
progressao da LV (DE ALMEIDA LEAL et al., 2014; REIS et al., 2006). Além disso, foi
constatada uma redu¢do na circulagdo de mondcitos CD14" com o agravamento da LVC
(GIUNCHETTTI et al., 2006; REIS et al., 2006). Resultados semelhantes foram obtidos em caes
com alta carga parasitaria, apresentando uma diminuigdo no niumero de linfocito T totais CD5"
e subpopulagdes de células T (CD4" e CD8"), além de contagens mais baixas de células B

CD21" e mondcitos CD14" (REIS et al., 2006, 2009, 2010).
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Dentre as anormalidades encontradas em exames laboratoriais de rotina, como o
leucograma, eritrograma e plaquetograma, além dos exames bioquimicos de rotina ou urinalise,
podem fornecer suporte para o diagnostico clinico da suspeita de LVC. No entanto, ¢ importante
destacar que as alteragdes hematoldgicas observadas na LVC sdo inespecificas e podem ser
influenciadas por diferentes fatores (GRADONI; GRAMICCIA; MANCIANTI, 1987). No
eritrograma, uma anomalia caracteristica ¢ a anemia normocitica normocromica leve a
moderada (REIS et al., 2006; DA COSTA-VAL et al., 2007; FREITAS et al., 2012). Essa
anemia pode ser resultado de diferentes fatores, como hemorragia, hemdlise ou supressao da
medula dssea, associada a infecgdo por Leishmania.

A trombocitopenia leve a moderada também ¢ frequentemente observada em caes com
LVC, sendo a trombocitopenia acentuada encontrada em casos de coinfeccdo com outros
patogenos transmitidos por vetores (Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum ou A. platys)
(CORTESE et al., 2009; PALTRINIERI et al., 2016).

No leucograma, ¢ comum observar neutrofilia, que ¢ um aumento na contagem de
neutrofilos, devido a uma resposta inflamatdria sist€émica. Esse aumento pode ser mais evidente
em casos com lesOes cutaneas ulcerativas e infec¢ao bacteriana secundaria (NICOLATO et al.,
2013). Além disso, podem ocorrer ocasionalmente outras alteracdes nas diferentes populagdes
de leucoécitos, como linfopenia, linfocitose ou eosinofilia (DE TOMMASI et al., 2014;
NICOLATO et al., 2013), que s@o respostas do sistema imunolédgico diante da infec¢ao por
Leishmania.

Nos exames bioquimicos de rotina, algumas anomalias sdo tipicas da LVC, como a
azotemia, que ¢ o aumento dos niveis de nitrogénio no sangue em decorréncias de alteragdes
que relacionadas a funcdo renal (PALTRINIERI et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013;
TVARIJONAVICIUTE; CERON; GARCIA-MARTINEZ, 2012). Essas mudangas
bioquimicas podem estar relacionadas a resposta imune humoral policlonal, que leva a niveis
elevados de proteinas (especialmente as imunoglobulinas) no soro com potencial dano ao tecido
renal (ALMEIDA et al., 2005; PALTRINIERI et al., 2016; PROVERBIO et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). A respeito de biomarcadores de
danos renais, sdo recomendados pela “International Renal Interest Society (IRIS)” para avaliar
e monitorar danos/funcdo renal, a creatinina sérica e a razao proteina/creatinina urinaria (UPC)
(CHEN; KNICELY; GRAMS, 2019). Outros biomarcadores mais sensiveis, como a

imunoglobulina G (IgG) e as proteinas de fase aguda (como a proteina C reativa - CRP) e
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ferritina, possuem proteinas de alto peso molecular e podem ser utilizados para monitorar a
permeabilidade da barreira glomerular (GARCIA-MARTINEZ et al., 2015; MARTINEZ-
SUBIELA et al., 2011; SILVESTRINI et al., 2014).

As investigagoes histopatoldgicas realizadas durante a LVC sao fundamentais para uma
melhor compreensao dos eventos associados ao surgimento de formas clinicas graves da doenga
e sua relagdo com a transmissdo do parasito (GIUNCHETTI et al., 2019). A anélise
histopatologica de orgdos infectados, corados com hematoxilina e eosina (HE), tem sido
utilizada para identificar a presenca de parasitos. Entretanto, pode ser necessario um exame
minucioso, pois as amastigotas muitas vezes nao sao facilmente reconhecidas (XAVIER et al.,
2006). Embora a técnica apresente baixa sensibilidade, estudos realizados por Moreira et al.
(2007) demonstraram que o material proveniente do linfonodo popliteo foi o mais efetivo na
detecgdo do parasito, seguido do baco e da medula dssea.

Abordagens através da Imuno-histoquimica (IHC) podem ser usadas como ferramenta
complementar para confirmar o diagnodstico na HE, especialmente em 6rgaos que ndo possuem
alta carga parasitaria (MAIA; CAMPINO, 2008a). O método IHC para deteccdo de amastigotas
de Leishmania em tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina pode ser aplicado
usando o sistema estreptavidina-peroxidase/biotina com soro hiperimune canino como
anticorpo primario ou pelo uso de anticorpos policlonais ou monoclonais anti-Leishmania
(BOURDOISEAU; MARCHAL; MAGNOL, 1997; TAFURI et al., 2004). XAVIER et al.
(2006). A andlise de biopsias de pele de diferentes regides anatdmicas, demonstrou que ha
maior sensibilidade (62,1%) usando IHC do que com HE (44,8%). Resultados semelhantes
foram obtidos por Moreira et al. (2007), onde usaram a imunofluorescéncia direta no linfonodo
popliteo com especificidade de 100% e sensibilidade de 92,68%, 60% e 73,91% em caes
sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos, respectivamente. Essa técnica se
demonstrou ser util para confirmar o diagnoéstico de LVC quando os parasitos ndo sao
claramente identificdveis sob o microscopio Optico e quando o padrdo histologico indica
claramente a doenga (MOREIRA et al., 2007).

E importante levar em consideragio que a identificagdo microscopica, histopatologica e
Imuno-histoquimica de amastigotas requer consideravel experiéncia e treinamento e esta sujeita
a habilidade do observador. Esses métodos também podem produzir resultados falsos negativos,
pois sua sensibilidade depende da carga parasitaria, ou resultados falsos positivos, pois outros

artefatos visualizados pela microscopia Optica podem ser erroneamente considerados como
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amastigotas (BANETH et al., 2008; GOMES et al., 2008).

1.5 Determinacio da carga parasitaria por qPCR

Com o avango da biologia molecular, a técnica de PCR quantitativa em Tempo Real
(qPCR), tem sido amplamente utilizada para quantificar a carga parasitria em diferentes
tecidos de caes infectados por Leishmania infantum com ou sem sinais clinicos. Essa
abordagem ¢ aplicavel no diagndstico, monitoramento do tratamento e em estudos clinicos para
validar vacinas (CHAGAS et al., 2021; DE CARVALHO et al., 2018; FRANCINO et al., 2006;
QUARESMA et al., 2009).

Com a autorizacdo do Ministério da Saude (MS) e do Ministério da Agricultura e
Pecuéria (MAPA) para o uso do medicamento Milteforan™ no tratamento de caes com LVC,
o emprego da técnica de qPCR, pode ser altamente vantajoso no monitoramento da carga
parasitaria, antes, durante e ap6s o periodo de tratamento (CHAGAS et al., 2021). Existem
poucos estudos comparando a carga parasitaria de diferentes tecidos e 6rgdos em cdes com
LVC. Em um estudo anterior realizado por (DE ALMEIDA FERREIRA et al., 2012), foi feita
a comparacao da carga parasitaria por gPCR de amostras de “swabs ” conjuntivais com medula
Ossea e pele. Foi observado que as amostras de “swabs ” conjuntivais apresentaram baixa carga
parasitaria em caes infectados. No entanto, este estudo demonstrou que as amostras de medula
Ossea exibiram maiores cargas parasitarias, tanto em caes sintomaticos quanto assintomaticos.
Resultados semelhantes foram encontrados por CHAGAS et al. (2021), onde a pele foi o tecido
com a maior carga parasitaria, seguida pelo linfonodo popliteo e pun¢des de medula Ossea. As
amostras de “swabs” conjuntival apresentaram a menor carga parasitaria quando avaliadas
individualmente. Em relacdo aos grupos clinicos deste estudo, os cdes com manifestacdes
clinicas mais graves apresentaram uma carga parasitaria mais elevada em diferentes tecidos
quando comparados aos animais dos demais grupos, consistentes com estudos anteriores (DE
ALMEIDA FERREIRA et al., 2012; GIUNCHETTI et al., 2006b, 2008a, 2008b; REIS et al.,
2006a, 2013).

E importante destacar que a pele tem sido apontada como um dos 6rgdos com niveis
mais altos de carga parasitaria em diversos estudos (REIS et al., 2010), assim como a medula
Ossea e o linfonodo popliteo, conforme indicado por CALDAS et al. (2020).

Além de sua utilidade no diagndstico, monitoramento do tratamento e validacao de

vacinas, a andlise da carga parasitaria também pode auxiliar na identificacao da capacidade
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infecciosa dos caes para os vetores flebotomineos (BORJA et al., 2016). Portanto, a qPCR se
apresenta como uma ferramenta valiosa no estudo da LVC em caes e pode contribuir
significativamente como ferramenta para auxiliar o monitoramento da LVC nas dareas

endémicas.

1.6 Xenodiagnéstico

O Xenodiagndstico € a tnica técnica que avalia se um hospedeiro especifico, infectado
com um patdgeno, € capaz de transmiti-lo naturalmente ao seu vetor potencial (GUARGA et
al., 2000b). Na LVC ¢ utilizado para avaliar a importancia epidemioldgica de caes parasitados
por L. infantum, pois permite estabelecer tanto as taxas de alimenta¢do quanto as taxas de
infeccdo em flebotomineos, fornecendo simultaneamente dados cruciais sobre a potencial
transmissibilidade da infecgdo (MOLINA et al., 1994), sendo essencial no acompanhamento de
cdes apds o tratamento (MIRO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2018) ¢ em ensaios vacinais
(AGUIAR-SOARES et al., 2020; FERNANDES et al., 2014; REGINA-SILVA et al., 2016;
ROATT et al., 2014).

Embora tenha alta especificidade, ¢ uma técnica relativamente sensivel e pode variar de
acordo com a carga parasitaria do animal, ou pela implementacao do procedimento. Apesar da
grande utilidade, sua utilizagdo rotineira ndo ¢ recomendada devido a sua complexidade e a
necessidade de um laboratoério especializado com uma colonia bem estabelecida de
flebotomineos (DA COSTA-VAL et al., 2007; MAIA; CAMPINO, 2008b).

A literatura apresenta controvérsias em relacdo a infectividade de caes assintomaticos e
sintomaticos. Alguns estudos mostram que ndo € possivel identificar diferenca na taxa de
infeccao de flebotomos em caes com diferentes manifestagdes clinicas (BORJA et al., 2016,
2016b; GUARGA et al., 2000; MOLINA et al., 1994). Entretanto, em outros estudos a taxa de
infeccao dos flebotomos foi maior para os caes sintomaticos em relagdo aos caes assintomaticos
(COURTENAY et al., 2002; MICHALSKY et al., 2007). Para melhorar a eficiéncia da técnica,
ferramentas moleculares como a PCR e a qPCR vém sendo utilizadas para detecg¢do e
quantificagdo do parasito no inseto vetor (RANASINGHE et al., 2008).

1.7 Estadiamento clinico

O estadiamento ¢ um sistema que classifica a doenga em diferentes fases de evolugao

clinica (estaddios), com o objetivo de ajudar o médico veterinario a determinar a terapia

adequada, formular um prognostico e implementar etapas de acompanhamento do cdo com LV
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(SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011). Os critérios de classificacdo devem ser simples,
embasados em parametros clinicos e laboratoriais, frequentemente empregando-se métodos
diagnosticos de facil acesso. Destaca-se que o estadiamento na LVC ¢ um parametro clinico-
laboratorial, e que reflete o perfil da doenga momentaneo, e que pode demonstrar biomarcadores
indicativos de piora ou melhora, durante o acompanhamento do animal (SOLANO-GALLEGO
et al., 2009).

Os primeiros estudos na LVC buscando estabelecer critérios para o estadiamento da
doencga consideraram a classificagdo da evolucdo da doenca como: assintomaticos - auséncia
completa de sinais referentes a infec¢do por L. infantum; casos oligossintomaticos — presenga
de adenopatia, perda de peso, leve esplenomegalia; casos patentes - alteragdes cutdneas
(descamacdo, pelos opacos), ceratoconjuntivite, onicogrifose (hipertrofia das unhas),
esplenomegalia evidente; e, casos patentes graves - os caes parecem extremamente fracos e com
dor, apresentando alopecia e Ulceras (POZIO et al., 1981). No entanto, Mancianti et al. (1988)
influenciaram fortemente a comunidade cientifica, que passou a adotar sua classificagao clinica,
apresentando trés principais tipos de estadiamento: casos assintomaticos - auséncia de sinais
clinicos; casos oligossintomaticos - adenopatia linfoide, leve perda de peso e/ou pelos opacos;
e, casos sintomadticos - todos ou alguns dos sinais graves da doenga, como alteragcdes cutaneas
(descamacdo, eczema furfurdceo, ulceras), onicogrifose, ceratoconjuntivite, rigidez dos
membros posteriores, etc. Esses critérios foram por muito tempo utilizados como principal
forma de classificagdo (estadiamento). Porém, essa classificacdo era feita com base nos
resultados apenas do exame fisico, ndo sendo considerada anormalidades clinico-patoldgicas
nos caes, por meio de exames complementares, e que poderiam evidenciar disfun¢des organicas
mesmo sem manifestacdes clinicas aparentes (BANETH et al., 2008). Com o avango da busca
por diferentes tratamentos, os sistemas de estadiamento clinico visam agrupar pacientes com a
mesma gravidade do quadro clinico, balizando o prognoéstico terapéutico. Deste modo, tona-se
uma ferramenta muito util para avaliar a eficdcia das diferentes terapias, decidir sobre a terapia
mais adequada para cada paciente e monitorar o prognostico ao longo do tratamento. ~ Solano-
Gallego et al. (2009, 2011) propuseram um sistema de quatro estadios clinicos, considerando a
analise da LVC na Europa, baseado em sinais clinicos, anormalidades clinico patoldgicas e
perfil soroldgico. Este estudo propds a indicagao do tipo de terapia, relacionando ao progndstico
para cada estadio. No Brasil, uma organizacao nao governamental, sem fins lucrativos, formada

por Médicos Veterinarios (Brasileish), também propuseram um sistema de estadiamento para
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caes com LVC, baseados no proposto por Solano-Gallego et al. (2009, 2011). Assim, em vez
de quatro estadios clinicos, relataram cinco estadios, sendo adicionado o estadio “sem doenga”,
relacionando o estadiamento a terapia a ser utilizada, incluindo a imunoterapia e

imunomodulacdo na LVC (BRASILEISH, 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A LV ¢ um problema de saude publica em expansao em todo o pais. No Brasil, foram
registrados 1.684 casos de LV no ano de 2022, apresentando um coeficiente de incidéncia de
0,83/100.000 habitantes e uma taxa de letalidade de 11%. Minas Gerais foi responsavel por 151
desses casos, representando a maioria na regido sudeste do pais, com uma taxa de letalidade de
15% (SVS/MS 2022).

Os caes, principais hospedeiros urbanos do parasito, estdo cada vez mais sendo
considerados como membros da familia pelos seus tutores. Isso dificulta a aplicacdo de uma
medida de controle sugerida pelo Ministério da Satde, que ¢ a eutanésia de caes soropositivos.
Muitos tutores se opdem a essa recomendacdo do Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (PCLV) devido a relagdo afetiva com seus animais. Essa pressao social
levou o Ministério da Satde (MS), em conjunto com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), a autorizar o uso do Milteforan™ para o tratamento de caes
diagnosticados com LV.

Contudo, a literatura cientifica ainda ndo alcangou um consenso sobre o risco de
infeccao dos flebotomineos ao se alimentarem de caes infectados com L. infantum.

. Além disso, ¢ crucial identificar um conjunto de biomarcadores que possa contribuir
para uma analise mais precisa do prognostico da LVC, e que possa estar relacionada ao risco
de infecg¢do aos flebotomineos.

Diante desse cendrio, o presente estudo foi desenvolvido para avaliar diferentes
biomarcadores (bioquimicos, hematologicos e/ou imunoldgicos) e buscar sua correlagdo com o
a infeccdo dos flebotomineos (L. longipalpis) a partir de caes infectados com L. infantum. Além
disso, o estudo visa desenvolver um sistema de estadiamento mais acessivel, que possa
contribuir para a aplicacao de estratégias de monitoramento e progndstico da LVC e que possam
ser aplicados em avaliagdes terapéuticas e vacinais.

Destaca-se ainda que estes dados também poderiam ter aplicagdo em areas endémicas
para subsidiar o controle da LV, como uma estratégia para priorizar as agoes de saude publica
nas areas onde se encontram caes com maior risco de transmissao do parasito ao inseto vetor.

Diante do exposto o presente estudo estabeleceu a seguinte hipdtese: “Os pardmetros
do novo sistema de estadiamento para a LVC permitirdo estabelecer uma correlagdo entre a

gravidade da doenga e a infeccao por L. infantum nos flebotomineos ™.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar biomarcadores preditivos de infec¢ao na leishmaniose visceral canina, buscando
estabelecer um novo sistema de estadiamento clinico que possa auxiliar na analise da correlacao

com a infeccao por L. infantum em flebotomineos.

3.2 Objetivos especificos
Avaliar em caes naturalmente infectados por L. infantum, apresentando diferentes
estadios clinicos da doenca, a transmissdo do parasito para L. longipalpis, buscando relaciona-
lo a diferentes biomarcadores imunopatologicos, realizando as seguintes etapas:
Triar por teste rapido imunocromatografico e ELISA como premissa de soropositividade da
LVC;
Avaliar o perfil da carga parasitiria em Orgdos-alvo do parasitismo, com emprego de
diferentes metodologias parasitologicas;
Estudar o hemograma completo e perfil bioquimico incluindo enzimas relacionadas a
fun¢ao hepatica e renal, além do perfil de proteinas plasmaticas: globulina, albumina e razdo
albumina/globulina;
Estabelecer o perfil da resposta imune celular ex vivo, considerando marcadores especificos
de superficie celular para identificagdo de leucocitos circulantes, tais como: Linfécitos
TCD5"; Linfocitos TCD4"; Linfocitos TCD8"; Mondcitos CD147;
Correlacionar os biomarcadores com a carga parasitdria dos flebotomineos apds o
xenodiagnostico;

Elaborar um estadiamento clinico e avaliar seu comportamento frente aos biomarcadores.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Consideracoes éticas

O projeto respeitou as obrigagdes éticas para com o uso de animais em pesquisa, assim
como o0s preceitos do bem-estar animal, respaldados em normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), com niimero de protocolo 8/2022 (Anexo I) e cumpriu todos
os procedimentos exigidos pela comissdo durante a sua realizagdo. Os proprietarios de caes
foram comunicados, informados e esclarecidos sobre qualquer duvida em relacdo aos
procedimentos. No caso de aceite da participacdo no estudo, o tutor recebeu um termo de

consentimento e o termo de doag¢do desses animais para o projeto (anexo 3).

4.2 Area de estudo

O estudo foi realizado em area endémica, no municipio de Porteirinha, regido Norte do
estado de Minas Gerais (Latitude 15°44° 42” S; Longitude 43°01° 46” W) (Figura 3). O
municipio ocupa uma area de 1.749,683 km? (IBGE, 2020) com a populacao local estimada de
37.823 habitantes (IBGE 2021), com o Indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM)
de 0,651 (IBGE 2010).

Porteirinha possui altitude média de 567 m, clima tropical semiimido (temperatura
média de 24 °C), com estacdo seca de cerca de 6 meses por ano. A grande maioria dos
domicilios carece de condigdes sanitarias basicas (18.7% de domicilios com esgotamento
sanitario adequado) e a presenca proxima de animais domésticos € uma caracteristica notavel.

Este municipio foi selecionado como area de estudo devido a sua condi¢do endémica
para LV, caracterizada por uma transmissdo intensa da doenca, apresentando nos ultimos 10
anos (2013 a 2022) 32 casos de LV. Além disso, a escolha foi respaldada pelo historico de
pesquisas relacionadas a LV realizadas na cidade (ANDRADE BARATA et al., 2004, 2005,
2010; CARNEIRO BORGES et al., 2002; FRANCA-SILVA et al., 2023). A conscientizagao
da populagdo sobre a gravidade da LV também contribuiu para a selecao, juntamente com o

apoio ativo da prefeitura do municipio de Porteirinha.
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Mapa de localizacdo do municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil

wsow

Encarte de localizagao
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. Municipio de Porteirinha, MG, Brasil
D Regido urbana de Porteirinha

DATUM: WGS 84
Fonte: IBGE
Autor: Allan de Jesus Mendonga Severino
Ano: 2023

Figura 3: Mapa de localizagao do municipio de Porteirinha, localizado no Norte de Minas
Gerais. Colorido de vermelho esta representado o municipio; o quadrado com borda vermelha mostra a
localizagdo da regido urbana do municipio. DATUM: WGS 84, fonte: IBGE. Autor; Allan de Jesus
Mendonga Severino, Ano: 2023.

4.3 Delineamento experimental

Com base no calculo amostral efetuado, 47 caes naturalmente infectados por L. infantum
foram selecionados, escolhidos com base nos resultados obtidos nos testes rapidos e no teste
sorologico confirmatdrio, conforme ilustrado na Figura 4. A triagem de cdes naturalmente
infectados foi conduzida usando o teste rapido Imunocromatografico Dual Path Platform
(DPP® - Biomanguinhos) e o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Quando os
resultados do teste rapido foram ndo reagentes, os caes foram excluidos do estudo; no entanto,
quando foram reagentes, os caes foram submetidos a um teste sorologico confirmatorio ELISA
para a detec¢do de anticorpos anti-SLA.

Os testes rapidos foram conduzidos em campo pelo grupo de pesquisa e agentes de
endemia do municipio de Porteirinha. O teste confirmatorio (ELISA) foi realizado no
Laboratorio de Biologia das Interacdes Celulares (LABIC — UFMG). Treinamentos foram
realizados para os agentes do municipio visando a execugao adequada do teste rapido em campo

A busca por cées foi conduzida por meio de amostragem por conveniéncia, na qual os
agentes de endemias visitaram bairros com maior incidéncia de relatos de casos de caes com

LV, realizando a abordagem "porta a porta" para encontrar os animais com sinais clinicos
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caracteristicos da doenca e, assim, realizar o teste rapido DPP, com a devida autorizagdo do
tutor responsavel. Foram realizados o teste rapido em 220 caes, e apos o teste confirmatorio
foram incluidos 47 ca@es para a sequéncia do estudo. Para cada cdo testado, o

georreferenciamento foi registrado por meio de um aplicativo (SpotLens).

Reagente
(80 caes)

Nao reagente

N=47 caes

Reagente ELISA
(109 c3es) (91 caes)

(11 cées)
Nao Reagente

(111 caes)

Teste rapido DPP

Figura 4: Fluxograma da triagem de animais sororreagentes para leishmaniose visceral canina.
Inicialmente foi realizado o teste rapido imunocromatografico Dual Path Platform (DPP® -
Biomanguinhos) e os animais positivos foram submetidos ao teste soroldgico confirmatorio (ELISA).

Os 47 caes selecionados foram submetidos a todos os procedimentos da Etapa 2 (Figura
5). Inicialmente, esses cades foram clinicamente avaliados, analisados e categorizados de acordo
com o grau de intensidade dos sinais clinicos apresentados. Em seguida, os animais foram
sedados com Img/Kg de acepromazina (Univet), para a realizagdo de ultrassonografia dos
orgdos internos, incluindo bago, figado e rins. Sob efeito de sedativos, os cdes passaram pelo
xenodiagndstico, com coleta de amostras de sangue para analise do hemograma completo, série
bioquimica e avaliagdo da resposta imune ex vivo, seguida pela coleta de medula 6ssea para
1solamento do parasito em meio de cultura e analise por qPCR da carga parasitaria.

Apo6s esses procedimentos iniciais, os cdes foram submetidos a eutanasia, seguindo
todos os protocolos estabelecidos pela CEUA. Apos a eutanasia, foram coletadas amostras de
orgaos, como pele da orelha, bago e linfonodo popliteo para a posterior confeccdo de laminas

destinadas as analises por Imuno-histoquimica anti-Leishmania e para realizar a quantificagao
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da carga parasitaria por qPCR.

Analise Clinica

Coleta de sangue

Xenodiagnostico

Puncdo de Medula

Coleta de 6rgaos

Figura 5: Fluxograma da etapa dos procedimentos realizados com animais sororreagentes
escolhidos aleatoriamente ap0s triagem por TR-DPP e ELISA.

4.4 Triagem dos caes
4.4.1 Dual Path Platform (DPP® - Biomanguinhos)

O teste rapido DPP® foi conduzido de acordo com as instrucdoes do fabricante.
Inicialmente, cada teste foi identificado com o nome do cdo. Apos a identificacdo, utilizando
uma lamina estéril fornecida no kit, a ponta da orelha do cdo foi perfurada, retirando-se 5 pL
de sangue com a ajuda de uma haste também inclusa no kit. Essa amostra foi entdo adicionada
ao poco 01 (“Amostra + Tampao”) na plataforma do teste, juntamente com duas gotas de
tampao também fornecidas no kit. Apos aguardar cinco minutos, foram adicionadas quatro
gotas do mesmo tampao no poco 2 (“Tampao”). Ap6s um periodo adicional de dez minutos, a
leitura do teste foi realizada. O resultado foi considerado reagente quando duas linhas vermelhas
apareceram, uma linha de controle (C) e outra de teste (T); enquanto foi considerado nao

reagente quando apenas a linha de controle (C) estava presente (Figura 6).
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Figura 6: Teste Rapido DPP®. em "A)" teste reagente para LVC; em "B)" teste ndo reagente
para LVC.

4.4.2 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

Para realiza¢do do ELISA, placas de poliestireno de alta adesdo (Sarstedt, Niimbrecht,
Alemanha) de 96 pogos foram sensibilizadas com 2 ug/uL de antigeno soluvel de Leishmania
(SLA, do inglés soluble Leishmania antigen) por poco ¢ mantidas overnight a 4°C. Apds a
sensibilizacdo, as placas foram lavadas com PBS-Tween (PBS 1X com 0,05% de Tween 20).
O processo de lavagem foi realizado 3 vezes. Posteriormente, as placas foram bloqueadas com
200 pL de solucdo bloqueio PBS-BSA (PBS 1X com 5% de albumina sérica bovina - BSA -
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e incubadas a 37°C por 3 horas. Apds nova etapa de
lavagem, as amostras de soro dos caes foram diluidas a 1:80 em PBS-Tween, adicionadas em
seus respectivos pogos, com posterior incubacdo das placas a 37 °C por 3 horas. Em seguida, as
placas foram lavadas e foi adicionado, em cada pogo, 100 puL de anticorpo secundario anti-IgG
total conjugado com peroxidase (anti-mouse IgG-h+I HRP, Bethyl Laboratories Inc,
Montgomery, TX, EUA), na diluicdo de 1:10.000 em PBS-Tween. Apds incubacido de 60
minutos, a 37°C, as placas foram lavadas. A solu¢do de substrato cromogénico para peroxidases
contendo 3,3, 5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) e Peroxido de Hidrogénio (H202), foi
adicionada para revelar a reagdo. Posteriormente, a reacao foi interrompida com acido sulfarico
a 2,5M e as amostras foram lidas a 450nm em espectrofotdometro Multiskan™ FC Microplate

Photometer.

4.5 Estadiamento dos caes
O procedimento de estadiamento dos caes incluiu a anélise dos sinais clinicos, realizado
por trés médicos veterinarios. E importante mencionar que 38 sinais clinicos foram avaliados

(Anexo 2) e um escore foi criado de 0 a 5, onde 0 sdo animais sem sinal clinico para aquele
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sinal especifico e 5 para sinal clinico grave. Cada sinal clinico teve seu peso de importancia
atribuido (variando de 0 — 10, conforme dados informados no Anexo 2) e ao final de toda analise
clinica foram somados os valores para cada cdo. O valor da pontuagdo de cada cdo foi utilizado

para categoriza-los em trés estadios clinicos diferentes conforme a Tabela a seguir:

Tabela 1: Classificagdo de cdes em diferentes estadios em relagdo aos sinais clinicos
apresentados para LVC.

Estadio Descricao Somatoéria dos
escores clinicos

Sem sinais clinicos
I . 0-100
ou sinais clinicos leves

11 sinais clinicos moderados 101-200

I sinais clinicos graves >200

4.6 Xenodiagnéstico

O xenodiagnostico foi realizado em todos os cdes, com o objetivo de verificar se esses
animais seriam capazes de infectar fémeas de flebotomineos da espécie L. longipalpis, principal
transmissora da L. infantum no Brasil. Para os ensaios, foram utilizadas fémeas de quinta
geracdo com 2 a 4 dias pds muda para adultos e alimentadas apenas em solugdo agucarada. Os
insetos foram procedentes da col6nia implantada no laboratério do grupo de pesquisa
“Taxonomia de flebotomineos, diagndstico, epidemiologia e controle das leishmanioses — TFL”
do Instituto René Rachou/Fiocruz Minas.

O procedimento foi realizado a partir de flebotomineos (30 fémeas e 5 machos por co)
que foram confinados em um recipiente de PVC e cobertos por uma malha fina de nylon, que
permitia a alimentagao dos insetos no cao (DA COSTA-VAL et al., 2007; MICHALSKY et al.,
2007). Apds sedagdo dos caes com 1mg/Kg de acepromazina (Univet), um recipiente por cao
contendo os flebotomineos foram colocados no pavilhdo auricular dos animais, durante 30
minutos, em uma sala escura e cobertos com um pano preto, simulando uma melhor condicao
de luminosidade de como os vetores se alimentam na natureza. Apods o repasto sanguineo, as
fémeas alimentadas foram transferidas para um novo recipiente, e recebiam solugao de sacarose
em agua destilada em seguida eram mantidas em condigdes controladas de temperatura e
umidade (26°C e 70% UR) por pelo menos 5 dias para que todo bolo alimentar fosse digerido.

Apos este periodo as fémeas foram congeladas e criopreservadas a -80°C para posterior analise
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da infeccdo por L. infantum pela técnica de qPCR. Esta metodologia foi realizada com o
objetivo de fornecer a identificacdo do risco de infec¢ao para o hospedeiro invertebrado ao

comparar com os resultados provenientes do parasitismo nos diferentes 6rgaos estudados.

=
\) m

Figura 7: Recipientes utilizados para a realizagdo do xenodiagnoéstico. Na foto a esquerda
mostra um recipiente em PVC (10 cm de didmetro e 5 cm de altura) contendo uma tela de nailon de
malha fina onde foram acondicionados os flebotomineos para a alimentacdo na pele da orelha
interna do cdo, A direita a foto mostra um recipiente plastico com o fundo com gesso umido onde
os insetos eram mantidos apos a alimentagdo sanguinea.

4.7 Isolamento de Leishmania sp. em cultivo in vitro

Para confirmagdo da presenca do agente etiologico, as amostras de puncdo de medula
ossea foram submetidas aos procedimentos de isolamento do parasito. A puncao da medula
ossea foi realizada na regido epifisaria proximal da tibia. Para o procedimento de coleta da
medula 6ssea, o animal foi submetido & anestesia geral (Xilazina 1,5mg/Kg seguido de
Thiopental 8mg/Kg) e colocado em decubito lateral para acessar o local de coleta. Este
procedimento foi realizado ap6s constatagao do estado de anestesia geral do cao, sendo utilizado
agulha 40x12 e seringa estéril de 20mL. Este material foi destinado para mielocultura e
quantifica¢do da carga parasitaria por qPCR. Imediatamente apos a coleta da medula 6ssea, a
agulha foi flambada e mantida perto de um bico de Bunsen. A amostra foi inserida em tubos
contendo o meio de cultura bifasico Agar-sangue e a-MEM (Sigma-Aldrich) pH 7,4 contendo
20% de Soro Bovino Fetal (SBF), 2% de urina, 10U/ml de penicilina e 10pg/ml estreptomicina.
Os tubos foram devidamente identificados, acondicionados e transportados para o Laboratério
de Biologia das Interagdes Celulares (LABIC) onde foram cultivadas no mesmo meio e
mantidos em estufa com a temperatura de 23°C. Semanalmente pequenas amostras da fase
liquida foram coletadas para exame a fresco procurando evidenciar formas promastigotas, além
da realizag@o dos repiques. Esse protocolo foi realizado em intervalos de sete dias durante 30

dias.
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4.8 Protocolo para o procedimento de eutanasia

Como o municipio ndo contava com médico veterindrio para realizagdo das eutandsias
dos cdes confirmados como soropositivos, e em virtude da alta prevaléncia da doenga, por
solicitacdo do municipio, nossa equipe foi a responsavel pela eutanasia destes animais, seguindo
a normatizagdo de controle da LV no Brasil, estabelecida pelo Ministério da Saude. Com o
resultado positivo do teste confirmatorio, foi solicitado ao proprietario do animal, a sua doagao
(Anexo 2). Estes animais, apos os procedimentos, foram destinados a eutanasia realizada sob
responsabilidade de um médico veterindrio da nossa equipe. Para realizar o procedimento de
eutandsia, foram utilizados cloridrato de Xilazina (1,5 mg/kg por via endovenosa), seguido de
Tiopental (Cristalia), dose 8mg/kg até constatar efeito da anestesia geral. Em seguida (apos a
coleta de medula 6ssea) foi aplicada solucdo saturada cloreto de potassio (KCI) por via
endovenosa (1ml/kg), ainda com o animal sob anestesia geral, sendo constatada parada

cardiorrespiratoria.

4.9 Hemograma completo

Para realizagao das analises descritas a seguir, foram coletadas amostras de sangue dos
caes pela pungdo preferencial da veia cefalica do membro dianteiro ou pela veia jugular externa.
Para avaliacdo de hemograma completo e imunofenotipagem de leucocitos por citometria de
fluxo foram coletados de 3 a 5 mL de sangue em tubos contendo anticoagulante EDTA. O
sangue foi homogeneizado (durante 30 segundos) com o anticoagulante, suavemente, para
evitar a coagulagdo. As amostras para hemograma foram acondicionadas em caixas térmicas e
transportadas para Belo Horizonte, onde foram imediatamente enviadas para o Laboratdrio de
Patologia Clinica da Escola de Veterinaria— UFMG, responsavel pela realizagao do hemograma
completo, o analisador hematologico utilizado foi o [ICONTER VET (Diagno, Belo Horizonte,
Brasil).

4.10 Imunofenotipagem ex vivo de leucdcitos circulantes

Foram realizadas analises de imunofenotipagem de linfocitos € mondcitos em contexto
ex vivo por citometria de fluxo. Para isso foi transferido 50 pL de sangue, das amostras coletadas
em EDTA, para tubos de poliestireno Falcon Round-Bottom (BD, Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, EUA) contendo os anticorpos anti-CD3 (clone MCA1774F) FITC, anti-CD4 (clone
MCAT1038PE) PE, anti-CD8 (clone MCA1039PE) APC, anti-CD21 (clone MCA1039PE) PE ¢
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anti-CD14 APC. Os tubos contendo amostras ¢ os marcadores de superficie foram incubados
por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos este tempo foram adicionados
3mL de solugdo de lise de eritrdcitos Billig Dog (Facs lysing solution, Becton Dickinson, San
Jose, EUA) em vortex e incubados por 10 minutos ao abrigo da luz. Foi adicionado, em cada
tubo, 1 mL de PBS-Wash (0,015M de PBS 1X, 0,5% BSA e 0,1% de azida s6dica) com
posterior centrifugagdao a 600 xg a 18°C por 7 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e
o pellet foi lavado, utilizando 3 mL de PBS-Wash e agitacdo no voértex, sendo realizado
posteriormente centrifugacao de 600 xg a 18°C por 7 minutos. O sobrenadante resultante foi
descartado e, ao pellet, foi adicionado 200 pL de solucdo fixadora Macs Facs Fix (MFF) (10
g/L paraformaldeido, 10,2 g/L cacodilato de sodio e 6,65 g/L cloreto de sddio) para se realizar
a leitura no citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, EUA), com
aquisi¢ao de 30.000 eventos/tubo. Para a andlise dos dados foi utilizado o “software”
FlowJo™v10.8.1 (Tree Star, Ashland, OR, EUA), para identificacdo do percentual de linfocitos
T CD3", T CD4", T CDS8", linfocitos B CD21" e mondcitos CD14". Para a anélise dos dados no
“software” foi estabelecido um “gate” para identificar a populagdo de linfocitos, excluindo
“debris”, células mortas e demais populacdes celulares. Posteriormente, foi avaliada a
porcentagem de linfocitos totais e suas subpopulagdes (CD3"CD4" ¢ CD3"CD8"). Ainda com
relagdo a populagdo de linfocitos, foi analisado a porcentagem de CD21" a fim de se avaliar

i3

linfocitos B. Ja para a avaliagdo de mondcitos, foi criado um outro “gate” e analisada a
porcentagem de CD14". Ao final da andlise, os resultados foram expressos em valor absoluto
de acordo com o leucograma de cada animal. Todas as andlises foram ajustadas e validadas

usando controles apropriados (amostras de controle) com populagdes conhecidas de células.

4.11 Avaliacao da bioquimica sérica

Amostras de sangue (5 mL) foram coletadas em tubos sem anticoagulante, os quais
foram centrifugados por 15 min a 10.000 rpm. As dosagens bioquimicas foram realizadas,
utilizando 500 pL de soro de cada cdo, para avaliagdo dos seguintes parametros: alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT),
fosfatase alcalina, ureia, creatinina, albumina sérica, proteinas totais, globulinas, glicose. As
andlises da funcdo hepética e renal foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica da
Escola de Veterinaria da UFMG, utilizando o equipamento Cobas Mira Plus (BioTécnica Ind e

Com. Ltda, Varginha, Brasil) e kit de reagente também da Biotecnica Ind e Com. Ltda.
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4.12 Imuno-histoquimica

A Imuno-histoquimica anti-Leishmania foi realizada conforme metodologia descrita
brevemente a seguir: amostras da pele de orelha, baco e linfonodo popliteo foram submetidas
ao processamento histologico convencional, emblocadas em parafina e submetidas a
microtomia para montagem de laminas. Em seguida as laminas foram colocadas na estufa a
60°C por 20min, incubada no xilol por mais 20 minutos e hidratadas em banhos decrescentes
de alcool (100%, 90%, 80% e 70%), deixando 5 minutos em cada. As laminas foram lavadas
em agua destilada por 2 minutos e também em tampao de lavagem (Envision Flex, Dako) por
5 minutos. O bloqueio de peroxidase enddgena foi realizado incubando as laminas em solugado
de 3,5% de peroxido de hidrogénio por 40 minutos em temperatura ambiente e protegida da luz.
Novamente foi feita a lavagem com tampao de lavagem por 5 minutos. O bloqueio de proteinas
inespecificas foi realizado com solugdo de 6% de leite desnatado Molico por 40 minutos em
temperatura ambiente e novamente submetido ao processo de lavagem com o tampdo de
lavagem por 5 minutos. Os tecidos foram incubados com o anticorpo primario (soro de cao
positivo) por 1 hora em camara escura e temperatura ambiente, € apos este tempo lavados trés
vezes seguidas em tampao de lavagem. No lugar do anticorpo secundario, foi incubado com um
polimero especifico para camundongo associado a peroxidase (Dako Envision,
DakoCytomation, Califérnia, EUA), por 30 minutos em temperatura ambiente na cdmara escura
e novamente lavadas trés vezes seguidas com o tampao de lavagem por 5 minutos. Para revelar
foi utilizado como cromégeno a base de peroxidase o Cromogeno Magenta HRP (Dako
Envision, DakoCytomation, Califérnia, EUA), que foi aplicado e incubado por 5 minutos em
temperatura ambiente em cdmara escura € em seguida lavadas com agua destilada para parar a
revelacdo. As laminas foram coradas com hematoxilina e lavadas em agua corrente por 5
minutos. ApOs esta etapa, foram desidratadas em banhos crescentes de alcool (70%, 80%, 90%
e 100%), sempre deixando 5 minutos em cada banho. Para finalizar foram incubados no xilol
por 10 minutos e realizada a montagem das 1aminas em Balsamo do Canada.

As laminas foram lidas no microscopio (Nikon e100) com o aumento de 40x e foram
analisadas de forma semiquantativa, classificadas por grau de carga parasitaria, onde foram
utilizadas quatro categorias (negativos, +, ++ e +++). Onde “+” significa carga parasitaria
discreta, “++ carga parasitaria moderada e “+++ carga parasitaria intensa conforme a Figura

8. Todas a metodologia e analises Imuno-histoquimicas foram realizadas pela colaboragao do
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Prof. Renato de Lima Santos e Dra. Ayisa Rodrigues de Oliveira, do Departamento de Clinica

e Cirurgia Veterinarias (UFMG).
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Figura 8: Imuno-histoquimica do bago, linfonodo e pele de animais naturalmente infectados.
Onde "+" significa carga parasitaria discreta, "++" carga parasitaria moderada e "+++" carga parasitaria
intensa. As setas pretas repesentam amastigotas marcadas nos tecidos.

4.13 Quantificacio da carga parasitaria por reacio em cadeia da polimerase
quantitativo em tempo real (QPCR)

A PCR real time (qPCR) foi utilizada para diagnosticar e quantificar DNA de
Leishmania infantum nas amostras de tecidos (pele da orelha, bago e linfonodo popliteo), bem
como nos flebotomineos. Para extracdo do DNA dos diferentes tecidos foi utilizado o kit
PureLink® Genomic DNA Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, EUA),
conforme recomendagao do fabricante. Para os flebotomineos foi utilizado o Kit de purificagao
de DNA GFX™ (Cytiva™). Logo ap6s, o DNA foi dosado utilizando espectrofotdmetro
DeNovix DS-11 (DeNovix, Wilmington, DE, EUA). Para rea¢ao de qPCR, o gene do kDNA
foi o0 DNA alvo, e as sequéncias dos primers utilizados para a amplificagdo foram: 5’-CCA
CCC GGC CCT ATT TTA CAC CAA-3’ e 5’-CTT TTC TGG TCC queda GGG TAG G-3’, ¢
da sonda 5°-/56-FAM/ TTT TCG CAG /ZEN/ AAC GCC CCT ACC CGC/3IABKFQ/-3’. O

volume final da reacao foi de 10uL, contendo SuL. do tampao iTaq Universal Probes Supermix
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(Bio-Rad, EUA), 0,25uL de cada primer, 0,4ul da sonda (Integrated DNA Technologies,
EUA), 1,1uL de 4gua e 3ulL de amostra de DNA. A amplificacdo das amostras foi feita em
duplicata, utilizando o CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, EUA). Para
os tecidos foi utilizado como controle negativo da reacdo, o mix de reagdo e dgua, e ndo foi
colocado DNA. Para obter a curva padrao, foi realizada dilui¢do seriada (1:10) de DNA de L.
infantum (Cepa BH401). A carga parasitaria foi determinada da seguinte forma: (equivalentes
de DNA do parasito por reagio) / (quantidade de DNA do tecido por reagdo) x 10°, tendo como
resultado o niumero de parasitos por ug de DNA do tecido (SEVILHA-SANTOS et al., 2019).

4.14 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo sofitware GraphPad Prism versao 8.0 (San
Diego, EUA). A normalidade dos dados foi demonstrada pelo teste Shapiro-Wilk. Para as
andlises de correlagdo dos biomarcadores com a carga parasitaria de L. infantum nos
flebotomineos foi utilizado o teste de Pearson para os dados paramétricos e Spearman para os
danos ndo-paramétricos. O valor absoluto do coeficiente de correlagdo de Pearson e Spearman,
representado por | r |, ¢ um indicador da forca da relacdo entre duas varidveis. Quando | r | esta
dentro dos intervalos: 0.9 <|r|< 1.0, a correlacdo ¢ considerada muito forte; entre 0.7 < |1 | <
0.9 a correlacao ¢ forte, entre 0.5 <|r|<0.7 a correlagdo ¢ moderada 0.3 <|r|<0.5 a correlagao
¢ considerada fraca e entre 0.0 <|r | <0.3 a correla¢do € muito fraca.

Para analises comparativas entre os grupos dos dados normais (Kaneko et al., 2008), foi
utilizado o teste de andlise de varidncia ANOVA, seguido do teste Dunnett’s multiple
comparisons. Para dados nao paramétricos, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. As diferengas
estatisticamente significativas foram consideradas quando p<0,05. Quando presente nos
gréaficos, as linhas tracejadas representam os limites superior e inferior de cada parametro

bioquimico e hematologico avaliado.
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5 RESULTADOS
5.1 Triagem de cides naturalmente infectados

Para a triagem dos cdes naturalmente infectados por L. infantum foram selecionados 220
cdes com tutores na regido urbana de Porteirinha - MG. Os cdes foram submetidos ao teste
rapido imunocromatografico DPP (Dual Path Platform® - Biomanguinhos), sendo que 109
foram reagentes para a LVC, mostrando uma frequéncia de 49,55%. Posteriormente foram
realizadas as coletas de soro dos caes reagentes para o teste DPP, para realizar o teste soroldgico
confirmatorio, o ELISA. Foi realizado o ELISA em 91 caes, pois 18 cdes haviam morrido ou
nao houve sucesso na coleta do soro. Foi realizado o ELISA em 3 etapas diferentes (Figura 9
A, B, C) devido ao grande ntimero de caes e a necessidade de entregar o resultado aos tutores
dentro do prazo de uma semana (entre a coleta e o resultado). No ELISA foram confirmados 80
(87,9%) caes com absorbancia (ABS) acima do ponto de corte (positivos), trés caes com ABS
dentro da zona de indeterminado, e oito cdes com ABS abaixo do ponto de corte (negativos),
estes caes foram entdo excluidos das posteriores triagem do estudo. Dos caes positivos para o
teste rapido DPP e para o ELISA, foram selecionados 47 caes (nimero amostral calculado) para
a sequéncia do estudo. Todos os resultados foram comunicados a Prefeitura de Porteirinha

(Figura 9).
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Figura 9: Resultado do teste de ELISA para confirmagdo de cdes DPP reagentes. No eixo Y
ilustra a absorbancia (450 nm) e no eixo X os controles negativos (CN), os controles positivos (CP) e as
amostras de soro dos cdes testados. A linha continua no eixo Y representa cut off (calculado através da
curva ROC), e as linhas pontilhadas a faixa que foi considerada como resultado indeterminado (10% do
cut off). (A) primeira etapa dos resultados para o ELISA, (B) segunda etapa, (C) terceira etapa.

Tabela 2: Perfil dos caes que participaram do estudo.

Sexo Comportamento  Comprimento do pelo
N de Macho Fé Int Peri Peso (Kg) Idade
5 acho Fémea ntra eri
cies ° o anos
(%) (%) (%) (%) Curte (%) Longo (%) (anos)
47 57,4 42,6 23,4 76,6 93,6 6.4 (11 i,j;z) (212191)

Intra: intradomiciliar; Peri: peridomiciliar.
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5.2 Biomarcadores avaliados

Foram avaliados diversos biomarcadores, incluindo as cargas parasitarias de diferentes
orgdos, a absorbancia da imunoglobulina IgG, pardmetros hematologicos (hemograma,
leucograma, plaquetograma), parametros bioquimicos e enzimadticos, além de marcadores
celulares. E importante salientar que o nimero amostral calculado foi de 47 cdes; no entanto,
devido a diversas situacdes ao longo do projeto (falta de amostra para realizacao de alguns
ensaios), os parametros foram avaliados com um nimero diferente de caes (variando de n=23
a n=47), conforme apresentado nas Tabelas a seguir (Tabelas 3; 4; 5; 6).

A imunoglobulina IgG foi avaliada através da absorbancia encontrada apds o ensaio
ELISA e leitura em espectrofotometro (450 nm). Essa avaliagdo foi realizada em 47 caes, com
uma média de 0,2393+0,1004 (ABS) (Tabela 3).

A carga parasitaria dos tecidos foi avaliada através da qPCR. Na pele, a média
encontrada em 47 caes foi de 4.776 + 17.492 parasitos/mg do tecido; no baco, foi de 2.619 +
9.702 parasitos/mg do tecido; no linfonodo, foi de 384,3+1.015 parasitos/mg; e na medula, a
média foi de 123,7 &+ 494,9 parasitos/mg do tecido em 45 caes (Tabela 3).

Em relacdo a carga parasitaria de flebotomineos, também foi avaliada através da qPCR.
Foram quantificadas Leishmania infantum em 23 pools de flebotomineos (cada poo/ alimentou-
se em um cao), enquanto nos outros 24 “pools” ndo foi detectada a presenca de Leishmania. A
média da carga parasitaria encontrada foi de 0,09103 £ 0,1851 parasitos/ pg de flebotomineo.

(Tabela 3).

Tabela 3: Estatistica descritiva (numero de cdes, mediana, média, desvio-padrio)
correspondente as varidveis incluidas na tese.

Biomarcadores Nc: de Média DP
caes
IgG (abs) 47 0,2393 0,1004
Pele (N° parasito/ pg) 47 4776 17492
Bago (n° parasito/ pg) 47 2.619 9702
Linfonodo (N° parasito/ ug) 47 384,3 1015
Medula (N° parasito/ pg) 45 123,7 4949

Flebotomineos (N° parasito/ pg) 23 0,09103 0,1851
DP: desvio padrio.
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Em relacao aos parametros do Hemograma, foram obtidos os resultados de 42 caes, em

que a média com os seus respectivos desvios padrdes se apresentaram dentro do Intervalo de

referéncia (IR) (Tabela 4).

Tabela 4: Estatistica descritiva dos parametros referentes ao hemograma.

Biomarcadores N°¢ amostral Média DP IR
Eritrocitos (x10° /uL) 42 5,37 1,32 5,5-8.,5
Hemoglobina (g/dL) 42 10,72 3,34 12-18
Hematocrito (%) 42 37,38 9,61 37-55
VCM (f1) 42 71,28 4,97 60— 77
CHCM (g/dL) 42 28,67 4,26 30-36

VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentracdo da hemoglobina corpuscular média.

Em relagdo aos parametros leucocitarios, também foram obtidos resultados de 42 caes

para: leucocitos totais, neutrofilos segmentados, linfocitos e plaquetas; enquanto para

Monocitos foram avaliados n=41 cdes e para Eosinofilos n=39 cades. A média de todos os

parametros do leucograma e plaquetograma com os seus respectivos desvios padroes se

apresentaram dentro dos IR (Tabela 5).

Tabela S: Estatistica descritiva dos parametros referentes ao leucograma.

Biomarcadores N Mediana Média DP IR
amostral

Leucocitos totais (células/pL) 42 9.975 9449 3.153 6.000 — 17.000
Neutrofilos segmentados (L) 42 6.664  6.181 2.545 3.000 - 11.500
Linfécitos (uL) 42 1.609  2.025 1.548 1.000 — 4.800
Mondcitos (L) 41 327 427,6 3552 150 —1.350
Eosinofilos (uL) 39 192,4 4759 596,8 100 —1.250
Plaquetas (numero/uL) 42 64.500 90.238 107.806 175.000-500.000

DP: desvio padrao; IR: intervalo de referéncia.

A respeito dos parametros bioquimicos e enzimaticos, foram obtidos os resultados de

n=28 caes para Creatina (mg/dL), ALT, AST e Fosfatase alcalina; n=27 caes para Ureia,

Glicose, Proteinas totais, Albumina, Globulina e para o indice Albumina/globulina (A:G). Ao

analisar a média e o desvio padrdo de cada pardmetro, observou-se que a média e seus desvios

padrdes de todos os pardmetros se apresentaram dentro dos IR (Tabela 6).

Tabela 6: Estatistica descritiva dos pardmetros referentes aos exames bioquimicos e
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enzimaticos.
Biomarcadores N Median - Médi DP IR
amostral a a

Ureia (mg/dL) 27 31,09 52,77 67,48 21-159,9
Creatina (mg/dL) 28 0,72 0,95 082 05-1,5
ALT (wL) 28 33,55 4533 40,8 21-102
AST (WL) 28 33,15 42,27 30,61 23-66
Fosfatase alcalina (u/L) 28 48,45 82,4 128,8 20-156
GGT (/L) 25 2,4 390 474 1,2-6,4
Glicose (mg/dL) 27 81,2 77,79 18,19 65-118
Proteinas totais (g/dL) 27 8,48 821 1,42 54-7,1
Albumina (g/dL) 27 2,57 2,55 0,60 2,6-33
Globulina (g/dL) 27 5,47 5,66 137 2,7-44
Indice A:G 27 0,491 0,49 0,19 0,59-1,11

DP: desvio padrao; IR: intervalo de referéncia; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase (AST); GGT: gama glutamil transferase A:G: razado Albumina/Globulina.

5.3 Correlacio entre biomarcadores e a carga parasitiaria de Leishmania infantum nos
flebotomineos.

Foram avaliadas as correlacdes entre todos os biomarcadores do estudo com a carga
parasitaria (CP) de L. infantum em flebotomineos da espécie L. longipalpis, apds repasto
sanguineo nos cdes. O xenodiagndstico foi realizado em 47 caes, sendo que 46,8% dos caes
(22) foram capazes de infectar os flebotomineos com parasitos. As correlagdes entre a carga
parasitaria de L. infantum em flebotomineos incluiram os seguintes biomarcadores: IgG, carga
parasitaria em diferentes Orgdos, parametros hematoldgicos (série vermelha, branca e
plaquetaria), parametros bioquimicos, marcadores celulares (CD3", CD4", CD8", CD21"
CD14") e escores clinicos. Nos graficos de correlagdo, apresentados a seguir, quando a
correlacdo (positiva ou negativa) for significativa (P<0,05), foi representada uma linha de
tendéncia na cor vermelha. Devido a problemas a problemas durante as coletas, o
processamento das amostras entre outros fatores, alguns resultados podem apresentar um menor

nuamero de dados.

5.3.1 Correlacdo entre a absorbincia de IgG total com a carga parasitaria de Leishmania

infantum nos flebotomineos.

Ao correlacionar o resultado da absorbancia (densidade optica) da imunoglobulina IgG

total (avaliada por ELISA) com a CP de L. infantum nao foi diferenca significativa (p<0,05)
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(Figura 10).

IgG x CP no Flebotomineo

r: 0,2898
p:0,2026

ABS (450 nm)
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Carga Parasitaria L. infantum no Flebotomineo
Figura 10: Correlagdo entre IgG total e a carga parasitaria de Leishmania infantum nos

flebotomineos. O eixo x representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos flebotomineos. O
eixo y representa os valores de absorbancia (densidade optica) a 450 nm de IgG.

5.3.2 Correlacdo entre a carga parasitaria de Leishmania infantum nos tecidos com a carga

parasitaria nos flebotomineos.

Ao correlacionar o resultado da CP nos tecidos com a CP nos flebotomineos foram
encontradas diferencas significativas com correlacdo positiva na pele, linfonodo e medula
(Figura 11 A, C, D), mas sem haver correlacdo com a CP do bago (Figura 11B). A correlagao
da CP da pele com a CP nos flebotomineos foi fraca (» = 0,4597; p = 0,0360). A correlagdo da
CP do linfonodo também foi considerada fraca (» = 0,4376; p = 0,0417). Ja a correlagdo da CP
da medula 6ssea com CP nos flebotomineos foi moderada (» = 0,5092; p = 0,0260) (Figura 11).
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Figura 11: Correlagdo entre a carga parasitaria (CP) de Leishmania infantum nos tecidos (pele, bago,
linfonodo e medula 6ssea) com a carga parasitaria nos flebotomineos, empregando-se a metodologia de
gPCR. O eixo X representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos flebotomineos. O eixo Y
representa carga parasitaria de L. Infantum nos tecidos: (A) pele; (B) bago; (C) linfonodo; (D) medula
ossea. As diferengas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas pela linha de tendéncia
em vermelho e seu valor indicado junto com a forga da corregao (r) em cada grafico.

5.3.3 Correlacdo entre os parametros hematoldgicos com a carga parasitaria de Leishmania

infantum nos flebotomineos.

Em relagdo a correlagdo dos parametros hematoldgicos do hemograma (série vermelha)

com a CP nos flebotomineos foi possivel observar correlacdo significativa apenas com os

eritrocitos, sendo uma correlagdo negativa e fraca (r = - 0,4700; p = 0,0490) (Figura 12 A).
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Figura 12: Correlagdo entre os pardmetros do hemograma com a carga parasitaria nos
flebotomineos. O eixo X representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos flebotomineos. O
eixo Y representa os pardmetros do hemograma: (A) eritrocitos; (B) hemoglobina; (C) hematdcrito; (D)
volume corpuscular médio (VCM); (E) Concentragao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). As
diferengas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas pela linha de tendéncia em
vermelho e seu valor indicado junto com a for¢a da corregdo (7) em cada grafico.

Ao avaliar a correlagdo dos pardmetros do leucograma e plaquetograma com a CP no
flebotomineos, foi observada correlagao significativa com os linfocitos, mondcitos e eosindfilos
(Figura 13 B, C, D); enquanto para os leucocitos totais, neutrofilos segmentados e plaquetas
nao foram observadas correlagdes significativas (Figura 13 A, E, F). A correlagdo com os
linfécitos foi negativa e moderada (» = -0,5256; p = 0,0365); a correlagdo com 0s mondcitos

também foi negativa e moderada (» =-0,5751; p = 0,0125); semelhante com os eosinéfilos, que

apresentou correlacdo negativa e moderada (r = -0,5450; p = 0,0487) (Figura 13 B, C, D).
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Figura 13: Correlagdo entre os parametros do leucograma com a carga parasitaria nos
flebotomineos. O eixo X representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos flebotomineos. O
eixo Y representa os parametros leucocitarios: (A) Leucdcitos totais; (B) Linfocitos; (C) Mondcitos; (D)
Eosinofilos; (E) Neutrofilos segmentados; (F) Plaquetas totais. As diferengas estatisticas (p<0,05),
quando presentes, foram representadas pela linha de tendéncia em vermelho e seu valor indicado junto
com a forga da corregdo (7) em cada grafico.

5.3.4 Correlacdo entre os parametros bioquimicos € enzimatico com a carga parasitaria de

Leishmania infantum nos flebotomineos.

Para os parametros bioquimicos foi observada correla¢do significativa apenas com o

parametro globulina, em que a correlagao foi positiva e fraca (» = 0,6603; p = 0,0377) (Figura
14 E).
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Figura 14: Correlagdo entre os parametros dos bioquimicos com a carga parasitiria nos

flebotomineos. O eixo X representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos flebotomineos. O
eixo Y representa os pardmetros bioquimicos: (A) ureia; (B) creatinina; (C) glicose; (D) albumina; (E)
globulina; (F) proteinas totais; (G) razdo albumina/globulina. As diferencas estatisticas (p<0,05),
quando presentes, foram representadas pela linha de tendéncia em vermelho e seu valor indicado junto
com a forga da correcdo (7) em cada grafico.

Em relacdo aos parametros bioquimicos enzimaticos apenas observou-se correlagdo

significativa com a fosfatase alcalina, em que a correlagdo foi positiva e fraca (»r =0,5714; p =

0,0449) (Figura 15 D).
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Figura 15: Correlagdo entre os parametros dos bioquimicos enzimaticos com a carga

parasitaria nos flebotomineos. O eixo X representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos

flebotomineos.

O eixo Y representa os pardmetros bioquimicos enzimaticos:

(A) alanina

aminotransferase (ALT); (B) aspartato aminotransferase (AST); (C) gama glutamil transferase (GGT);
(D) fosfatase alcalina. As diferencgas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas pela
linha de tendéncia em vermelho e seu valor indicado junto com a forga da correcdo (r) em cada grafico.

5.3.5 Correlacdo entre os marcadores imunofenotipicos celulares com a carga parasitaria

de Leishmania infantum nos flebotomineos.

Ao correlacionar o resultado dos marcadores celulares com a CP nos flebotomineos, foi

observada correlagdo significativa apenas com a subpopulagdo de células T CDS8", sendo

negativa e moderada (r = - 0,5784; p = 0,0384) (Figura 16 B). Nao houve correlagdao com os

demais marcadores CD4"> CD21*" e CD14".
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Figura 16: Correlagdo entre os marcadores celulares com a carga parasitaria nos
flebotomineos. O eixo X representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos flebotomineos. O
eixo Y representa os representa os marcadores celulares: (A) representa a populagdo de linfocitos T
CD5'CD4"; (B) representa a populagdo de linfocitos T CD5'CD8"; (C) representa a populagdo de
linfocitos B CD21"; (D) representa a populagdo de mondcitos CD14". As diferengas estatisticas
(p<0,05), quando presentes, foram representadas pela linha de tendéncia em vermelho e seu valor
indicado junto com a forga da correcdo (r) em cada grafico.

5.3.6 Correlacdo entre o escore dos sinais clinicos com a carga parasitaria de Leishmania

infantum nos flebotomineos.

Ao correlacionar o resultado do escore dos sinais clinicos com a CP nos Flebotomineos,

foi observada correlacdo positiva e moderada (r = - 0,6863; p = 0,0004) (Figura 17).



60

Pontuagéo do escore clinico x CP no Flebotomineo

400
" (]
é 300 .
= i [ )
- 200-@ g
g ® { ]
NS n
E o A ® 70,6863
3 «® p:0,0004
1@
o °
O—I_‘ T I T I T I T I T I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Carga Parasitaria L. infantum no Flebotomineo

Figura 17: Correlagédo entre a pontuagdo do escore clinico com a carga parasitaria nos flebotomineos.
O eixo X representa a carga parasitaria de Leishmania infantum nos flebotomineos. O eixo Y representa
a somatoria dos Sinais clinicos. As diferengas estatisticas (p<0,05) foram representadas pela linha de
tendéncia em vermelho. E a for¢a da correlacdo (r) esta descrita no grafico.

5.4 Estadiamento clinico

Ao avaliar que a correlagdo mais forte foi encontrada com o escore dos sinais clinicos e
que esse parametro ¢ de facil execugdo, foi elaborado o estadiamento da LVC considerando a
somatoria dos sinais clinicos para cada animal. O objetivo foi buscar correlacionar com a
infeccdo de L. infantum aos flebotomineos (baixa, média e alta correlagdo).

Ao realizar os exames clinicos nos 47 caes, 38 sinais clinicos foram avaliados e atribuida
pontuagdes de acordo com a gravidade da alteragdo (Anexo 2). Assim, todos os sinais clinicos
foram categorizados em escore clinico de 0 a 5, sendo 0 sem o sinal clinico e 5 com sinal clinico
muito grave. A cada sinal clinico foi atribuido um peso, e ao final, toda a pontuagao foi somada
para obter o valor correspondente ao estadio clinico de cada cdo. Assim, os cdes foram
categorizados em trés estadios clinicos diferentes em que 18 cdes foram categorizados no

estadio I, 18 no estadio II e 11 no estadio III, conforme indicado na Tabela 7.
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Tabela 7: Estadiamento dos 47 cdes naturalmente infectados do projeto.

Estadio Descrigao Somatorio escores clinicos N° de caes (%)
I sinais clinicos leves 0-100 18 (38,3%)
II Sinais clinicos moderados 101-200 18 (38,3%)
11 Sinais clinicos graves >200 11 (23,4%)

5.5 Carga parasitaria nos flebotomineos

Analisando a positividade dos “pools” dos flebotomineos por qPCR, encontrou-se
46,8% dos flebotomineos positivos, com distribuicdo semelhante entre os diferentes estadios.
O estadiamento I apresentou 50% dos flebotomineos positivos, o estadiamento II apresentou

44.,4% dos flebotomineos positivos e o estadiamento 111, 45,5% positivos.

Tabela 8: Positividade dos "pools"” de flebotomineos por estadiamento apds se alimentarem em
caes naturalmente infectados.

Estadiamento ositivos % negativos % total
| 9 50 9 50 18
Il 8 44.4 10 55.6 18
1 5 45.5 6 54.5 11

Total 22 46.8 25 53.2 47

*pools de 10 flebotomineos

Ao comparar a carga parasitaria nos flebotomineos em relagdo aos estadiamentos foi
observado diferenca entre os estadios I e III (Figura 18A). Houve uma correlacdao entre o
agravamento clinico e carga parasitaria dos flebotomineos (Figura 18B), onde a correlagdo foi

positiva e moderada entre estes parametros.
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Figura 18: Avaliagdo da carga parasitaria dos “pools” de flebotomineos em relagdo aos estadios
clinicos. (A) Comparagdo da carga parasitaria nos flebotomineos entre os estadios (I, II, III), o eixo X
representa os estadiamentos clinicos. O eixo Y representa a carga parasitaria de L. infantum nos
flebotomineos. As diferencas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas siglas
correspondentes dos respectivos grupos, conforme indicado acima das barras. (B) Correlagdo entre a
carga parasitaria nos flebotomineos e a pontuacdo do escore clinico. O eixo X representa a carga
parasitaria de L. infantum nos flebotomineos. O eixo Y representa a somatoria dos sinais clinicos dos
caes naturalmente infectados. As diferengas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas
pela linha de tendéncia em vermelho e seu valor indicado junto com a for¢a da corregdo (r) em cada
grafico.

5.6 Isolamento de Leishmania sp. em cultivo in vitro

Foi realizada a puncdo de medula 0ssea nos 47 cdes e os aspirados foram mantidos em
meio de cultura, conforme descrito na metodologia. Entre esses caes, foi isolado Leishmania
sp. em 16 amostras (34%). Em 11 das amostras (23,4%), ocorreu contaminag¢do com fungos ou
bactérias, o que inviabilizou o isolamento do parasito. Em 20 amostras (42,6%), ndo foi

detectada a presenca do parasito.

5.7 Avaliacao da carga parasitaria por Imuno-histoquimica (IHQ)

Avaliando a carga parasitaria por IHQ dos diferentes tecidos dos animais naturalmente
infectados, observou-se que os 6rgdos que apresentaram maior porcentagem de carga parasitaria
(CP) alta (+++) foi a pele (10,2%), seguida pelo bago (5,1%) e o linfonodo (3,4%). Em relacao
a porcentagem de cdes com carga parasitaria intermedidria (++), o baco (15,3%) foi o 6rgao
que apresentou maior porcentagem. Em relacdo a porcentagem de cdes com baixa carga

parasitaria (+) em todos os tecidos, a porcentagem foi semelhante. O percentual de caes
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negativos (tecidos que ndo foi visualizado amastigotas) também foi semelhante. Nao houve
diferenca estatistica entre os 6rgaos em relagao a IHQ (Figura 18).
Imunoistoquimica anti-
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Figura 19: Avaliagdo da carga parasitaria na pele (da orelha), bago e linfonodo (popliteo) empregando-
se a metodologia Imuno-histoquimica em cdes naturalmente infectados por L. infantum. O eixo X
representa os diferentes orgdos (baco, pele, linfonodo). O eixo Y representa a porcentagem da carga
parasitaria de L. infantum. As barras em na cor branca representam os resultados negativos (neg.), em
cinza claro representa carga parasitaria baixa (+), em cinza escuro representa a carga parasitaria
intermediaria (++), em preto esta representando a carga parasitaria alta (+++).

Em relagdo a carga parasitaria dos diferentes estadiamentos, de acordo com cada 6rgao
avaliado, na pele o estadio clinico I, 90% das amostras foram negativas, 5% “+”, 5% “++” ¢
nenhum apresentou carga parasitaria alta (+++); no estadio II, 52,4% foram negativos, 28,6%
“+7,9,5 “++7 e 9,5 “+++7; e, em relagdo ao estadio III, 28,6% foram negativos, 35,7% “+”,
7,1% “++7, 28,6% “+++”. Os estadiamentos clinicos II e III apresentaram cdes com cargas
parasitarias mais altas em relagdo ao I (Figura 19).

No baco, o estadio clinico I, 85% das amostras foram negativas, 5% “+7, 5% “++” e
também 5% de carga parasitaria alta (+++); no estadio clinico II, 57% foram negativos, 28,6%
“+7,14,3% “++” e nenhuma amostra apresentou alta CP “+++”. Em relacdo ao estadio clinico
I, 15,4% foram negativos, 30,8% “+”, 38,5% “++7, 15,4% “+++”. Dessa forma houve apenas
diferenca entre os estadios I e III (Figura 19 B).

No Linfonodo o estadio I também apresentou diferenca estatistica em relacao ao estadio

III, sendo que no estadio I, 80% das amostras foram negativas, 15% “+”, 5% “++” e nenhuma
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amostra apresentou carga parasitaria alta (+++), no estadio Il 47,6% foram negativos, 38,1%
“4+7.9,5 “++7 ¢ 4,8 “+++” ¢ em relacao ao estadio 111, 33,3% foram negativos, 25% “+”, 33,3%
“++7, 8,3% “+++”. Neste tecido foi encontrado uma diferenca significativa entre os estadios I

e I (Figura 19C).

A) Imunoistoquimica Anti-Leishmaniada pele B) Imunoistoquimica Anti-Leishmania do bago
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Figura 20: Porcentagem da carga parasitaria na pele (da orelha), baco e linfonodo (popliteo)
empregando-se a Imuno-histoquimica (IHQ) em caes naturalmente infectados por L. infantum por
diferentes estadiamentos (I, 11, III). O grafico “A)” representa a IHQ na pele; o “B)” IHQ no bago; “C)”
IHQ no linfonodo. O eixo X representa os diferentes estadiamentos (I, II, III); o eixo Y representa a
porcentagem da carga parasitaria por categorias (neg., +, ++, ++); a barra na cor branca representa o
tecido em que nao foi encontrado amastigotas de Leishmania (neg.), a barra em cinza mais claro
representa a carga parasitaria discreta (+), a barra cinza mais escuro representa a carga parasitaria
moderada (++), ¢ a barra em preto representa a carga parasitaria intensa (+++). As diferengas estatisticas
(p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas siglas correspondentes dos respectivos grupos do
estadiamento clinico, conforme indicado acima das barras.
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5.8 Avaliacao da carga parasitaria por qPCR

Ao avaliar a carga parasitaria dos diferentes orgaos, considerando todos os caes
infectados por L. infantum, observou-se que houve diferenca apenas em relacao a pele da orelha,
com alta carga (p<0,05) parasitaria em relacdo a medula 6ssea. Entre os demais 6rgaos nao

houve diferenca significativa (Figura 20).
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Figura 21: Avaliagdo da carga parasitaria no bago, pele (da orelha), linfonodo (popliteo) e medula
Ossea empregando-se a metodologia de qPCR em caes naturalmente infectados por L. infantum. O eixo
X representa os diferentes orgdos (bago, pele, linfonodo, medula 6ssea). O eixo Y representa carga
parasitaria de L. infantum (n° de parasitos por [ig do 6rgdo). As diferengas estatisticas (p<0,05), quando
presentes, foram representadas pelas barras conectoras com asterisco.

5.9 Avaliacao da carga parasitaria por diferentes estadios clinicos

Ao comparar a carga parasitaria (CP) nos diversos o0rgaos com os estadios clinicos,
observou-se diferenca na CP da pele (orelha) entre o estadio III e os demais estadios (p < 0,05),
bem como entre o estadio Il em relacdo ao estadio I (p <0,05) (Figura 21 A). No bago, verificou-
se diferenca entre os estadios I e III (p < 0,05), e ndo houve diferenga entre o Il e o III (Figura
21 B). Quanto ao linfonodo (popliteo), houve diferenca na CP entre os estaddios II e III em
relacdo ao estadio I (p < 0,05) (Figura 21 C). Na medula 6ssea, observou-se diferenga entre o
estadio III, com maior carga parasitaria em relacao aos demais estadios (p < 0,05), assim como
entre os estadios II, que apresentou maior intensidade parasitaria (p < 0,05) em relacdo ao

estadio I (Figura 21 D).
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Figura 22: Avaliagdo da carga parasitaria em relag@o aos diferentes estadiamentos (I, I, III) pele (de
orelha; A), no bago (B), linfonodo (popliteo; C) e medula 6ssea (D) empregando-se a metodologia de
gPCR. O eixo x representa os diferentes estadios clinicos (I, II, III). O eixo y representa carga parasitaria
de L. infantum (n° de parasitos por pg de tecido). As diferengas estatisticas (p<0,05), quando presentes,
foram representadas pelas siglas correspondentes dos respectivos grupos, conforme indicado acima das
barras.

5.10 Avaliacdo dos parametros hematolégicos por estadios clinicos

A andlise dos parametros hematoldgicos de acordo com o estadiamento clinico esta
representado pela Figura 22, na qual os intervalos de referéncia (IR), de cada biomarcador,
estao representados por linhas tracejadas nos diferentes graficos. Ao analisar a contagem de
eritrocitos (Figura 22 A), foi observado que os estadios I e II estdo dentro dos IR, mas o estagio
IIT est4 abaixo do limite de referéncia. Além disso, a contagem de eritrdcitos no estagio III foi

significativamente menor (p < 0,05) em comparacao com os estadios I e II (Figura 22 A).
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Quanto aos valores de hemoglobina (Figura 22 B), foi observado que os estadios II e III estao
abaixo dos IR, e houve reducao significativa (p < 0,05) no estadio clinico III em comparagao
aos estadios I e II. A porcentagem do hematderito também foi significativamente menor (p <
0,05) no grupo III em relagdo aos estadios I e II (Figura 22 C). A média dos valores do estadio
III ficou abaixo do IR (Figura 22 C). Os valores do volume corpuscular médio (VCM), em
todos os estadios, permaneceram dentro dos IR, e nao houve diferenca entre eles (Figura 22 D).
Quanto a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), todos os estadios

permaneceram abaixo dos IR, sem diferencas entre eles (Figura 22 E).
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Figura 23: Avaliacdo dos parametros hematologicos da série vermelha em cées categorizados conforme
os trés estadios clinicos. O eixo X representa os diferentes estadios (I, I, III). O eixo Y representa os
parametros hematologicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica intervalo
de referéncia para cada biomarcador avaliado, conforme Kaneko (2022). O painel “A” representa o
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numero de eritrocitos, “B” representa a quantidade de hemoglobina, “C” representa a porcentagem de
Hematocritos, “D” representa Volume Corpuscular Médio (VCM), “E” representa a Concentragao de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). As diferengas estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram
representadas pelas siglas dos grupos correspondentes acima de cada barra.

Ao avaliar o leucograma, foi observado que nenhum dos biomarcadores (leucocitos
totais - A, linfocitos - B, mondcitos - C, eosinodfilos - D, neutrofilos segmentados - E)
apresentaram valores fora do intervalo de referéncia, sem haver diferenca estatistica entre os
diferentes estadios para cada um dos parametros avaliados (Figura 23). Em relacdo a contagem
das plaquetas totais, todos os estadios ficaram abaixo do IR, mas sem haver diferenca entre eles
(Figura 23 F).
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Figura 24: Avaliagdo do leucograma e plaquetograma em cées categorizados conforme os trés estadios
clinicos. O eixo X representa os diferentes estadios (I, II, III). O eixo Y representa os parametros
hematologicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica intervalo de
referéncia para cada biomarcador avaliado. O painel “A” representa o niimero de leucocitos totais, “B”
o namero de linfocitos, “C” representa a numero de monocitos, “D” o niimero de eosindfilos, “E”
representa o niimero de neutrofilos segmentados, e o “F” o ntimero de plaquetas totais. As diferencgas
estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas siglas dos grupos correspondentes
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acima de cada barra.

5.11 Avaliacao dos parametros bioquimicos por estadios clinicos

Ao analisar os biomarcadores bioquimicos (Figura 24), os valores de ureia
apresentaram-se dentro do intervalo de referéncia (IR), sem haver diferenga entre os estadios I,
IT e IIT (Figura 24 A). Em relagdo a creatinina, os valores permanecem dentro dos IR, sem haver
diferenca entre os estadios (Figura 24 B). Os valores de albumina apresentaram-se dentro do IR
apenas para o estadio I, sendo o grupo de caes do estadio III com valores (P < 0,05) menores
em relacdo ao estadio I (Figura 24 C). Os valores de globulina (Figura 24 D) e proteinas totais
(Figura 24 E) permaneceram acima do IR, mas sem haver diferen¢a entre os estadios. A razao
albumina/globulina ndo apresentou diferenga entre os estadios, ¢ os valores médios, para todos

os estadios clinicos, apresentaram-se abaixo do intervalo de referéncia (Figura 24 F).
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Figura 25: Avaliagdo dos pardmetros bioquimicos em cdes categorizados conforme os trés estadios
clinicos. O eixo X representa os diferentes estadios (I, II, III). O eixo Y representa os parametros
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bioquimicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica valores considerados
como referéncia para cada biomarcador avaliado. O painel “A” representa os valores de ureia, “B” os
valores de creatinina, “C” os valores de albumina, “D” os valores de globulina, “E” os valores de
proteinas totais, “F” Razdo albumina/globulina. As diferengas estatisticas (p<0,05), quando presentes,
foram representadas pelas siglas dos grupos correspondentes acima de cada barra.

Em relacao aos parametros bioquimicos enzimaticos (Figura 25), os valores da enzima
alanina aminotransferase (ALT) permaneceram dentro do IR, e houve aumento significativo (p
< 0,05) no estadio III em relagdo aos grupos I e II (Figura 25 A). Ao analisar os valores de
aspartato aminotransferase (AST) foi observado que os valores médios permaneceram dentro
do IR, sem haver diferenga entre os grupos (Figura 25 B). Os niveis da gama glutamil
transferase (GGT) permaneceram abaixo do IR apenas no estadio III, sem haver diferenca entre
os trés grupos de estadiamento (Figura 25 C). A fosfatase alcalina também apresentou os

resultados médios dentro do IR, e ndo houve diferenca entre os trés estadios (Figura 25 D).
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Figura 26: Avaliagdo dos pardmetros bioquimicos enzimaticos em cdes categorizados conforme os
trés estadios clinicos. O eixo X representa os diferentes estadios (I, II, III). O eixo Y representa os
pardmetros bioquimicos avaliados. O intervalo que compreende as linhas pontilhadas indica o intervalo
de referéncia para cada biomarcador avaliado. O painel “A” representa os valores de alanina
aminotransferase (ALT), o “B” os valores de aspartato aminotransferase (AST), “C” os valores de gama
glutamil transferase (GGT), “D” os valores de fosfatase alcalina (FA). As diferencas estatisticas
(p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas siglas dos grupos correspondentes acima de cada
barra.
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5.12 Avaliacio do perfil celular ex vivo por citometria de fluxo

Abaixo estdo representados os valores médios dos perfis celulares avaliados por
imunofenotipagem de leucdcitos circulantes de todos os caes do estudo. Foram observados os
seguintes valores médios + desvio padrio: subpopulagdo de linfocitos T CD5'CD4" (434,9 +
365) e T CD5"CD8" (247,2 + 226,2); linfécitos B CD217 (152,1 + 139); e mondcitos CD14"
(34,84 £ 24,18) (Tabela 8).

Tabela 9:. Estatistica descritiva dos marcadores celulares CD4*, CD8*, CD21* e CD14".

Marcadores N amostral Média Mediana DP
CD4" 36 434.9 368.5 365
CDS8" 33 247.2 165 226.2
CD21" 35 152.1 111 139
CDI14" 32 34.84 27 24.18

Ao analisar cada marcador imunofenotipico (CD4", CD8", CD21" ¢ CDI14") nos
diferentes estadios clinicos (Figura 26), apesar de ndo ter sido observada diferenca para a
subpopulagio de linfocitos T CD4" (Figura 26 A), foi identificada redugio nos niveis linfocitos
T CD8", no grupo do estadio III em relagio ao estadio I (Figura 26 B). No que diz respeito aos
niveis de linfocitos B CD217, houve redugio nos estadios I1 e Il em relagdo ao estadio I (Figura
26 C). em relagdo aos mondcitos CD14", foi verificada redugdo nesta populagido celular no

estadio III em relagdo aos estadios I e II (Figura 26 D).
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Figura 27: Avaliagdo do perfil imunofenotipico ex vivo em leucécitos circulantes de cdes categorizados
conforme os trés estadios clinicos. O Painel “A” representa a subpopulagio de linfocitos T CD5'CD4".
O Painel “B” representa a subpopulagdo de linfocitos T CD5'CD8". O Painel “C” representa a populagdo
de linfocitos B CD21". O Painel “D” representa a populacdo de mondcitos CD14*. As diferengas
estatisticas (p<0,05), quando presentes, foram representadas pelas siglas dos grupos correspondentes

acima de cada barra.
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6 DISCUSSAO

A questao fundamental que esta pesquisa aborda ¢ a busca por biomarcadores preditivos
que possam ser relacionados a correlacdo da infectividade do cdo aos flebotomineos e o
desenvolvimento de um estadiamento que possa prever esta correlagdo. Essa problematica ¢
crucial, pois ndo sabemos quais caes possuem um potencial maior na transmissao da infecgao
ao vetor, ¢ a analise clinica poderia consistir em um marcador epidemioldgico, ou mesmo com
um dos critérios de monitoramento de animais em tratamento. Assim, poderia ser estimado com
maior precisdo a chance de transmissdo a partir de um cdo infectado aos flebotomineos. Neste
sentido, atualmente, com a autoriza¢ao do uso do medicamento Milteforan como tratamento da
LVC, estes biomarcadores e o estadiamento elaborado neste estudo poderao ser utilizados no
monitoramento e progndstico do tratamento, além de estudos de imunoprote¢do de vacinas
contraa LVC.

Foram avaliados diversos tipos de biomarcadores, incluindo as cargas parasitarias de
diferentes Orgdos, a absorbancia da imunoglobulina IgG, parametros hematoldgicos
(hemograma, leucograma, plaquetograma), pardmetros bioquimicos e enzimaticos, e
imunologicos.

Primeiramente foi proposto investigar as possiveis correlagdes entre biomarcadores e o
risco de caes parasitados por L. infantum transmitirem o parasito aos vetores, analisando a carga
parasitaria nos flebotomineos através da qPCR com pelo menos cinco dias apds se alimentarem
em cdes naturalmente infectados através da técnica de xenodiagndstico. A técnica de
xenodiagndstico € extremamente valiosa para avaliar a importincia epidemiologica de caes
infectados com L. infantum. Essa metodologia permite a analise das taxas de alimentacdo e
infeccdo em flebotomineos, fornecendo informag¢des cruciais sobre a potencial capacidade de
transmissao da infeccdo (GUARGA et al., 2000b; MICHALSKY et al., 2007; MOLINA et al.,
1994; SCORZA etal., 2021). Apesar de sua utilidade, ndo € recomendado o uso rotineiro devido
a sua complexidade e a necessidade de um laboratorio especializado com uma coldnia
estabelecida de flebotomineos (DA COSTA-VAL et al., 2007; MAIA; CAMPINO, 2008a)

Foi realizada, entdo, a quantificagdo do DNA de L. infantum em “pools” (10 espécimes)
de flebotomineos ap0s a realizag¢do do procedimento de xenodiagndstico em cada cdo. Ao longo
do estudo foi encontrado uma baixa quantidade de L. infantum nos pools dos vetores. Alguns
estudos extrairam individualmente o DNA de cada flebotomineo e constataram que apenas

cerca de 10% dos flebotomineos conseguiram se infectar ao se alimentarem em caes
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naturalmente infectados (BORJA et al., 2016; COURTENAY et al., 2002b). Essas pesquisas
ajudam a explicar a baixa quantidade encontrada neste estudo, podendo este ser um viés. A
carga parasitaria nos vetores foi avaliada com pelo menos cinco dias apds o xenodiagnostico,
em um estudo anterior Borja et al. (2016) também relatou baixas cargas parasitirias em
flebotomineos apos cinco dias da alimentagdo. Essa condigdo também pode explicar a baixa
carga parasitaria encontrada na maioria das amostras de flebotomineos. Uma possivel maneira
de aprimorar a deteccdo do parasito seria submeter o inseto transmissor a dois repastos
sanguineos. Estudo anterior revelou que essa metodologia resultou em um aumento de até 69
vezes na carga parasitdria para o L. longipalpis infectado com L. infantum e até 125 vezes para
o P. papatasi infectado com L. major (SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA, 2020).
Adicionalmente, observou-se um aumento significativo no numero de metaciclicos dessas
espécies, reproduzindo o comportamento encontrado na natureza, onde os insetos transmissores
se alimentam varias vezes ao longo de suas vidas (SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA, 2020).

Aproximadamente metade dos caes pode infectar os insetos transmissores com
parasitos, sendo 24 (51,06%) de um total de 47 caes submetidos ao xenodiagnostico. Esse
resultado ¢ semelhante ao encontrado por (BORJA et al., 2016).

Ao correlacionar a carga parasitaria nos tecidos com a carga parasitaria nos insetos
transmissores, observou-se uma correlagdo positiva com a pele da orelha, os linfonodos
popliteos e a medula 6ssea, enquanto ndo houve correlacdo com a carga parasitaria no bago. A
correlagdo mais forte, entre os 6rgdos, encontrada foi com a quantidade de parasitos na medula
Ossea. Outros pesquisadores também encontraram resultados semelhantes em relacdo a
correlacdo da CP na pele e a capacidade infecciosa em caes (Borja et al., 2016; De Amorim et
al.,, 2011; Courtenay et al., 2002). Em um estudo com caes tratados com Miltefosina, foi
constatada uma concordancia entre os resultados obtidos por xenodiagnoéstico e qPCR cutaneo,
demonstrando uma redugdo estatisticamente significativa na carga parasitdria na pele e na
capacidade de infectar flebotomineos (DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019). Esses
pesquisadores consideraram uma carga parasitaria elevada na pele do cdo como um forte
indicativo da capacidade infecciosa para quirdpteros (COURTENAY et al., 2014). No entanto,
(FERRO et al., 2001) ndo encontrou nenhuma associacdo entre a positividade da pele e a
infectividade para flebotomineos.

Em um estudo realizado em cdes infectados verticalmente, observou-se uma

concentracdo elevada de parasitos de L. infantum na pele, que foi significativamente maior do
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que a encontrada no sangue e similar aquele presente no tecido esplénico (SCORZA et al.,
2021). Além disso, Borja et al. (2016) e Vercosa et al. (2008) identificaram correlagdes
positivas entre as cargas parasitdrias no sangue dos cdes e aquelas encontradas nos
flebotomineos. Até o momento, ndo foram encontrados estudos que investigaram a relagao entre
a carga parasitaria nos linfonodos ¢ na medula 6ssea e a capacidade infecciosa para os
flebotomineos.

Ao comparar a absorbancia da imunoglobulina IgG total por ELISA com a CP de L.
infantum, nao foi identificado nenhuma correlacdo entre essas varidveis. Por outro lado,
Courtenay et al. (2002) verificaram que tanto a probabilidade de infeccdo quanto a propor¢ao
de flebotomineos infectados estavam positivamente correlacionadas com os niveis de
anticorpos anti-Leishmania. No entanto, em caes monitorados antes e depois da quimioterapia,
ndo foi encontrada nenhuma associa¢do entre infeccdo e titulo de anticorpos por
imunofluorescéncia indireta (ALVAR et al., 1994; GRADONI; GRAMICCIA; MANCIANTI,
1987)

Quanto a correlagao dos parametros hematologicos do hemograma (série vermelha) com
a CP nos flebotomineos, s6 foi encontrado correlagdo nos eritrocitos. Nao houve correlagao
entre essas variaveis nos demais parametros. Na contagem de eritrocitos, observou-se uma
correlacdo negativa, embora fraca. Ao examinar a relacdo entre os pardmetros do leucograma e
plaquetograma com a carga parasitaria nos flebotomineos, identificou-se correlacdes nos
linfécitos, monocitos e eosinofilos. A correlagdo nos linfécitos foi negativa e moderada,
enquanto nos monocitos e eosindfilos, a correlagdo também foi negativa e moderada. Ao
analisar os pardmetros bioquimicos e enzimaticos em relacdo a CP nos flebotomineos,
encontrou-se correlagcdo apenas no parametro de globulina, com uma correlacao positiva e fraca.
Quanto aos parametros enzimaticos, apenas a fosfatase alcalina (FA) apresentou correlagao,
sendo positiva e fraca. Nao foram identificados outros estudos que tenham se proposto a
correlacionar esses pardmetros com a capacidade de infectividade dos flebotomineos apo6s o
xenodiagndstico.

Ao analisar a correlacdo entre os marcadores celulares e a capacidade de parasitismo
(CP) nos flebotomineos, foi observado que apenas que o CD8" apresentou correlagdo negativa
e moderada. Nao foi identificada correla¢cdo com os marcadores CD4", CD21" ¢ CD14". Em
contraste com estes resultados, Courtenay et al. (2002) identificaram correlagao negativa entre

a infectividade e a porcentagem de células CD4" circulantes. Guarga et al. (2000) também
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encontraram uma correlagio inversa entre a porcentagem de células T CD4" e as taxas de
infeccdo em fémeas ingurgitadas de P. perniciosus, destacando a importancia dessas células na
resposta imunologica contra L. infantum em caes. Entretanto, ndo foi observada uma associagao
significativa no caso das células T CDS8".

Ao analisar a correlagdo entre a soma dos sinais clinicos e a capacidade parasitaria (CP)
nos flebotomineos, foi verificada uma correlagao positiva e moderada, destacando-se como a
associagdo mais robusta entre os biomarcadores avaliados e a carga parasitaria nos
flebotomineos. Em consonancia com estes achados, diversos autores também apontaram que a
capacidade de caes infectarem flebotomineos, assim como as taxas de infec¢do desses insetos,
estdo positivamente correlacionadas com a presenga de sinais clinicos em caes infectados
(COURTENAY et al., 2002a; DA COSTA-VAL et al., 2007; FERRO et al., 2001; VERCOSA
et al., 2008). Estudos anteriores de Michalsky et al. (2007) indicaram que caes sintomaticos tém
aproximadamente quatro vezes mais potencial de infectar os vetores da LV do que animais
oligossintomaticos ou assintomaticos. Por outro lado, alguns pesquisadores relatam que nem a
capacidade infecciosa canina nem as taxas de infec¢cdo dos flebotomineos estdo associadas as
manifestagdes clinicas da LVC (BORJA et al., 2016; GUARGA et al., 2000a; MAGALHAES-
JUNIOR et al., 2016; MOLINA et al., 1994). Um estudo conduzido em caes infectados
verticalmente, utilizando o estadiamento da LeishVet, revelou que cdes com doenga leve a
moderada (niveis LeishVet 2—3) foram os mais infecciosos para L. longipalpis em comparacao
com cdes com doencga subclinica (LeishVet nivel 1) ou grave (LeishVet nivel 4) (SCORZA et
al., 2021). Essas discrepancias na literatura podem ser atribuidas a falta de padroniza¢do nos
protocolos de conducdo do xenodiagndstico e a necessidade de critérios de estadiamento mais
padronizados nas condi¢des ambientais a que os cdes e flebotomineos estdo submetidos
(SCORZA et al., 2021).

Ap6s identificar as possiveis associagdes entre os biomarcadores CP da pele, medula e
linfonodo, juntamente com os valores de eritrocitos, linfocitos, mondcitos e eosinofilos, além
das globulinas e fosfatase alcalina, bem como as popula¢des de linfécitos TCD 8, em relagao a
carga parasitaria de L. infantum em L. longipalpis pos-xenodiagnostico, e diante da necessidade
de estabelecer critérios mais padronizados para o estadiamento, bem como a auséncia de um
estadiamento para avaliar a correlacdo da transmissdo do parasito pelo cdo ao vetor, foi
elaborado um novo critério de estadiamento clinico para LVC.

Esse estadiamento baseia-se na correlacdo mais robusta encontrada, considerando a
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somatoria dos sinais clinicos, pois, além de ter sido a correlagdo mais forte, esse parametro ¢
de facil execugdo e baixo custo. Com base nesse estadiamento clinico, seria possivel classificar
os cdes em relacdo ao risco de infec¢do (baixo risco, médio risco e alto risco) para os
flebotomineos. Para comprovar a validade deste novo estadiamento clinico, foram comparados
os diferentes estadios em relacdo aos biomarcadores avaliados nos cdes. Os cdes foram
categorizados nos estadios: estadio I, somatdria dos sinais clinicos dentro do intervalo de 0-
100, sem sinais clinicos ou sinais clinicos leves; estadio II, somatoéria entre 101-200, com sinais
clinicos considerados moderados; estadio III, somatéria > 200, considerado com sinais clinicos
graves. A correlagdo entre o sistema de estadiamento clinico e os dados da carga parasitaria no
xenodiagndstico refor¢a a hipdtese do estudo indicando alto risco dos cdes com maior
agravamento clinico em infectarem flebotomineos com alta carga parasitaria de L. infantum.

Ao comparar a carga parasitaria nos flebotomineos em relagdo aos estadiamentos foi
observado diferenca entre os estadios I e III (Figura 18A), refor¢ando a capacidade dos animais
com maior agravamento clinico resultarem na infec¢do de flebotomineos por L. infantum com
alta carga parasitaria. De fato, ao se avaliar a correlagdo entre o agravamento clinico e carga
parasitaria dos flebotomineos (Figura 18B), ficou evidente a correlagdo positiva e moderada
entre estes parametros reforgando que os animais mais afetados clinicamente sdo capazes de
infectar com alta carga parasitaria os flebotomineos.

Primeiramente avaliou-se a comparagao dos estadios clinicos diante a carga parasitaria
encontrada nos cdes através da Imuno-histoquimica. A Imuno-histoquimica (IHQ) anti-
Leishmania foi utilizada para investigar a carga parasitaria (CP) na pele de orelha, linfonodo
popliteo e baco.

Antes de se comparar com o estadiamento elaborado, foi avaliado, de forma geral, como
cada 6rgdo se comportou em relagcdo a carga parasitaria avaliada pela IHQ. Ao avaliar a carga
parasitaria por IHQ nos diferentes tecidos dos cdes naturalmente infectados, descobriu-se que
a porcentagem de tecidos sem amastigotas foi semelhante, ndo havendo diferenca estatistica
entre os orgaos comparados. Toplu e Aydogan (2011) observaram que apenas a pele nao
apresentou amastigotas no tecido. Quanto a porcentagem de cdes com baixa carga parasitaria,
em todos os tecidos, a porcentagem foi semelhante. Toplu e Aydogan (2011), ao compararem
0s mesmos 0rgaos, constataram que a pele apresentou 20% de CP baixa, o linfonodo apresentou
10% dos cdes com CP baixa, e o baco foi o 6rgdo com a maior frequéncia de CP baixa

encontrada (30%). Em relacdo a frequéncia de cdes com carga parasitaria média, o 6rgao que
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apresentou maior percentagem foi o bago. De acordo com Toplu e Aydogan (2011), eles
encontraram o mesmo nivel de frequéncia de CP média no bago e linfonodo (45%), enquanto a
pele foi o 6rgdo com menor frequéncia (30%) em relagdo a CP baixa. Quanto a carga parasitaria
alta, constatou-se que a pele foi o 6rgdo com maior intensidade parasitaria, seguido pelo baco
e por ultimo o linfonodo. No entanto, Toplu e Aydogan (2011) observaram que a porcentagem
de CP alta foi maior no linfonodo, seguida pela pele e com menor frequéncia no bago.

Na avaliacdo da densidade parasitaria no linfonodo por meio de Imuno-histoquimica
anti-Leishmania, Giunchetti et al. (2008) identificaram uma forte relagdo entre o parasitismo
no linfonodo e na pele. No entanto, apesar dessa correlagdo, apenas o parasitismo na pele estava
associado a maior gravidade de sinais clinicos na LVC. Ao avaliar a pele de 20 cdes com
resultado positivo para PCR, Solano-Galego et al. (2004) constataram que seis cdes nao
apresentaram amastigotas no tecido, cinco animais apresentaram baixa carga parasitaria, cinco
caes tinham carga parasitaria moderada e trés cdes apresentavam alta carga parasitaria.

Com relagdo a carga parasitaria nos diferentes estadios da doenga, considerando o tipo
de 6rgdo, observou-se que, na pele de orelha, o estddio I apresentou a maior frequéncia de
amostras negativas (90%) e nenhuma amostra com alta carga parasitaria. Ja o estadio II teve
cerca de metade das amostras negativas, mas aproximadamente 10% apresentaram média carga
parasitaria e quase 10% apresentaram alta carga parasitaria. O estadio III apresentou a menor
frequéncia de amostras negativas e a maior frequéncia de carga alta (28,6%). Corroborando
com os achados deste estudo, Giunchetti et al. (2006) constataram, ao realizar o teste de THQ
anti-Leishmania, que a porcentagem de animais com carga parasitaria alta na pele era maior no
grupo "sintomatico" do que no grupo "assintomatico". Além disso, estes autores também
encontraram uma maior frequéncia de amostras negativas no grupo assintomatico, além de nao
ter encontrado amostras com carga parasitaria alta neste grupo. No grupo de caes
oligossintomaticos, foi encontrado uma porcentagem de caes com carga baixa e alta semelhante
as relatadas neste trabalho. No grupo sintomatico, assim neste estudo, observaram a maior
frequéncia de carga alta (Giunchetti et al., 2006).

No estudo de Solano-galego et al. (2004), ao examinarem a pele de 20 caes PCR
positivos por meio de IHQ, foi observado que no grupo assintomatico ndo foram encontrados
amastigotas de Leishmania. Em contraste, em 14 dos 20 cdes sintomaticos, foi constatada a
presenca de Leishmania na pele. No entanto, Xavier et al. (2006) ndo encontraram correlacao

entre o estado clinico do animal e o resultado da THQ.
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No linfonodo, o estadio que teve a maior ocorréncia de resultados negativos foi o com
menor comprometimento clinico (estddio I), e nenhuma das amostras apresentaram carga
parasitaria alta. No estadio II, quase metade das amostras foram negativas e, entre as amostras
positivas, a carga parasitaria mais comum foi a baixa. Em relagao ao estadio I1I, observaram-se
as maiores frequéncias de carga parasitaria média e alta. Em geral, foi encontrada diferenca
significativa entre os estadios I e III, com o estddio IIl apresentando uma média de carga
parasitdria mais alta em relag@o ao estadio I.

Resultados semelhantes foram encontrados por Giunchetti et al. (2008), em que foi
observado que o grupo sintomadtico tinha uma frequéncia menor de resultados negativos na
Imuno-histoquimica em comparag¢do com os grupos assintomatico e oligossintomatico.

No bago, no estadio I, 85% das amostras foram negativas, enquanto o restante mostrou
uma carga parasitaria de 5% para cada grau (baixa, média e alta carga parasitaria). Ja no estadio
I, mais da metade das amostras foram negativas e nenhuma delas apresentou uma carga
parasitaria alta. No que diz respeito ao estadio III, no baco, foi o estddio com a menor
porcentagem de amostras negativas (15,4%) e a maior frequéncia de carga parasitaria alta,
sendo significativamente diferente do estadio I.

Embora a andlise do figado ndo tenha sido realizada, ¢ importante destacar que
Giunchetti et al. (2008), observaram, por meio de IHQ, que a frequéncia de parasitismo hepatico
no grupo sintomatico foi maior do que no grupo assintomatico, sugerindo uma possivel relacao
entre a intensidade do parasitismo hepatico e a evolu¢ao das manifestagdes clinicas da LVC.
Xavier et al. (2006) realizaram uma anélise da sensibilidade da IHQ em relacdo a outras
metodologias, constatando que a IHQ apresentou sensibilidade de 62,1%, a PCR de 82,8% e os
exames histopatoldgicos (HE) de 44,8%. Estes dados reforgam que a PCR foi mais eficaz que
a IHQ, enquanto a IHQ se mostrou superior aos exames histopatologicos. E importante ressaltar
que houve uma concordancia significativa entre a PCR e a [HQ, o que sugere que a IHQ pode
ser utilizada como um método alternativo. Toplu e Aydogan (2011) também relacionaram
outras técnicas, como o exame histologico e citologico, com a IHQ, concluindo que a Imuno-
histoquimica foi a técnica mais sensivel e especifica.

No presente estudo foi avaliado também a comparagdo dos estadios clinicos
considerando a quantificacdo da carga parasitaria encontrada nos 6rgaos dos caes através da
gPCR. A selecdo dos 6rgdos para a quantificagdo de L. infantum foi baseada no tropismo do

parasito para 6rgaos linfoides, como medula dssea, linfonodos e baco, tornando-os importantes
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para a detecgdo desse protozoario. Além disso, considerou-se ainda o primeiro sitio de contato
da Leishmania pelos flebotomineos, a pele. Do ponto de vista epidemiologico, ja foi descrito
nas regides endémicas para LVC que hd uma grande populagdo de caes assintomaticos, e que
apesar de ndo demonstrarem clinicamente a presenca da doenga, apresentam-se parasitados,
possibilitando a manutengao do ciclo de transmissao (SOLANO-GALLEGO et al., 2009, 2011).

A analise da carga parasitaria (CP) em diferentes 6rgaos, considerando todos os caes
infectados por L. infantum, revelou diferencas apenas entre a pele da orelha e a medula dssea.
Nos demais 6rgdos, ndo foram observadas diferencas estatisticas. Ferreira et al. (2012)
investigaram a CP por qPCR em amostras de esfregagco conjuntival, medula dssea e pele. As
cargas parasitarias nos esfregacos conjuntivais e na medula dssea ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Entretanto, a carga parasitaria na pele foi estatisticamente
superior as obtidas em outras amostras clinicas, o que confirma os resultados do presente
estudo, onde a CP da pele foi maior que a da medula. Apesar dos esfregagos conjuntivais
exibirem baixa carga parasitaria, eles foram semelhantes as cargas da medula dssea, sugerindo
sua utilidade como recurso auxiliar para o diagnostico molecular da LVC devido a obtengdo
ndo invasiva. Ramos et al. (2013) ndo encontraram diferencas entre as CP da medula, linfonodo
e bago, alinhando-se com os dados deste estudo, no qual nenhum destes trés 6rgaos apresentou
diferencas estatisticas. Em contraste, Reis et al. (2013) identificaram uma carga maior no bago
do que na pele, o que difere deste estudo, que ndo demonstrou diferenga entre as amostras destes
orgaos. Em um estudo realizado por Aschar et al. (2016), avaliando esfregago oral e conjuntival,
sangue e linfonodo, tiveram como resultado uma maior CP encontrada no linfonodo, seguido
pelo esfregaco oral, que foi semelhante ao conjuntival e menor CP no sangue periférico. Caldas
et al. (2020), avaliando a CP da medula, linfonodo e esfregago conjuntival, também ndo
encontraram diferenga entre a CP do linfonodo e da medula 6ssea, mas o esfregaco conjuntival
obteve uma CP inferior, especialmente quando comparado ao linfonodo. Em um estudo
conduzido por Chagas et al. (2021), a CP foi maior na pele em relagdo aos demais tecidos,
enquanto o linfonodo popliteo apresentou uma carga semelhante a da medula Ossea,
corroborando com os resultados do presente estudo e com os encontrados por Ramos et al.
(2013).

Ao se avaliar a carga parasitaria em diferentes grupos clinicos na LVC, Ramos et al.
(2013) observaram correlacdo positiva entre cades sintomdticos e as cargas parasitarias. De

forma semelhante, Ferreira et al. (2012) verificaram que cdes com sinais clinicos da LVC
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exibiram cargas parasitarias aumentadas em esfregacos conjuntivais € medula O6ssea em
comparagdo com caes assintomaticos. Estes achados corroboram com os dados obtidos neste
estudo, demostrando de forma geral que cdes com maior comprometimento clinico possuiram
carga parasitaria maior que caes assintomaticos, ou com sinais clinicos mais discretos.

Aschar et al. (2016) estratificaram os cdes em assintomaticos, oligossintomaticos e
sintomaticos e verificaram que em ambos os tecidos (pele e baco) a CP aumentou com a
progressao da doenga. Aschar et al. (2016) observaram que em caes assintomaticos o esfregaco
conjuntival e oral ndo demonstrou bom desempenho em comparagdo com o grupo sintomatico.
O sangue apresentou resultados equivalentes entre cdes assintomaticos e sintomaticos, porém
com baixa CP. Ja o linfonodo teve a maior positividade, mas também foi mais alta na populacao
sintomdtica em comparag¢ao com a populacdo assintomaticas, o que corrobora com os achados
deste estudo. Caldas et al. (2020) ndo observaram diferengas na carga parasitaria entre caes
assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos, em diferentes 6rgados, corroborando aos
achados de Borja et al. (2016), que nao identificaram diferengas significativas na CP em relacao
as manifestacgoes clinicas de LVC. Estes dados também sdo semelhantes aos de Quaresma et al.
(2009), em que nao foi encontrada diferenga entre cdes sintomaticos e assintomaticos com a
relagdo a CP de diferentes 6rgdos alvo do parasitismo na LVC.

Estes estudos ndo corroboram com os achados do presente estudo, em que em todos os
orgaos apresentaram maior intensidade do parasitismo em pelo menos o estadio III (caes com
manifestagdo de sinais clinicos mais graves) e o estadio I (caes sem sinais clinicos ou com sinais
mais discretos). Chagas et al. (2021) dividiram os cdes com LV em trés grupos por escore
clinico, semelhante ao este estudo, sendo: grupo 1 (sem manifestacdes clinicas); grupo 2,
(manifestagdes clinicas moderadas); e grupo 3 (manifestagdes clinicas intensas). Estes autores
relataram que o grupo 3 apresentaram maior carga parasitaria em diferentes amostras (pele,
linfonodo, medula dssea, esfregaco conjuntival) quando comparados aos animais dos grupos 1
e 2. De fato, estes dados corroboram os achados deste estudo, pois na pele de orelha e medula
ossea o estadiamento I1I apresentou maiores CP em relagdo aos estadiamentos I e II. No entanto,
no linfonodo popliteo e no bago, o estadiamento III apresentou resultados semelhantes da CP
com o estadiamento II. De forma interessante, o presente estudo demonstrou em todos os 6rgaos
avaliados que o estadio III apresentou maior CP em relagdo ao estadio I. Estudos que buscam
analisar a carga parasitaria em cdes em diversas amostras bioldgicas e sob distintas formas

clinicas podem evidenciar algumas limitacdes. Essas restrigdes decorrem da extensa
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diversidade de carga parasitaria entre os animais, o que gera dados consideravelmente
heterogéneos. Esta observagdo foi constatada neste estudo, dado que foi identificado uma
consideravel variabilidade nas cargas parasitdrias, mesmo quando os animais pertenciam ao
mesmo grupo clinico.

Outro biomarcador utilizado incluiu os parametros hematologicos. Muitas doengas sao
inicialmente evidenciadas por uma anormalidade detectada no sangue periférico. Portanto, o
conhecimento das alteragdes hematologicas causadas pela infeccdo por Leishmania pode
auxiliar no seu diagndstico (LOPES et al., 2018). As alteragdes hematologicas na LVC sao
consideradas inespecificas (PALTRINIERI et al., 2016). No entanto, estudos que investigam o
perfil hematoldgico e imunoldgico em cdes naturalmente infectados por L. infantum, com
diferentes perfis clinicos, sdo fundamentais para avaliar biomarcadores relacionados a
patogénese e prognostico da LVC (REIS et al., 2009). Os principais achados na literatura em
relacdo ao hemograma incluem anemia normocitica e normocrémica (CORTESE et al., 2009;
DA COSTA-VAL et al., 2007; FREITAS et al., 2012; KIRAL F. KARGIN et al., 2004;
NICOLATO et al., 2013; REIS et al., 2006, 2009b). No presente estudo, foi observado anemia
em caes em estadio clinico mais avangado, especificamente no estagio I1I, apresentando niveis
de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito abaixo dos valores de referéncia. A anemia no estadio
IIT foi normocitica, com valores de volume corpuscular médio (VCM) dentro da faixa de
referéncia em todos os estadios, mas hipocromica, evidenciada pelos valores de concentragao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) abaixo dos valores de referéncia, intensificando-
se com a gravidade da doenca. Esses achados corroboram com estudos anteriores de Reis et al.
(2006a) e Almeida et al. (2014), os quais verificaram que cdes sintomadticos apresentaram
anemia grave com diminui¢do proeminente no nimero de globulos vermelhos, hemoglobina e
hematocrito em comparag@o com caes assintomaticos e oligossintomaticos. Ribeiro et al. (2013)
verificaram uma associagao significativa entre anemia e a presenca de sinais clinicos. Nicolato
et al. (2013) também associaram a anemia com as alteracdes na hematopoese e parametros
hematologicos, principalmente em caes sintomaticos, enquanto cdes assintomaticos ou nao
infectados mantiveram valores normais de contagem, tanto na medula 6ssea quanto no sangue
periférico, corroborando com achados deste estudo. E provavel que mais de um fator esteja
envolvido na etiologia da anemia, como hemorragia, hemolise, insuficiéncia renal cronica,
hipoplasia ou aplasia da medula d6ssea e diminuicdo da fluidez lipidica da membrana

eritrocitaria (DE LUNA et al., 2000; KOUTINAS; KOUTINAS, 2014; RIBEIRO et al., 2018).
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Embora alteracdes quantitativas ou qualitativas nas populagdes de leucdcitos sejam
menos comuns (PALTRINIERI et al., 2016), alguns estudos indicaram que caes sintomaticos
podem manifestar diminui¢cdo pronunciada nas populagdes de leucédceitos (leucopenia),
associada a eosinofilia, monocitopenia e linfopenia destacada (COURA-VITAL et al., 2011;
DE ALMEIDA LEAL etal., 2014; LOPES et al., 2018; REIS et al., 2006a). Neutrofilia, causada
por uma resposta inflamatoria sistémica, também pode estar presente, sendo especialmente
proeminente em casos com lesdes cutdneas ulcerativas e infec¢do bacteriana secunddria
(KIRAL et al., 2004; NICOLATO et al., 2013). Entretanto, ao analisar os achados deste estudo
no leucograma, foi observado que nenhum dos parametros (leucocitos totais, linfocitos,
monocitos, eosindfilos, neutréfilos segmentados) apresentaram desvio dos valores de
referéncia, ¢ ndo houve diferenca estatistica entre os estadios em cada um dos pardmetros
avaliados. Esses resultados sdo consistentes com os achados de Nicolato et al. (2013), que nao
encontraram diferencas significativas em relagdo aos leucdcitos, granuldcitos e neutrofilos. da
Costa-Val et al. (2007) também nao observaram uma correlagdo entre os valores leucocitarios
e os sinais clinicos na LVC, exceto para linfocitos em caes assintomaticos em comparagdo com
outros grupos. Ulchar et al. (2015) nao encontraram nenhuma alteragdao no leucograma que
poderia ser um indicador relevante para o grau de progressdo clinica em caes sintomaticos e
assintomaticos soropositivos para L. infantum, corroborando aos achados deste estudo.

No que diz respeito a contagem das plaquetas, observou-se que todos os estadios
apresentaram contagens significativamente abaixo dos valores de referéncia, mas ndo houve
diferenca estatistica entre eles. Esse padrdo contrasta com outros estudos nos quais a
trombocitopenia foi observada entre os animais (ALVAR et al., 1994; CTARAMELLA et al.,
1997). Em um estudo conduzido por Lopes et al. (2018), foram observadas contagens
significativamente menores de plaquetas em caes clinicamente afetados em comparagdo com
animais controles e subclinicos.

Segundo Paltrinieri et al. (2016), a trombocitopenia leve a moderada ¢ bastante
frequente em cdes com LVC e sem infecgdes concomitantes. Casos com trombocitopenia
acentuada ocorrem quando hé coinfeccdo com outros patdgenos transmitidos por vetores (por
exemplo, Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum ou A. platys). O mecanismo mais
provavel responsavel pela trombocitopenia na LVC ¢ uma destrui¢do periférica imunomediada
de plaquetas circulantes, pois foram demonstrados anticorpos anti-plaquetas em caes infectados

(CORTESE et al., 2009; TERRAZZANO et al., 2006).
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Os parametros bioquimicos podem ser utilizados para avaliar o estado geral de satde na
LVC. A disproteinemia ¢ considerada uma das alteragdes mais importantes da LVC (RIBEIRO
et al., 2013). O desequilibrio proteico ¢ representado pelo aumento das proteinas séricas totais
(hiperproteinemia), hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, o que também resulta na inversao
da relagao albumina/globulina.

Neste estudo, foi confirmada a presenca de hiperproteinemia, com niveis de proteinas
totais acima dos valores de referéncia, sem diferenca entre os estadios clinicos, corroborando
com (Ribeiro et al. (2013) e Andrade et al. (2014), que observaram que em todas as formas
clinicas os valores de proteinas séricas totais estavam acima dos valores de referéncia. Alves et
al. (2013) e Freitas et al. (2012) também observaram um aumento significativo da
hiperproteinemia em compara¢ao com os caes controle.

Quando analisados os valores de globulina, observou-se que os valores foram superiores
ao IR, mas nd3o houve diferenga entre os grupos em cada fase, apresentando assim
hiperglobulinemia. Giunchetti et al. (2008) verificaram que os niveis de globulina plasmatica
foram maiores nos grupos sintomaticos e oligossintomaticos em comparagao com o grupo nao
infectado. Além disso, a globulina plasmatica aumentou significativamente no grupo
sintomatico em comparacdo com o grupo assintomatico. Alves et al. (2013) e Freitas et al.
(2012) também observaram hiperglobulinemia em relacdo ao controle. Andrade et al. (2014) e
Ulchar et al. (2015) constataram que os valores de globulina foram superiores aos valores de
referéncia.

Todos os valores da albumina observados neste estudo encontraram-se dentro dos IR.
Possivelmente, devido a heterogeneidade dos dados nos grupos dos estadios II e III, ndo foi
possivel identificar valores abaixo dos niveis de referéncia, porém, o estagio III apresentou
valores menores em relagdo ao estagio I. Os valores da albumina apresentaram uma tendéncia
de queda com a gravidade dos sinais clinicos. Diversos estudos apontam que a hipoalbuminemia
¢ um problema regular na LVC (ALMEIDA et al., 203; ALVES et al., 2013; AMUSATEGUI
et al., 2003; DE CASTRO et al., 2004; FREITAS et al., 2012; LOPES et al., 2018; REIS et al.,
2006a; ULCHAR et al., 2015). de Castro et al. (2012) verificaram que o valor médio da
albumina variou entre os grupos analisados, sendo que nos caes sintomaticos manteve-se com
niveis abaixo dos demais, corroborando com os achados deste estudo em que o estadio III
apresentou valores menores em relagdo ao estadio I.

A razao albumina/globulina (A/G) nao apresentou diferenga entre os estadios, apesar de
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haver tendéncia de queda com o agravamento dos sinais clinicos. A razao A/G ficou abaixo do
IR nos estadios clinicos II e III. Lopez et al. (2018) descobriram que caes com sinais subclinicos
e clinicos apresentavam proporc¢des A/G significativamente mais baixas do que caes controle.
Alguns pesquisadores descreveram que uma diminui¢ao na relagdo A/G esta significativamente
associada ao agravamento clinico na LVC (AMUSATEGUI et al., 2003; DE CASTRO et al.,
2004; GIUNCHETTI et al., 2008; HEIDARPOUR et al., 2012; LOPES et al., 2018; REIS et
al., 2006b; RIBEIRO et al., 2013). Giunchetti et al. (2008) observaram uma diminui¢ao
significativa na relagdo A/G nos grupos assintomaticos, oligossintomaticos ¢ sintomaticos em
compara¢cdo com o grupo ndo infectado. Além disso, a relacdo A/G foi menor no grupo
sintomdtico do que no grupo assintomadtico, achado muito semelhante ao encontrado neste
estudo.

Os testes de funcdo hepatica e renal evidenciaram valores de ureia dentro da faixa do IR
e sem diferencas entre os estadios clinicos. Lopez et al. (2018) relataram que cdes do grupo
“clinico” apresentavam concentragdes de ureia significativamente mais baixas do que o grupo
“subclinico”. Neste estudo os autores relataram que embora os valores de ureia fossem
inferiores aos do grupo subclinico, ainda eram considerados normais em comparacdo com a
literatura, corroborando com os dados do presente estudo, em que todos os grupos se
encontraram dentro dos IR. Ribeiro et al. (2013) descreveram valores de ureia acima dos IR
para todos os grupos clinicos (assintomatico, oligossintomatico e sintomatico). Valores mais
elevados de ureia podem ser esperados em cdes em estddios tardios de LVC grave,
especialmente naqueles com alteragdes anatomopatologicas graves que apresentam
insuficiéncia renal cronica (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; ULCHAR et al., 2015).

Em relacdo a creatinina, os valores encontrados neste estudo permaneceram dentro dos
IR, sem haver diferencas entre os estddios. Corroborando a estes achados, Ribeiro et al. (2013)
ndo encontraram alteragdes nos valores de creatinina em todos os diferentes grupos
(assintomatico, oligossintomético e sintomatico). J4 Lopes et al. (2018) observaram que caes
“clinicos” apresentam concentragdes significativamente menores de creatinina em comparagao
com animais “subclinicos” e “controles”. Entretanto, os valores de creatinina apresentaram-se
dentro dos resultados de referéncia de cdes normais, semelhante aos nossos achados.
Heidarpour et al. (2012) wverificaram que a concentragdo de creatinina aumentou
significativamente com o aumento da gravidade dos sinais clinicos. Ulchar et al. (2015) também

constataram que caes sintomaticos apresentavam niveis de creatinina mais elevados em
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comparagao com caes assintomaticos.

A Fosfatase Alcalina (FA) também apresentou resultados dentro dos IR conforme
descrito neste estudo, e ndo foi observada diferenga entre os trés estadios. Esses achados estao
em concordancia com os resultados obtidos por Heidarpour et al. (2012), Castro et al. (2012) e
Ribeiro et al. (2013). Ciaramella et al. (1997) identificaram atividades moderadamente elevadas
da enzima hepatica fosfatase alcalina em apenas 16% dos cdes em seu estudo. Por outro lado,
o estudo conduzido por Ari; Bildik; Ertug (2017) observaram que os niveis de FA foram mais
altos nos caes soropositivos do que nos caes soronegativos. Andrade et al. (2014) constataram
que, em cdes infectados por L. infantum, os niveis de FA foram superiores aos valores de
referéncia. Lopes et al. (2018) encontraram um aumento significativo na atividade da FA em
caes de ambos os grupos clinicos (subclinicos e clinicos) em comparagdo com o0s animais
controle.

Em relacao a enzima Alanina Aminotransferase (ALT), foi observado neste estudo que
os valores estavam dentro do intervalo de referéncia. No entanto, foi identificada uma diferenca
entre os grupos do estadio III em comparagdo com os grupos I e II, exibindo niveis mais
elevados de ALT. De maneira semelhante aos resultados deste estudo, Kiral et al. (2004)
observou elevacdes moderadas, embora ndo significativas, nas atividades séricas de ALT,
mantendo-se dentro dos IR em cdes com LVC. Ribeiro et al. (2013) ndo encontraram valores
médios para ALT fora dos IR, e tampouco observaram diferencas entre os grupos avaliados.
Em contraste, Heidarpour et al. (2012) identificaram um aumento significativo na atividade de
ALT em ca@es do grupo assintomatico em comparacdo com o controle, enquanto o grupo
sintomatico apresentou um aumento significativo em relagdo ao assintomatico e ao controle.
Por outro lado, Lopes et al. (2018) observaram redugdes significativas na ALT em caes
clinicamente afetados em comparagdo com animais controles e subclinicos. No entanto, assim
como em aos achados do presente estudo, os valores de ALT se mantiveram dentro dos
resultados de referéncia para caes normais.

No que diz respeito a outro parametro enzimatico, a Aspartato Aminotransferase (AST),
foi descrito neste estudo que os valores dos estadios I e Il permaneceram dentro do IR, enquanto
o grupo do estddio III permaneceu acima do IR, sem haver diferenca entre os grupos. Esses
resultados podem ser atribuidos ao alto desvio padrao ou ao alto coeficiente de variagdo (CV),
indicando heterogeneidade no grupo. Varios estudos, incluindo este trabalho, ndo relataram

valores para AST fora do IR e nem diferenca entre os grupos clinicos (HEIDARPOUR et al.,
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2012; KIRAL et al., 2004; LOPES et al., 2018; RIBEIRO et al., 2013).

Em relagdo a enzima Gama Glutamil Transferase (GGT), todos os valores
permaneceram dentro do intervalo de referéncia (IR), e, novamente, nio foi observada diferenca
entre os trés estadios clinicos avaliados. Poucos estudos abordam a GGT, e, assim como em
nossa pesquisa, também ndo relataram alteragdes na GGT entre os grupos clinicos, com o0s
valores médios dentro dos limites normais (HEIDARPOUR et al., 2012; KIRAL et al., 2004).

As alteragdes hematoldgicas e bioquimicas, tais como anemia, leucopenia,
trombocitopenia, hipoalbuminemia, e elevacdes de ALT, AST e FA, identificadas na LVC,
também podem ser presentes em pelo menos uma das infecgdes por hemoparasitos, como
Anaplasma, Ehrlichia e Babesia (ALBERNAZ et al., 2007, DE HOLANDA et al., 2019;
HARRUS et al., 1999; SASANELLI et al., 2009; SILVEIRA et al., 2015), ou em coinfecgoes
dessas doencas (Otranto et al., 2009; Sasanelli et al., 2009). Dessa forma, a existéncia de
coinfecgdes pode ter influenciado nos marcadores analisados, uma vez que os animais
analisados eram provenientes da area endémica. Importante ressaltar que uma das principais
limitagdes deste estudo ¢ a falta de informagdes sobre coinfec¢des por Anaplasma platys,
Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis ¢ Hepatozoon canis, sendo necessario interpretar os
resultados com cautela.

A andlise da resposta imunologica com base no perfil das populagdes de células
imunoldgicas no sangue periférico e de citocinas relacionado a resisténcia ou susceptibilidade
em cdes com LVC desempenha um papel relevante no monitoramento clinico da progressao da
doenca (DE ALMEIDA LEAL et al., 2014; GIUNCHETTI et al., 2019; REIS et al., 2010b). A
citometria de fluxo ¢ a metodologia atualmente empregada para explorar novas associacdes de
biomarcadores com resisténcia ou susceptibilidade de doengas com foco na resposta imune (DE
ALMEIDA LEAL et al., 2014; GIUNCHETTI et al., 2019; REIS et al., 2009b, 2010). Assim,
foi analisado o perfil das populagdes de células descritas na literatura como sendo de maior
importancia na resposta imunologica a LVC, tais como linfocitos T CD5'CD4", T CD5'CD8",
linfocitos B CD21" e mondcitos CD14" (DE ALMEIDA LEAL et al., 2014; GIUNCHETTI et
al., 2019; LEITE et al., 2023; REIS et al., 2009b, 2010).

Com relagdo aos linfocitos T, especialmente as subpopulagdes de linfocitos T CD4" e T
CDS8", observou-se que ndo houve diferenga no marcador CD4" entre os estadios clinicos.
Provavelmente isto ocorreu devido a heterogeneidade dos dados obtidos, resultando em um

desvio padrio elevado nos estadios II e III, apesar de uma tendéncia de queda de CD4" ter sido



88

observada nestes estadios clinicos. Em relagdo a subpopula¢do de linfocitos T CDS8", foi
encontrada diferenca entre o estadio III e I, com valores menores no estadio III. Aumento nos
niveis e estimulag¢do dos linfocitos T, especialmente das subpopulagdes de linfocitos T CD4 e
T CDS, associada a predominancia de citocinas inflamatdrias como IFN-y, IL-2, IL-12 ¢ TNF-
a, t€m sido associados a um perfil de resisténcia a LVC (GIUNCHETTI et al., 2019;
GONCALVES et al., 2019; LEITE et al., 2023). Reis et al. (2006b) observaram que as
contagens de células T CD4" eram mais altas nos cdes assintomaticos quando comparados aos
cies sintomaticos. Por outro lado, foram documentados valores elevados de células CD8" em
cdes assintomaticos e oligossintomaticos em compara¢do com 0s controles e os sintomaticos.
Resultados semelhantes foram demonstrados em caes com alto parasitismo, mostrando nimeros
mais baixos de células T e nas subpopulagdes de células T (CD4" e CD8") (REIS et al., 2009b,
2010). Coura-Vital et al. (2011) encontraram altas frequéncias de linfocitos T CD4" tanto no
grupo de caes assintomaticos I (sorologia negativa e resultados moleculares positivos) quanto
no assintomaticos II (com sorologia positiva e resultados moleculares positivos) quando
comparados ao grupo de controle. Por outro lado, os niveis de células T CD8" foram maiores
apenas no grupo assintomatico Il em comparagdo com o grupo controle. De Almeida Leal et al.
(2014) também constataram que os animais do grupo assintomatico II e sintomatico
apresentaram valores absolutos significativamente menores de linfocitos T e suas
subpopulagdes (CD4" ¢ CD8") em relagdo aos grupos controle e assintomatico I, além de
observarem uma correlagdo negativa com o estado clinico.

Alguns pesquisadores associaram o nivel de células T CD8" com a protegdo durante a
LVC assintomatica em caes com baixo parasitismo tecidual e/ou em caes vacinados com LBSap
(-VITAL etal., 2011; GIUNCHETTT et al., 2007, GUERRA et al., 2009; PINELLI et al., 1994;
REIS et al., 2006b). de Almeida Leal et al. (2014) também indicou que as células T CD8" atuam
na resposta imunoldgica por mecanismos citotoxicos, contribuindo para a protecdo durante a
fase inicial das infec¢des.

Ja (REIS et al., 2009b) sugeriram que a presenca continua de células T (tanto CD4"
quanto CD8") nos grupos assintomaticos e com baixo parasitismo pode ser resultado da intensa
atividade do sistema imunoldgico do hospedeiro que realiza a apresentagdo de antigenos e
elimina parasitos dos locais afetados. Niveis elevados de linfocitos T CD8" parecem ser a
principal caracteristica fenotipica da doenca assintomatica (REIS et al., 2009b). Além disso, de

Almeida Leal et al. (2014) também mencionaram que as células T CD8" exercem o papel de
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mediadoras na resposta imunologica por meio de mecanismos citotoxicos que auxiliam na
protecao durante a fase inicial das infecgdes.

Neste estudo, também foi avaliado o perfil celular dos linfocitos B (CD217), observando
diferenga nos valores entre os estadios III e IT em comparag¢ao com o estadio I. Os estadios Il e
III apresentaram valores mais baixos em comparagdo ao I. Esses resultados sdo consistentes
com outros estudos (COURA-VITAL et al., 2011; DE ALMEIDA LEAL et al., 2014; REIS et
al., 2006b, 2009b, 2010). Além disso, Reis et al. (2006b) relataram niimeros absolutos mais
baixos em cdes sintomaticos em relagdo aos grupos controle e assintomatico. Resultados
semelhantes foram encontrados em cdes com alto parasitismo, mostrando contagens mais
baixas de células B CD21" (REIS et al., 2009b, 2010). Por outro lado, Coura-Vital et al. (2011)
verificaram um aumento nos linfocitos B CD21" do grupo de cies assintomaticos 11, mas uma
diminui¢do nos cades sintomaticos. No estudo conduzido por de Almeida et al. (2014), foi
observado que os cdes dos grupos assintomatico Il e sintomatico apresentaram uma reducdo nas
contagens de linfocitos B (CD217) em comparagdo ao grupo assintomatico I e ao grupo
controle. Além disso, os pesquisadores também identificaram uma correlagao negativa entre o
numero de linfocitos B e os grupos clinicos. Outros estudos relataram resultados semelhantes,
principalmente em cdes sintomaticos, o que sugere que a diminuigdo dos linfécitos B CD21"
pode ser um marcador de susceptibilidade e/ou de grave infec¢do por LVC (BOURDOISEAU;
MARCHAL; MAGNOL, 1997; COURA-VITAL et al., 2011). Alguns autores sugerem que,
em relagdo a progressdo natural da LVC, a redugdo dos linfocitos B CD21" pode estar
relacionada ao aumento da carga parasitaria na medula dssea e a gravidade dos sinais clinicos
desta doengca (AGUIAR-SOARES et al., 2020; REIS et al., 2006a).

Em relagdo aos mondcitos (CD14), foi observado, no presente estudo, uma diminui¢do
nos valores no estadio III em comparagdo aos estadios I e II. Resultados semelhantes foram
encontrados por Coura-Vital et al. (2011), nos quais foi constatado que o grupo assintomatico
I € o grupo controle apresentaram uma frequéncia maior de mondcitos CD14" em comparagio
ao grupo assintomatico II e sintomatico. Isso indica que quantidades mais altas de mondcitos
CDI14" no grupo assintomatico I podem ter um papel significativo no controle da carga
parasitaria nos tecidos e no desenvolvimento de mecanismos de resisténcia durante a LVC.

Outros estudos também revelaram que grupos sintomaticos mostraram uma diminui¢ao
nos monocitos CD14" circulantes (GIUNCHETTI et al., 2006; REIS et al., 2006b). Resultados

parecidos foram observados em caes com alto nivel de parasitos, os quais apresentaram uma
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reducdo nas contagens de monocitos CD14" (REIS et al., 2006b, 2009, 2010). Essa observagio
sugere que contagens mais elevadas de mondcitos CD14" no grupo assintomatico I podem
desempenhar um papel importante no controle da carga parasitaria e na criagdo de mecanismos
de resisténcia durante o desenvolvimento da LVC. No entanto, de Almeida Leal et al. (2014)
ndo identificaram diferengas significativas nos monocitos CD14" ao comparar todos os grupos.
Contudo, uma correlagao negativa foi encontrada entre o nimero de mondcitos € 0s grupos

clinicos.
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7 CONCLUSOES

Diante da analise abrangente dos biomarcadores em relagao a carga parasitaria (CP) de
Leishmania infantum nos flebotomineos alimentados em caes naturalmente infectados, pode-se
concluir que:

(1) A correlagdo positiva na pele, linfonodo e medula entre a CP nos tecidos ¢ a CP nos
flebotomineos destaca a importancia desses 6rgaos na manutengao e possivel transmissao da
infecgao.

(i1)) Os parametros hematologicos, especialmente os eritrocitos, e os marcadores
celulares, como os linfocitos T CD8", revelaram correlagdes significativas com a CP nos
flebotomineos.

(ii1) O estadiamento clinico elaborado nesse trabalho revelou-se uma ferramenta util
para indicar alto risco dos cdes com maior agravamento clinico em infectarem flebotomineos

com alta carga parasitaria de L. infantum.
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ANEXO 1: CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
8/2022

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMPROVANTE

Comprovamos o recebimento da solicitagdo de uso de animais para o projeto intitulado "Avaliagao de biomarcadores
preditivos e de monitoramento da leishmaniose visceral em cées naturalmente infectados de municipios da regido
Norte de Minas Gerais.”, protocolo do CEUA: 8/2022 sob a responsabilidade de Rodolfo Cordeiro Giunchetti que
envolve a produgio, manutengio e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordalta, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino).

Belo Horizonte, 01/06/2022.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il = 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg br/bioetica/ceua - cetea@prpqg.ufmg.br



ANEXO 2: TABELA DE SINAIS CLINICOS
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Sinais clinicos, pontuacao da gravidade e o peso atribuido para cada sinal clinico para a elaboragdo do

estadiamento.

Sinais clinicos/cao

Gravidade

dos sinais clinicos

Peso atribuido

Linfadenopatia popliteo
Linfadenopatia pré-escapular
Linfadenopatia submandibular
Linfadenopatia generalizada
Emagrecimento

Palidez das mucosas

Vasculite de ponde de cauda
Vasculite ponta de orelha
Epistaxe

Dermatite Periocular
Dermatite na cauda

Ulceragao na cauda

Dermatite na orelha

Ulceracao na orelha

Dermatite no espelho nasal
Ulceragao no espelho nasal
Dermatite nas patas

Ulceragao nas patas

Dermatite nas regides articulares
Ulceragao nas regides articulares
Dermatite mucocutinea
Ulceragdo mucocutanea
Furfuracea localizada
Furfurdcea generalizada
Dermatite nodular

Dermatite papular

Dermatite pustular

0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
0-5
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Blefarites

Conjuntivite
Ceratoconjuntivite comum
Ceratoconjuntivite seca
Uveite

Lesao oral

Lesao genital

Atrofia no muasculo masseter
Poliartrite

Edema de pata
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ANEXO 3: TERMO DE DOACAO TERMO DE DOACAO

Eu, , nacionalidade ,
CPF , RG , idade  , estado civil ,
profissao ,
endereco , estou DOANDO meu(s)

animal(ais) ou PARTES DELE (informar qual) para o pesquisador Rodolfo Cordeiro Giunchetti
podendo o mesmo utilizar para o projeto “Avaliacdo de biomarcadores preditivos e de
monitoramento da leishmaniose visceral em caes naturalmente infectados de municipios da
regido Norte de Minas Gerais”.

Porteirinha, MG, de de 2022.

Tutor/Responsavel

Pesquisador Principal





