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AVALIACAO DO PERFIL HUMORAL DE CAES VACINADOS COM LEI,SHMUNE®
E DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS PROCEDENTES DE AREA
ENDEMICA DE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

RESUMO

A leishmaniose visceral ¢ uma doenca grave, sendo fatal quando nao tratada. O cdo representa o
principal reservatorio da doenga em ambiente urbano e periurbano. A Leishmune® ¢ uma vacina
de segunda geracdo que utiliza a subunidade fucose-manose ligante (FML). Inquéritos
soroepidemioldgicos visam a detec¢do de cdes soropositivos. Considerando a similaridade de
soroconversdo de cdes vacinados com a de cdes naturalmente infectados, o estudo do perfil
imune humoral de 30 cdes vacinados e 30 cles naturalmente infectados foi feito através do
ELISA empregando o antigeno soluvel de Leishmania (ASL) e a subunidade FML, para a [gGT
e subclasses IgGl e IgG2. Avaliagdo clinica e parasitologica, utilizando PCR de sangue
estocado em papel filtro ¢ imunoistoquimica, foi feita. Os resultados evidenciaram que dos 30
cdes vacinados, 25 (83,3%) ndo apresentaram sinais clinicos compativeis com a infecgao.
Houve diferenca estatistica significativa entre as médias dos valores de absorbancia dos cées
vacinados e naturalmente infectados considerando a ELISA-FML para a IgGT e subclasse 1gG2
¢ ELISA-ASL considerando a IgG1. Quando da avalia¢do do perfil de IgGl ¢ IgG2, em um
mesmo grupo de caes, observou-se que tanto os caes vacinados quanto os cdes portadores
apresentaram IgG2 superior em relagdo a IgGl, a exceg¢do dos cdes vacinados na ELISA-FML
cujas médias foram equivalentes. A relagdo IgG1/IgG2 foi inferior a um em todos os grupos.
Todos os 30 cées vacinados apresentaram resultado negativo na avaliacdo pela PCR, da mesma
forma que os 19 cdes que foram avaliados pela imunoistoquimica. Portanto, observou-se
diferenca entre as médias de densidade 6tica dos cdes vacinados e caes naturalmente infectados,
para todas as imunoglobulinas avaliadas. Desta forma, estes resultados sugerem que o tipo de
antigeno empregado altera a percepcdo de determinada imunoglobulina e que ampliagdo da
populagdo avaliada deve ser feita para estabelecimento de um possivel ponto de corte.

Palavra chave: leishmaniose visceral canina, vacina Leishmune®, resposta imune humoral.
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EVALUATION OF HUMORAL IMMUNE PROFILE OF DOGS VACCINATED WITH
LEISHMUNE® AND DOGS NATURALY INFECTED RESIDENT IN ENDEMIC AREA
OF CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a serious illness, being fatal when not treated. The dog represents the
main reservoir of the illness in urban and peri urban environment. The Leishmune® is a second
generation vaccine that uses subunit Fucose Manose Ligant (FML). Soroepidemiological
inquiries aim the detention of soropositive dogs. Considering the similarity between the
seroconvertion of vaccinated and these of infected dogs the study of the humoral immune
profile of 30 vaccinated and 30 naturally infected dogs was performed through enzyme linked
immunossorband assay (ELISA) using the soluble antigen of Leishmania chagasi (ASL) and
subunit FML, for the IgGT and subclasses IgGl and IgG2. Clinical evaluation and
parasitological assessment, using PCR of blood spotted in filter paper and ear skin
immunohistochemical profile were also done. The results evidenced that of the 30 vaccinated
dogs, 83.3% (25) presented none compatible signals the infection and all of them presented
statistical significant difference of the values of absorbency when compared with natural
infected dogs considering the ELISA-FML for the IgGT and IgG2 subclass and for ELISA-ASL
considering the IgG1. The evaluation of the IgG1 and IgG2 profiles for every studied animal
showed superior optical density for the former subclass, with the exception of the dogs
vaccinated in the ELISA-FML, whose averages were equivalents. The IgG1/IgG2 relation it was
inferior to one in all the groups. The vaccinated dogs presented negative results in the PCR
evaluation as well as and 19 of them in the ear skin immunohistochemical search. So, different
optical density averages of the vaccinated and natural infected dogs, for all the
immunoglobulins were observed. However, the results suggest that the type of antigen
employed modifies the perception of the immunoglobulin, and that enlargement of the evaluated
population must be done for establishment of a possible cut of point.

Keywords: canine visceral leishmaniasis, Leishmune® vaccine, humoral immune profile.
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1 INTRODUCAO

Segundo Lainson e Shaw (1987), os
parasitos do género Leishmania (Ross,
1903) sdo flagelados da  Familia
Trypanosomatidae (Doflein, 1901;
Woodcock, 1906), Ordem Kinetoplastida
(Honigberg, 1963; Vickerman, 1976) e Filo
Protozoa.

Em pacientes humanos as leishmanioses
caracterizam-se por ser um grupo de
doengas causadas por mais de 20 diferentes
espécies do género Leishmania. De acordo
com o quadro clinico apresentado e com a
espécie infectante, podem ser classificadas
em: leishmaniose cutanea (LO),
mucocutdnea (LMC) e visceral (LV),
também conhecida como calazar (WHO,
2006"). A LC se caracteriza pela presenga
de formagdes ulcerativas na pele que variam
em namero sendo, usualmente
autolimitantes; quando o sistema imune nao
se mostra capaz de combater a doenca
efetivamente pode ocorrer a disseminagdo
destas lesdes pelo corpo, assinalando a LC
difusa. Uma condi¢do que pode surgir
posteriormente & LC é a LMC, a qual se
caracteriza pela destruicido de membranas
mucosas na regido nasofaringeal. A LV ¢ a
forma mais grave, sistémica, sendo letal
quando ndo tratada. Eventualmente pode
ocorrer uma condigdo caracterizada pela
presenga de nddulo na pele, sendo
denominada dermatite pos-calazar (WHO,
2006).

As leishmanioses constituem um grave
problema de Satde Publica, com
prevaléncia global estimada em 12 milhdes
de casos e incidéncia anual de 1,5-2,0
milhGes de casos, sendo 1,0 a 1,5 milhdes
de LC e 500.000 de LV (Desjeux, 1996).
Segundo Nieto et al. (1999) um tergo da
populagdo mundial reside em areas
endémicas.

No contexto mundial a LV'é observada em
algumas regides da India, Bengala
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Ocidental e extremo sul; norte da China e
Indochina. Na FEuropa aparece muito
disseminada no sul da Russia e em todo o
litoral do Mediterrdneo, com focos
endémicos importantes na Grécia, sul da
Italia, Franga e Espanha. Na Africa a
moléstia ocorre ao norte, na Regido do
Mediterraneo, em Marrocos e na Argélia e
também ao sul em paises como Suddo e
Quénia. Nas Américas tem sido assinalada
nos seguintes paises: Brasil, Paraguai,
Argentina, Bolivia, Venezuela, Colombia,
Peru, Guatemala e¢ Meéxico (FIOCRUZ,
1997).

A emergéncia da LV como um problema de
Saude Publica, se atribui principalmente a
fatores demograficos e ecologicos (Desjeux,
2002). No Brasil, observa-se nitido processo
de transi¢do epidemiologica da doenga, com
incidéncia crescente nos ultimos anos nas
areas onde ocorria tradicionalmente,
expansdo geografica para os Estados ao sul
do pais e também um franco processo de
urbanizacdo em cidades localizadas em
regides distintas como o Nordeste e o
Sudeste (Alves e Bevilacqua, 2004). Em
revisdo de literatura, Lainson e Rangel
(2005) citam que a distribui¢cdo da LV no
Brasil inclui os Estados de Alagoas, Bahia,
Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo,
Goias, Maranhao, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Norte, Roraima, Sergipe, S&o
Paulo e Tocantins. Tem-se registrado no
Brasil, em média, 3.500 casos por ano. O
coeficiente de incidéncia da doenca tem
alcancado 20,4 casos/100.000 habitantes em
algumas localidades de Estados nordestinos
como Piaui, Maranhdo ¢ Bahia. As taxas de
letalidade, de acordo com os registros
oficiais, chegam a 10% em alguns locais
(Ministério da Satde, 2006). A Regido
Metropolitana de Belo Horizonte tem
sofrido expansdo da LV causada por L.
chagasi, com crescente numero de casos
humanos e caninos, introduzida a partir de



um municipio vizinho, desde 1992
(Michalick et al., 1993).

Visando o controle da LV a Organizagdo
Mundial de Saide (OMS) recomenda a
eutanasia dos cdes soropositivos, associada
ao tratamento dos casos humanos e combate
ao vetor, embora reconheca as limitagdes do
primeiro procedimento (WHO, 1990). O
controle do c@o portador de LV no Brasil,
segundo Barbiéri (2006) esta atualmente
fundamentado no tratamento e eutanasia. O
tratamento tem demonstrado baixa eficacia
com as drogas utilizadas em humanos,
enquanto a eutandsia ¢ pouco aceita por
razdes éticas e sociais. Considerando que as
medidas de controle centradas no cdo tém se
mostrado inconsistentes, o desenvolvimento
de vacinas contra a LV tem sido prioridade
e considerado como urgente pela OMS (Da
Silva et al., 2001; Barbieri, 2006).

2 LITERATURA CONSULTADA

2.1 Ciclo biolégico da leishmaniose
visceral

A Leishmania (Leishmania) donovani é o
agente etiologico da LV na India, Paquisto,
China Oriental, Bangladesh, Nepal, Sudio ¢
Quénia; a L. (L.) infantum na Regido do
Mediterraneo e L. (L.) chagasi no Novo
Mundo (Guerin et al, 2002). As duas
ultimas espécies sdo consideradas co-
especificas, dentro do complexo L. (L.)
donovani, segundo estudos atuais utilizando
técnicas  bioquimicas e  moleculares
(Mauricio et al., 1999).

No Brasil, a LV ¢ transmitida pela picada de
fémeas de dipteros da familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae da espécie
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis. As
fémeas destes flebotomineos, assim como
outros dipteros hematdfagos, possuem um
carater oportunista e por ocasido de seu
repasto sanguineo uma ampla variedade de
vertebrados faz parte de sua alimentagédo no

ambiente antrdpico. A presenca
peridomiciliar de animais domésticos e
sinantrépicos possui uma grande
importdncia na  manutengdo da L.
longipalpis (Desjeux, 2002; Dias et al.,
2003). Na epidemiologia da leishmaniose
visceral, o cdo (Canis familiares) constitui o
principal  reservatério  doméstico  do
parasito, o que lhe confere potencial
importdncia na manutengdo da LV no
ambiente domiciliar (Deane € Deane, 1962).

A L. chagasi ¢ um parasito digenético e a
infeccdo da fémea de L. longipalpis ocorre
pela ingestdo de formas amastigotas do
parasito, existentes no citoplasma de células
do sistema  fagocitico  mononuclear
presentes na derme do hospedeiro infectado
e componentes do repasto sanguineo. No
intestino médio do flebotomo as formas
amastigotas transformam-se em
promastigotas, formas moveis que se
aderem ao epitélio do tubo digestivo,
iniciando entdo o processo de multiplicagdo,
com migragdo para o intestino anterior e
diferenciagdo para as formas promastigotas
metaciclicas, infectantes, que invadem a
faringe do inseto. As fémeas se tornam
infectantes trés a quatro dias apds o repasto
sanguineo. Em nova alimentacédo, as formas
promastigotas metaciclicas infectantes sdo
depositas na derme do préximo hospedeiro,
junto a saliva do inseto. As formas
promastigotas sdo internalizadas  por
macrofagos e se transformam em formas
imoveis, as amastigotas, que se multiplicam
até que ocorra o rompimento da célula
parasitada, com posterior infecgdo de novas
células do sistema fagocitico mononuclear
(Lainson e Rangel, 2005).

2.2 Leishmaniose visceral canina

Segundo Alvar et al. (2004) e Grima (2005),
o periodo de incubacdo e a apresentacdo
clinica da leishmaniose visceral canina
(LVC) variam intensamente nos animais
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acometidos, partindo de total auséncia de
sinais até graves sintomas clinicos. Na
LVC, assim como em outras doengas
parasitarias, fatores especificos dependentes
do hospedeiro e do parasito determinam o
desenvolvimento dos mecanismos
patogénicos da doenga, das lesGes e, em
ultima analise, dos sinais dos animais
acometidos. Tais processos patogénicos t€m
como fator comum a presenga do parasito e
como fator de distingdo as reacdes
organicas, sejam elas de resposta imune ou
ndo, de efetividade e intensidade distintas
(Ezquerra, 2001). Desta forma, apds a
inoculacdo de formas promastigotas na pele
pelo inseto vetor, a resposta imune que
ocorre no hospedeiro modula a apresentagao
clinica da afec¢do (Gama et al., 2004).

Pesquisas afirmam que a maior parte dos
cdes infectados pela L. chagasi sio
susceptiveis e acabam por desenvolver a
doenca patente, enquanto uma pequena
porcentagem se mostra resistente
compreendendo um grupo em que ndao ha
manifestagdo dos sinais ou, caso ocorra, ha
espontanea remissdo destes. A apresentagdo
mais evidente da doenca nos cdes é a
leishmaniose viscero-cutdnea, onde se
observam alteragbes do tegumento, renais,
hepaticas e oculares (Nieto et al., 1992;
Garcia-Alonso et al., 1996).

Avaliando o quadro clinico-patoldgico de
caes natural e experimentalmente infectados
por L. infantum, Martinez-Moreno et al.
(1995) observaram que os sinais clinicos
encontrados no grupo experimentalmente
infectado consistiam em perda de peso,
apatia, discreta linfoadenopatia, alopecia na
face e extremidades; ao passo que, no grupo
naturalmente infectado além dos achados
anteriores foram observados outros como
astenia, lesOes ulcerativas, onicogrifose,
conjuntivite e rinite. Nos dois grupos, a
Leishmania foi isolada e identificada
através de exames microscopicos de
fragmentos retirados do bago, linfonodos,
figado, rins, pele e sistema reprodutivo.
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Tendo como objetivo também o
acompanhamento da evolugdo clinico-
patologica da LVC, Nieto et al. (1999)
avaliaram quatro caes infectados
experimentalmente em um periodo de 343
dias. Os dados revelaram que aos 75 dias
apo6s a infecgdo formas amastigotas podiam
ser observadas nos linfonodos popliteos de
todos os animais infectados, sendo que, o
primeiro sintoma observado em todos foi
linfoadenomegalia destes. Em um cdo a
infeccdo se manifestou de forma latente
com presenca de dermatite e onicogrifose.
Dois animais desenvolveram a forma
patente ou sintomatica da LVC, ou seja,
perda de peso, adenopatia, onicogrifose e
dermatite esfoliativa e ulcerativa na cauda,
orelhas e extremidades. Inversamente, em
um cdo houve remissdo dos sintomas aos
200 dias, com subseqiiente citologia
negativa de aspirado de linfonodo.

O periodo inicial da infecgdo, geralmente
cursa como uma sindrome  geral
inespecifica, que pode passar despercebida,
sendo caracterizada por discreta perda de
peso, apatia e ocasionalmente episodios de
febre (Grima, 2005). Os sinais posteriores
mais evidentes sdo lesdes de pele, com
alopecia e intensa descamagdo seca, ndo
pruriginosa ¢ usualmente aparecendo na
cabega e se estendendo por todo o corpo;
onicogrifose; perda de peso progressiva
muitas vezes acompanhada de anorexia;
linfoadenopatia local ou generalizada;
lesdes  oculares, como blefarite e
ceratoconjuntivite  bilaterais;  epistaxe;
anemia; faléncia renal, em conseqliéncia a
deposi¢do de imunocomplexos e diarréia,
onde exames endoscopicos e espécimes
para bidpsia evidenciaram colite ulcerativa
e inflamagdo granulomatosa da mucosa
intestinal (Genaro, 1993; Ferrer, 1999;
Grima, 2005).

2.3 Resposta imune

A resposta imune contra antigenos de
natureza protéica, como as formas de



Leishmania, é regulada, em grande parte,
por células T CD4+ ou linfocitos T
auxiliares (Th) que tém a capacidade de
produzir uma grande variedade de citocinas
em resposta a estes antigenos (London et
al., 1998).

Pesquisas anteriores demonstraram que
clones de células T CD4+, em modelo
murino, poderiam ser divididos em dois
subtipos, fundamentados no perfil de
citocinas secretadas em resposta a um
antigeno. O subtipo de células T,
denominado de Th-1, secretava
principalmente interleucina (IL)-2,
interferon (IFN)-y, fator de necrose tumoral
(FNT)-a e linfotoxina (LT); enquanto o
subtipo Th-2 secretava IL-4, IL-5, IL-6 ¢
IL-13 (Mosmann et al., 1986; Fiorentino et
al., 1989).

Segundo Abbas et al. (2002), o IFN-y
constitui a principal citocina do subtipo Th-
1 que atua na ativagdo e incremento da
atividade microbicida de macrofagos e
estimula a producdo de IgG fixadora de
complemento. Além disso, as citocinas
produzidas por esta populagdo celular
promovem a diferenciagdo de linfocitos T
CDB8+ em células citotoxicas e a ativacdo de
neutrofilos e células “natural killer”. As
citocinas produzidas pela populacdo Th-1
estimulam ainda, a fagocitose de
microorganismos ¢ eliminacdo de patégenos
intracelulares (London et al., 1998).

Em estudo realizado por Jaffe (1999), para
se verificar o perfil da resposta imunoldgica
na LV em modelo murino, observou-se que
0s animais apresentavam cura quando
desenvolviam resposta predominantemente
celular do tipo Th-1. Os fatores que
determinam o desenvolvimento patente das
manifestagdes clinicas da LV ndo estdo
completamente identificados. A deficiente
produgdo de IFN-y apods a exposicdo ao
antigeno Leishmania esta associado com
incremento de células T CD4+ expressando
um perfil de citocinas Th-2, com a producao

de IL-4 e IL-10, mas ndo de IL-2 ou IL-12
(Gama, 2004).

Segundo Pinelli et al. (1994), a infecgdo
sintomatica, em cdes, esta associada com a
crescente  producdo de  anticorpos,
imunorregulagdo negativa da resposta
imune celular periférica com decrescente
produgdo de IL-2, IFN-y e FNT-o,
conduzindo a ineficiente eliminacdo do
parasito. Desta forma, cldes sensiveis a LV
tendem a desenvolver resposta imune
predominantemente humoral caracterizada
por hipergamaglobulinemia  policlonal,
enquanto que, os resistentes apresentam
expressiva resposta celular (Ferrer et al.,
1995).

Entretanto, até o momento, o exato papel
das citocinas do subtipo Th-2, em cdaes
portadores de LV, ndo estd completamente
definido. Enquanto ha uma correlagdo
positiva entre patologia e incremento da
producdo de IL-10 em humanos, o
envolvimento desta citocina em caes
portadores de LV ainda ¢ controverso. Com
o intuito de verificar o perfil tecidual de
citocinas em cdes naturalmente infectados
com LV, Quinnell et al. (2001) mensuraram
os niveis de RNAm para IFN-y, IL-4, IL-10,
IL-13 e IL-18 em aspirados de medula
ossea. Os niveis de IFN-y mostraram-se
mais elevados nos cdes com LV em
comparagdo aos cdes sadios. Observou-se
correlagdo positiva significativa entre a
presenca de RNA-m para IFN-y e os niveis
de IgGl anti-Leishmania, enquanto esta
correlacdo  nao  foi  estatisticamente
significativa para IgG2, IgG3 e IgG4.
Quanto ao nivel tecidual de RNA-m para
IL-10 observou-se que tanto para os cdes
com sinais clinicos quanto para os nao
infectados, do grupo controle, o acumulo
desta citocina foi similar. Desta forma,
contrariamente aos dados encontrados na
LV humana a IL-10 nio apresentou papel
Imunossupressivo em caes.
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A resposta celular e humoral, em caes
experimentalmente infectados, foi descrita
por Martinez-Moreno et al. (1995) durante
um periodo de 110 dias. A avaliagdo
humoral foi realizada através dos testes de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio
imunoensimatico (ELISA) e a
responsividade das células T foi avaliada
através da reacdo intradérmica (IDR) e do
ensaio linfoproliferativo in vitro. A resposta
das células T ao antigeno de Leishmania foi
negativa tanto na IDR quanto no ensaio in
vitro. Houve producdo especifica de
anticorpos IgG anti-Leishmania. A auséncia
de resposta celular foi considerada
especifica uma vez que, no ensaio in vitro,
quando submetida ao mitégeno
concavalina-A houve linfoproliferacdo. As
observagdes dos parametros imunologicos,
nas primeiras semanas pos-infeccao,
sugerem que fatores responsaveis por esta
resposta anérgica se manifestam muito
rapidamente e que o desenvolvimento da
doenca nos cdes esta relacionado com a
perda da imunidade celular especifica e com
uma consideravel, mas ineficaz resposta
humoral. Martinez-Moreno et al. (1993) ja
revelavam ineficiente resposta imune
mediada por células em cdes portadores da
forma sintomdtica de LV com presencga
precoce de anticorpos especificos anti-
Leishmania.

De forma semelhante, Cabral et al. (1998)
avaliaram a resposta humoral e celular de
49 cdes acometidos por LV, residentes na
regido do Alto Douro em Portugal. Como
era esperado, observou-se diversidade em
relacio a resposta imunoldgica. Tendo
como parametro os resultados dos caes
submetidos a  ELISA e  resposta
linfoproliferativa: 24,5% foram positivos
somente na ELISA; 16,3% positivos
somente no ensaio linfoproliferativo e
24,5% e 34,7% positivos e negativos em
ambos, respectivamente. Considerando os
resultados obtidos na RIFI (diluigdo 1:80) e
resposta linfoproliferativa: 16,3% e 24,5%
foram positivos somente no RIFI e somente
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na linfoproliferagdo, respectivamente; ao
passo que, 16,3% e 42,9% foram positivos e
negativos em ambos, respectivamente. Estes
dados revelam a diversidade da resposta
imunoldgica de animais portadores de LVC
e evidencia a existéncia de um grupo de
cdes potencialmente capaz de combater a
infeccao.

A LVC esta associada tanto com a ativacao
policlonal das células B, por componentes
antigénicos do parasito, quanto a efetiva
resposta clonal especifica com produgdo de
imunoglobulinas  (Ig)  anti-Leishmania
(Quinnell et al., 2003). A resposta humoral
especifica da LVC caracteriza-se pela
produgdo de elevados niveis de IgG anti-
Leishmania, permitindo ampla utilizagdo do
diagnostico sorologico (Canavate et al.,
2005). Assim sendo, técnicas sorologicas
constituem importantes ferramentas no
diagnostico e estudo da doenca, estando
fundamentadas na deteccdo de anticorpos
especificos  anti-Leishmania  (Gradoni,
2002).

A produgdo de anticorpos especificos anti-
Leishmania foi observada em torno de 45
dias a 3 meses por Abranches et al. (1991) e
a partir do terceiro més por Santos-Gomes
et al. (2002) em cdes experimentalmente
infectados por L. infantum. Quatro
subclasses de IgG (IgGl-IgG4) tém sido
descritas em caes (Mazza et al., 1993).

Avaliando o perfil das subclasses de IgG,
Deplazes et al. (1995) observaram que cées
naturalmente infectados com LV produziam
tanto IgGl quanto IgG2, sendo que
elevados niveis de IgG1 estariam associados
a cdes sintomaticos, enquanto que a
presenga de IgG2 estaria relacionada com
infec¢do assintomatica.

Nieto et al. (1999), em estudo com caes
experimentalmente infectados com LV,
observaram que o perfil humoral das
subclasses de IgG1 e IgG2 se comportavam
distintamente em relagcdo ao quadro clinico



apresentado pelo animal: cdes que
desenvolveram a forma patente evolutiva da
doenca apresentaram cinética similar de
inducdo para os niveis das subclasses IgG1
e IgG2, permanecendo elevados durante
toda a avaliagdo, sendo que os niveis de
IgG2  foram  superiores. Os  caes
assintomaticos  também  apresentavam
elevados niveis de IgGG2, ao passo que os
niveis de IgGl permaneceram reduzidos,
proximos aos valores de referéncia do
controle negativo. Portanto, considerando a
resposta dicotomica das subclasses foi
sugerida uma associagdo entre a presenga de
IgG1 e a cronicidade da LVC.

Objetivando mensurar os niveis de IgGl-
IgG4, em cdes naturalmente infectados por
L. chagasi, Quinnell et al. (2003) avaliaram
animais residentes em area endémica de
LVC durante um periodo de 16 meses. Foi
observado que a manifestagdo dos sinais
clinicos nos cdes estava associada com o
incremento de todas as subclasses, sendo
que a proporcdo de cdes que produziram
niveis detectaveis de anticorpos da
subclasse IgG anti-Leishmania foi de 98,
58, 70 e 82% para IgGl-IgG4,
respectivamente. Os niveis de IgG2 foram
reduzidos em relagdo aos niveis de IgGl
nos cédes doentes ¢ cdes parasitologicamente
positivos. Assim, pode-se concluir que em
cdes com LV havia uma elevagdo de todas
as subclasses, particularmente IgG1, IgG3 e
IgG4.

Iniesta et al. (2005) avaliaram o perfil da
IgG; subclasses 1gG1, IgG2 e IgE em 109
amostras de soros de cdes. Quatro grupos
foram formados, sendo 19 animais de area
ndo endémica para LVC, 38 animais ndo
infectados de area endémica, 29 animais
infectados assintomaticos e 23 animais
sintomaticos. A pesquisa demonstrou que a
IgG e a subclasse IgG2, em cdes com LV,
eram expressas em todos os animais
infectados, tanto assintomaticos quanto
sintomaticos; ao passo que, a subclasse
IgGl e IgE somente expressavam-se em

animais que desenvolviam os sintomas,
evidenciando  potencial papel destas
imunoglobulinas como marcadores da
gravidade da doenga.

Inversamente aos dados anteriores, Reis
(2001) observou que na LVC assintomatica
ocorria o desenvolvimento de uma resposta
imune humoral caracterizada pela produgao
de anticorpos IgGl anti-Leishmania,
enquanto na LVC sintomatica havia uma
hipergamaglobulinemia = com  elevada
produgdo de IgG2 e IgE. Coincidentemente
a estes dados, Costa Val (2004) avaliando
42 animais naturalmente infectados por
LVC observou que todos apresentavam
resultado positivo a ELISA para as
subclasses IgG1 e IgG2, havendo diferenga
estatisticamente  significativa (p<0,0001)
entre as subclasses, sendo os indices mais
elevados pertencentes a segunda categoria.
Os cdes que apresentaram maior numero de
sintomas mostraram também maior teor de
anticorpos pela ELISA, bem como maior
teor de IgG2.

24 Diagnostico laboratorial da
leishmaniose visceral canina

O diagnostico da LVC deve se basear em
informacdes relativas ao estado clinico do
animal, epidemiologia da area, achados
bioquimicos e parasitologicos, sendo que
todos os dados devem ser considerados em
conjunto (Alvar et al., 2004).

Em relacdo ao diagnostico laboratorial trés
categorias de testes podem ser citadas: os
parasitologicos para demonstragdo do
parasito; os sorologicos para deteccdo de
anticorpos especificos anti-Leishmania e os
moleculares, que se fundamentam na
amplificagdo do DNA do parasito (Ferrer,
1999).
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2.4.1 Exames parasitologicos

O diagnostico parasitologico fundamenta-se
na demonstragdo do parasito a partir de
material bioldgico de pungdes hepatica,
esplénica, de linfonodos e de medula dssea
e ainda biopsia de pele (Alvar, 2004). Sua
especificidade ¢ de 100%, ao passo que sua
sensibilidade ndo se apresenta muito
elevada devido fatores como nimero de
amostras coletadas, fase da enfermidade e
carga parasitaria (Grima, 2005). Apesar da
sensibilidade ser, de uma forma geral,
reduzida a demonstracdo do parasito tanto
por microscopia quanto por culturas obtidas
a partir de materiais relevantes representam
técnicas diagnosticas de referéncia (Strauss-
Ayali et al., 2004).

Gradoni (2002) relata que em relagdo a
cultura, o nimero de amostras obtidas por
animal, a razdo entre a quantidade de
material semeado e o nimero de frascos de
cultura e o tipo de meio utilizado podem
alterar de maneira significativa sua
sensibilidade diagnostica.

Os aspirados de medula 6ssea e linfonodos
sd0 os mais usados pelos clinicos
veterinarios para demonstragdo do parasito
por microscopia. A principal desvantagem
deste método ¢ a sensibilidade de apenas
50% nos aspirados de medula odssea e
menos de 30% naqueles de linfonodos
(Alvar et al., 2004). Segundo Genaro
(1993), a grande variabilidade do
parasitismo medular, que altera entre
positivo e negativo indiscriminadamente,
seria responsavel pela pequena sensibilidade
do método.

Foram estudados 64 caes sorologicamente
positivos para LV, residentes em area
endémica da doenca na Bahia, com o
objetivo de comparar a sensibilidade de
culturas de puncdo de bago e linfonodo
popliteo. Os resultados revelaram que a
sensibilidade das culturas de aspirado de
baco e de linfonodo, para diagnostico da L.
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chagasi, foram 73,4% e 18,8%,
respectivamente; € que as culturas positivas
de aspirado de baco foram mais freqiientes
nos animais sintomaticos em relagdo aos
assintomaticos (Barrouin-Melo et al., 2004).
Também utilizando culturas de puncdo de
baco e linfonodo, em animais portadores de
LVC, a sensibilidade encontrada foi de 61 ¢
37%, respectivamente, em estudo realizado
na cidade de Nataf em Israel (Strauss-Ayali
et al., 2004).

Natami et al. (2000) utilizando esfregagos
de aspirado de linfonodo e de bago, corados
pelo Giemsa, encontraram em 54 cées, com
sorologia positiva para LV, apenas seis
animais  parasitologicamente  positivos.
Costa Val (2004) empregou o exame
parasitolégico direto de aspirado de
linfonodo pré-escapular, medula Ossea ¢
cultura em meio NNN/a-MEM (“Minimal
Essential Media”) em 42 caes. O nimero de
animais positivos no exame direto foi: seis
para aspirados de linfonodo, nove para
medula 6ssea e sete para ambos. A cultura
de material aspirado de medula Ossea foi
positiva em todos os animais.

Segundo Tafuri et al. (2001), biopsias de
pele podem ser obtidas de uma forma
simples e a detecgdo do parasito caracteriza
o diagnostico  definitivo.  Entretanto,
particularmente na pele, os exames
rotineiros que utilizam a coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE) sdo muitas vezes
inconclusivos. Em estudos posteriores Tafuri
et al. (2004) empregaram o método de
imunoistoquimica (IQ). Observou-se um
incremento na capacidade diagnoéstica, sendo
que as formas amastigotas foram detectadas
em varios orgdos como figado, bago, medula
ossea e pele. Neste ultimo, particularmente,
houve um aumento de 50% na positividade
para deteccdo da Leishmania, quando
comparado com o método de coloragdo
histologico de rotina.



2.4.2 Xenodiagnostico

O xenodiagnodstico ¢ uma técnica aplicada
para detec¢do e isolamento do patdgeno
utilizando-se o vetor artropode natural
(Guarga et al., 2000). Embora ndo possa ser
considerada como uma técnica de rotina no
diagnodstico da Leishmania ela representa
grande papel na resolucdo de questdes
epidemiologicas relacionadas ao quadro
clinico e evolu¢do no tratamento de caes
acometidos por LV (Gradoni, 2002; Alvar
et al., 2004).

Deane e Deane (1954), em pesquisa
realizada no Ceara, relatam infecgdo
experimental de fémeas de flebotomos da
espécie L. longipalpis quando alimentadas
em cdes sabidamente portadores de LV.

Considerando a importancia de se avaliar a
capacidade infectante de cdes com LV em
relagdo ao seu quadro clinico, Guarga et al.
(2000), na Provincia de Zaragoza na
Espanha, estudaram 12 caes que foram
divididos em trés grupos clinicos:
assintomaticos, oligossintomaticos e
polissintomaticos. Os autores concluiram
que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os trés  grupos,
ressaltando a importancia epidemioldgica
dos animais assintomaticos e
oligossintomaticos na transmissdo da
doenga.

Em estudo semelhante Travi et al. (2001)
associaram o quadro clinico de LVC com a
capacidade de infeccdo do vetor L.
longipalpis. Vinte cdes soropositivos para
LV foram divididos em grupos de acordo
com os sinais clinicos presentes. Os animais
foram submetidos a multiplos
xenodiagnosticos. Os resultados revelaram
que os animais assintomaticos nao
apresentaram capacidade infectante ao
passo que o teste foi positivo em dois dos
sete animais oligossintomaticos e em quatro
dos oito animais polissintomaticos. Os
flebotomineos que se alimentaram nos

animais  polissintomaticos apresentaram
maior nimero de promastigotas no seu tubo
digestivo. Os autores também concluiram
que a pele de orelha ¢ mais infectante em
comparagdo a pele do abdome. Resultados
semelhantes, em relacdo a capacidade
infectante dos cdes com LV, foram obtidos
por Costa Val (2004).

2.4.3 Testes sorologicos

Considerando a significativa expressao de
anticorpos  especificos  anti-Leishmania
circulantes no cdo portador de LV, para
estudos de soroprevaléncia e determinagdo
de possiveis focos enzooticos, os exames
mais empregados sdo o RIFI e o ELISA
(Grima, 2005). No Brasil, estes testes sdo os
mais utilizados no diagnostico de LV
humana e canina sendo considerados,
sobretudo o ultimo, o teste de escolha para
inquéritos populacionais (Gontijo ¢ Melo,
2004).

A RIFI ¢ uma técnica amplamente utilizada
no diagnostico da LVC (Ferrer et al., 1995)
apresentando elevada taxa de sensibilidade
mesmo quando se utiliza como antigeno
outras espécies de Leishmania, tais como L.
mexicana ¢ L. braziliensis (Costa et al.,
1991). Alves e Bevilacqua (2004) citam que
a RIFI demonstra sensibilidade que varia de
90 a 100% e especificidade aproximada de
80%. A especificidade desse teste decresce
onde possivelmente ha reag¢des cruzadas por
infeccdo por outros Tripanossomatideos,
como na Doenca de Chagas e na LC e
LMC.

A RIFI ¢ considerada “padrao ouro” entre
os pesquisadores europeus, sendo também
recomendado pelo manual do “Office
International dés Epizooties” de 2000.
Principalmente porque, a principio, nos
paises do Mediterraneo nao ha preocupagio
com reagdes cruzadas, contrariamente aos
paises do Novo Mundo (Gradoni, 2002).
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Segundo Gontijo ¢ Melo (2004), o teste
ELISA  caracteriza-se por  apresentar
algumas vantagens como a sensibilidade
mais elevada, por permitir a deteccdo de
baixos titulos de anticorpos; rapidez; facil
execucdo e leitura Os antigenos utilizados
sdo tradicionalmente derivados de culturas
in vitro de promastigotas e consistem em um
repertorio de pelo menos 30 antigenos
somaticos ¢ inameros componentes de
superficie (Tavares et al., 2003).

De forma semelhante ao que ocorre na RIFI,
reagoes cruzadas com espécimes
pertencentes & mesma familia ou com
microorganismos filogeneticamente
distantes podem ocorrer (Tavares et al.,
2003; Rosario et al., 2005).

Estudo realizado nos Estados da Bahia e
Pernambuco, em areas endémicas de LVC,
avaliou a sorologia de caes naturalmente
infectados por L. chagasi utilizando-se RIFI
e ELISA. Considerando os sinais clinicos de
LV, os caes foram agrupados em
sintomaticos, oligossintomaticos e
assintomaticos, além de um grupo controle
negativo. Ao final do estudo os resultados
indicaram reduzida sensibilidade e elevada
especificidade da RIFI (83 e 100%) quando
comparadas aos da ELISA (94 e 90%). Os
autores concluiram que os anticorpos IgG
anti-Leishmania foram detectados em todos
0s animais pertencentes aos  grupos
sintomaticos e oligossintomaticos utilizando
os dois testes simultaneamente, indicando a
necessidade de se utilizar dois diferentes
testes sorologicos no diagnostico da LVC
(Almeida et al., 2005).

O fato de que as técnicas sorologicas
convencionais utilizam antigenos brutos,
formas completas de promastigotas ou
amastigotas ou extratos soliveis destes,
limita consideravelmente sua especificidade
(Alvar et al., 2004). Desta forma, énfase
tem sido dada na caracterizacdo de
componentes antigénicos da Leishmania,
antigenos purificados e recombinantes,
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como ferramenta para obtengdo de um
diagnostico mais especifico (Tavares et al.,
2003).

Considerando isto, uma questdo relevante
na execucdo da ELISA consiste na
especificidade do antigeno utilizado no
ensaio. E conhecido que alguns podem estar
estreitamente  relacionados a  outros
parasitos. A proteina de superficie gp63 esta
presente em todas as espécies do género
Leishmania e outros parasitos da Familia
Tripanossomatidae. Da mesma forma, a
crescente distribuicdo geografica da LV,
LC, LMC e Doenga de Chagas incrementam
os problemas relativos a especificidade dos
ensaios imunodiagnésticos (Palatnik-de-
Souza et al., 1995).

Considerando a necessidade da
caracterizacdo de antigenos espécie-
especificos para acurado diagnoéstico e
prognostico da LV, Palatnik-de-Souza et al.
(1995) avaliaram o complexo glicoprotéico
de  superficie (FML) de  formas
promastigotas de L. donovani na realizagao
da ELISA. Os resultados obtidos mostraram
sensibilidade de 100% e especificidade de
96% no diagndstico do calazar em pacientes
infectados por L. chagasi. Nio foi
observada reagdo cruzada com pacientes
que apresentavam LC, LMC ou Doenga de
Chagas e em 20% dos pacientes
aparentemente saudaveis, com valores
positivos para a ELISA-FML, ocorreu o
desenvolvimento da LV durante os
subseqiientes meses.

Em estudo posterior, do mesmo grupo,
Cabrera et al. (1999) avaliaram o potencial
diagnodstico e prognoéstico da ELISA-FML
em cdes com LV. Avaliou-se a sorologia de
animais naturalmente e experimentalmente
infectados com L. chagasi, vacinados com a
vacina-FML e portadores de outras
infecgdes. Outras técnicas diagnodsticas
foram empregadas como a RIFI com
promastigotas de L. chagasi e L. mexicana ¢
a ELISA utilizando o antigeno soluvel de L.



mexicana (ASL). Os resultados revelaram
que ndo houve reatividade com o soro de
cdes portadores de outras patologias,
indicando que a ELISA-FML pode ser
usada no diagnostico da LVC. Outros
resultados revelaram elevada sensibilidade
da ELISA-FML comparada com a RIFI na
detecgdo de anticorpos em soros de caes
assintomaticos. Averiguou-se o valor
preditivo dos testes através da analise
sorologica dos cdes controle negativo e caes
vacinados desafiados experimentalmente,
através de inocula¢do intravenosa de 10°
amastigotas de L. donovani, e caes
assintomaticos. O  valor  preditivo
encontrado foi de 100% na ELISA-FML,
43% na ELISA-ASL e 24% na RIFL.

Scalone et al. (2002), em estudo realizado
com cdes, compararam os resultados da
ELISA utilizando o antigeno recombinante
rK-39 da Leishmania, tendo com padrao os
resultados da RIFI. Os resultados da ELISA
e RIFI demonstraram elevada concordancia.
Os valores relativos a sensibilidade e
especificidade da ELISA foram 97,1% e
98,7%, respectivamente.

Em Janauba, Minas Gerais, Rosario et al.
(2005) compararam os resultados do teste
ELISA utilizando diferentes antigenos: ASL
de formas promastigota de L. chagasi ¢ L.
amazonensis ¢ antigenos recombinantes rK-
26 e rK-39; utilizando soro e eluato de
sangue dessecado coletado em papel filtro.
A sensibilidade dos testes foi similar
variando de 97 a 100%. A especificidade foi
superior a 96% para o soro e eluato com os
diferentes antigenos, com exce¢do para L.
chagasi com eluato que alcangou 88%.
Neste mesmo estudo avaliou-se a reagdo
cruzada em cdes acometidos por
Trypanosoma cruzi, Babesia canis e
Dirofilaria immitis. O ensaio utilizando o
antigeno L. amazonensis demonstrou reagao
cruzada com 7. cruzi, em 25 dos 40 animais
e D. immitis, em seis dos 10; com o
antigeno de L. chagasi observou-se reagio
cruzada com T.cruzi, em 34 dos 40; D.

immitis, em quatro dos 10 e B. canis, em um
dos 24 animais. Os antigenos recombinantes
ndo apresentaram reacao cruzada.

2.4.4 Testes moleculares

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
consiste em uma técnica que explora certas
caracteristicas do processo de replicagdo do
DNA. A enzima DNA polimerase utiliza o
DNA de fita Unica, apds separagdo da fita
dupla pelo aquecimento, como molde para a
sintese de uma nova fita complementar,
sendo o ponto inicial para esta sintese
determinado  pelo  fornecimento  de
oligonucleotideos ou iniciadores. Desta
forma, a sintese de uma regido alvo de DNA
pode ser direcionada (Watson et al., 1997).

Nos ultimos anos, um grande nimero de
pesquisas tem investigado a utilizagdo da
PCR para detecgdo da Leishmania em caes.
Viérios tipos de amostras, iniciadores e
diferentes protocolos tém sido
desenvolvidos e empregados (Gradoni,
2002; Manna et al., 2004). Alvar et al.
(2004) citam a possibilidade de se
identificar o DNA do parasito proveniente
do minicirculo do cinetoplasto ou do
gendma em diferentes amostras como:
sangue  periférico, pele, linfonodo,
conjuntiva ocular e medula 6ssea.

A PCR representa uma técnica altamente
sensivel e especifica (Cortes et al., 2004),
entretanto, sua limitacdo para uso em
inquéritos epidemiologicos se baseia no
custo, disponibilidade de reagentes,
equipamentos e pouca adaptabilidade do
método ao campo (Alves e Bevilacqua,
2004).

Com a finalidade de investigar a prevaléncia
da infeccdo pela L. infantum na ilha de
Mallorca, area endémica de LVC,
empregou-se a sorologia ¢ a PCR como
técnicas diagnosticas. Cem cdes foram
examinados clinicamente, determinou-se o
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titulo de anticorpos anti-Leishmania e
investigou-se a presenga do parasito através
da PCR em trés diferentes tecidos: medula
Ossea, pele e conjuntiva ocular. A
prevaléncia de cl@es sintomaticos e a
soroprevaléncia foram 13 e 26%,
respectivamente. Em 63% dos cdes, o DNA
da Leishmania pode ser detectado pela PCR
em pelo menos um dos trés tecidos
investigados. Os resultados positivos da
PCR na medula dssea, conjuntiva ocular e
pele  foram: 17.8; 32 e 51%,
respectivamente. O DNA da Leishmania foi
detectado em todos os animais que
apresentavam sinais clinicos. Os resultados
apontaram que parte significativa dos caes
que vivem nesta darea estava infectada,
incrementando a prevaléncia até entdo
suposta e demonstrando que o principal
tecido de reserva do parasito em cédes € a
pele (Solano-Gallego et al., 2001). Dados
semelhantes, quanto a elevagdo da suposta
taxa de prevaléncia de LVC, foram obtidos
por Leontides et al. (2002) em areca
endémica da doenga na Grécia.

Em estudo semelhante, Manna et al. (2004)
compararam os resultados da RIFI ¢ a
sensibilidade e aplicabilidade da PCR como
método diagnostico primario em diferentes
tipos de tecidos: biopsia de pele, aspirado de
linfonodo e sangue total. O DNA extraido
das amostras foi amplificado na PCR
utilizando como alvo a regido constante do
cinetoplasto. Os resultados demonstraram
que a avaliacdo pela PCR foi mais sensivel
do que a RIFI; sendo que, 100% dos caes
foram positivos pela PCR e 85% pela RIFI.
Em relagdo aos espécimes coletados
observou-se que: 99% dos aspirados de
linfonodo, 95% das bidpsias de pele e 94%
das amostras de sangue periférico
apresentaram resultado positivo.
Considerando que a carga parasitiria no
sangue periférico tende a decrescer com o
curso da infeccdo e que o aspirado de
linfonodo é um método invasivo os autores
consideraram a  bidpsia de  pele
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comosubstrato ideal para realizagdo do
diagnostico pela PCR.

Cortes et al. (2004), também utilizando na
PCR um iniciador especifico da regido do
minicirculo do cinetoplasto, observaram
100% de sensibilidade no diagndstico de
cdes acometidos por LV em aspirado de
medula 6ssea e biopsia de pele, ao passo
que, a sensibilidade encontrada nas
amostras submetidas a cultura foi de 81,8%.

Wortmann et al. (2005) citam a PCR
quantitativa em tempo real como uma
modificacdo, relativamente recente, da PCR
convencional. = Este  teste = emprega
marcadores  fluorescentes capazes de
monitorar a formac¢do dos produtos de
amplificacdo ao longo da reagdo. Como
vantagens sdo citados: rapidez; facilidade,
ndo sendo necessaria a analise em gel dos
produtos de amplificacdo; reduzido risco de
contaminagdo ¢ elevada especificidade.
Considerando o diagnostico da LVC,
Francino et al. (2006) citam que alternativas
que quantifiquem a presenga do parasito sdo
necessarias ndo somente para eclucidar o
estado clinico de cdo positivo em areas
endémicas, mas também para monitorar a
parasitemia apos o tratamento e na triagem
de cdes submetidos a novas vacinas e
medicamentos.

2.5 Vacinas contra leishmaniose visceral

Estudos precedentes destacam que o
principal requisito para que uma vacina seja
eficaz contra a LV é a inducdo estavel e
permanente de resposta imune celular do
tipo Thl. A estimulacdo inicial da produgéo
de IL-12 tem demonstrado ser um ponto
chave na subseqiiente indugdo, magnitude ¢
memoria da resposta do tipo I (Gradoni,
2001). O IFN-y, principal citocina
produzida em uma resposta deste tipo, induz
a sintese de oOxido nitrico sintetase (iNOS)
que ativa a fungdo microbicida dos
macrofagos parasitados (Alvar, 2004).



Sendo assim, a questdo critica para escolha
e desenvolvimento de vacinas anti-
Leishmania em cédes ¢é definir antigenos da
Leishmania e adjuvantes capazes de
fornecer uma favoravel e sustentavel
producdo de citocinas in vivo.

2.5.1 Critérios para desenvolvimento de
vacinas

A OMS estabelece quatro fases de
experimentagdo para se desenvolver uma
nova vacina. A Fase I ¢ caracterizada por
estudos de seguranca e imunogenicidade da
formulacdo da vacina. Nesta ndo ha desafio
infectante nos individuos vacinados, o que
ocorre na Fase Ila, na qual os individuos
vacinados recebem um desafio
experimental. As Fases IIb e III sdo
compostas de estudos que analisam a
eficacia da vacina a campo, com individuos
expostos ao desafio natural. Estes testes sdo
de média escala (centenas) e aplicados a um
grupo vacinado e a um grupo controle.
Finalmente, a Fase IV na qual estudos, em
larga escala, sdo realizados apo6s o registro
da vacina com individuos vacinados e
expostos ao desafio natural (WHO, 2006%).

2.5.2 Vacina morta ou Iinativada de
Leishmania

Segundo Tizard (1998), para se utilizar
microorganismos inativados ou mortos em
vacinas deve-se preservar ao maximo sua
antigenicidade original. Desta maneira,
métodos que promovam desnaturagdo
protéica ou oxidacdo lipidica extensas sdo
geralmente insatisfatorios. Portanto, as
proteinas podem ser suavemente
desnaturadas por meio de tratamento com
acetona ou com alcool.

Poucos estudos, com o emprego desta
técnica, tém sido elaborados para caes no
combate da LV. O uso deste tipo de vacina,
em humanos, tem-se fundamentado nas

formas promastigotas inativadas com ou
sem Bacillus Calmette-Guérin (BCG) como
adjuvante (Gradoni, 2001).

Uma vacina composta por formas
promastigotas de Leishmania (Viannia)
brasiliensis;  sonicadas, tratadas com
mertiolate e acrescidas de BCG, foi avaliada
nas fases I e II (Mayrink et al., 1996).
Durante a fase II, dez caes receberam trés
doses de vacina, a cada vinte ¢ um dias por
via intradérmica. Dois meses apo6s a ultima
administracdo os cdes foram desafiados com
formas promastigotas de L. chagasi,
inoculadas por via intravenosa. Nove dos
dez caes vacinados, apos a terceira doses de
vacina, apresentaram resposta
linfoproliferativa significativa aos antigenos
de L. chagasi e as necropsias destes animais
indicaram que ndo desenvolveram infecgdo
apos o desafio. Em estudos subseqiientes a
vacina foi testada a campo, fase III;
entretanto, esta ndo se mostrou capaz de
proteger os caes contra a LV (Genaro et al.,
1996).

Lasri et al. (1999) investigaram as respostas
humoral e celular em cdes vacinados com
promastigotas de L. major, autoclavadas,
acrescidas de BCG ou saponina. Os autores
observaram que aqueles caes que receberam
vacina com BCG, como adjuvante, exibiram
resposta linfoproliferativa especifica e
prolongada e inexpressivos titulos de
anticorpos contra o antigeno L. infantum.

Mohebali et al. (1998) testaram, em quatro
grupos de cdes negativos para LV, o
seguinte protocolo: vacina autoclavada de L.
infantum (1mg de proteina/dose) com BCG
(400mg/dose); vacina autoclavada de L.
major (Img de proteina/dose) com BCG
(400mg/dose); somente BCG (400mg/dose)
e salina, respectivamente. Os caes que
foram vacinados receberam trés doses, por
via intradérmica, com intervalo de trinta
dias. Os cdes foram desafiados, 90 dias apos
a terceira dose, com formas promastigotas
de L. infantum. Todos os cdes dos grupos
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controle foram negativos na IDR com lisado
de Leishmania e apresentaram sinais
clinicos da doenga seis meses apos o
desafio, com esfregaco e cultura positivos
das amostras de bago, figado e linfonodo
popliteo coletados na necropsia. Todos os
caes vacinados apresentaram IDR positiva e
somente um dos oito cdes desenvolveu a
doencga com posterior resultado
parasitologico positivo. Desta forma, em
condigdes  experimentais, as  vacinas
autoclavadas de L. infantum e L. major
acrescidas de BCG foram protetoras.
Extensdo deste estudo foi realizada a
campo, onde se avaliou a protecdo destas
vacinas contra infec¢do natural, sendo o
grupo controle composto de 75 cdes ndo
vacinados e o grupo vacinado composto por
45 caes. Durante o periodo de um ano
constatou-se que a taxa de soroconversio,
ou seja, a producdo de anticorpos dos
animais vacinados foi significativamente
inferior em relagdo ao grupo ndo vacinado.
Os pesquisadores concluiram que as vacinas
de Leishmania autoclavada acrescidas de
BCG foram efetivas em proteger os caes
contra LV em area endémica (Fallah et al.,
2000).

2.5.3 Vacina de subunidade ou fracdes
purificadas da Leishmania

Antigenos  purificados  ou  fragdes
purificadas da Leishmania tém sido
largamente  utilizados em  modelos
experimentais, com o objetivo de verificar
seus potenciais imunogénicos (Gradoni,
2001).

Dunan et al. (1989) investigaram, a campo,
a imunogenicidade de fracdes purificadas
liofilizadas de promastigotas de L. infantum,
de 67 e 94 KDa, denominadas LiF2. Foram
utilizados 400 cdes  soronegativos,
escolhidos aleatoriamente para receber LiF2
com adjuvante ou somente o adjuvante. Os
cdes foram expostos por dois anos a
infecgdo, em uma regido endémica no sul da
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Franca. Contrariamente ao que ja havia sido
verificado em modelo murino, a taxa de
infeccdo e  sinais  clinicos  foram
significativamente superiores nos caes
vacinados em relacdo ao grupo controle.

Palatinik et al. (1989) destacam a
importancia da interagdo dos ligantes de
superficie, presentes na forma promastigota
da Leishmania, com os receptores de
reconhecimento ¢ internalizagdo, presentes
em macrofagos do hospedeiro vertebrado
infectado. O ligante glicoprotéico fucose-
manose (FML) foi purificado e analisado
quimicamente. Os acgucares identificados
foram testados quanto a sua capacidade de
inibir a internalizacdo de  formas
promastigotas em macrofagos peritoneais de
BALC/c in vitro. As células foram pré-
incubadas com carboidratos para saturagdo
de receptores livres e co-incubadas com
promastigotas e carboidratos. Os resultados
demonstraram um decréscimo de 75% na
taxa de internalizacdo. Esta fracdo esta
presente  na  superficie de formas
promastigotas e amastigotas da Leishmania
donovani durante todo o seu ciclo de vida.

O potencial protetor da FML como vacina
foi testado tendo o hamster como modelo
experimental. O efeito de trés inje¢des (via
intraperitoneal) de 100mg FML e 100mg
saponina, com intervalos semanais, seguido
de desafio (via intracardiaca) de 10’
amastigotas, na quarta semana, foi estudado.
Evidenciou-se efeito protetor significativo
tanto no aumento dos titulos de anticorpos
anti-FML e da resposta proliferativa de
esplenocitos in vitro, quanto na manutengao
da IDR positiva ao antigeno, reducdo da
carga parasitiria no baco e da
esplenomegalia. As comparagdes com oS
grupos controle, tratados apenas com
saponina ou salina, mostraram diferencas
estatisticas  significativas  (Palatinik-de-
Souza et al., 1994).

Pesquisas posteriores, realizadas em Sao
Gongalo do Amaranto (RN), avaliaram a



eficacia da vacina FML (1,5mg) em ensaio
a campo. Neste estudo, foi verificado que
97% dos ca@es vacinados apresentavam
anticorpos anti-FML e 100% deles
mostraram IDR positiva ao lisado de L.
donovani, sete meses apds a vacinacao.
Dois anos apds, alcangou-se 92% de
protecdo, pois apenas 8% dos vacinados
desenvolveram sintomas discretos de
calazar, sem obitos; enquanto que 33% dos
controles desenvolveram sinais clinicos ou
calazar fatal (Da Silva et al., 2001).

Em um segundo ensaio, também a campo,
foram vacinados com FML (1,5mg)
acrescido do adjuvante saponina QuilA
(Img) cdes de uma area endémica. Os
pesquisadores observaram que 100% dos
animais vacinados foram positivos para
anticorpos anti-FML e mostraram IDR
positivo ao lisado de L. donovani, dois
meses apos a vacinagdo completa. Os titulos
de anticorpos ¢ o tamanho da IDR foram
significativamente maiores quando
comparados aos do grupo controle, durante
todo o periodo de trés anos e seis meses de
acompanhamento. = A  infeccdo  por
Leishmania foi também confirmada nos
animais controle através de PCR positiva
para DNA de Leishmania e sorologia para
anticorpos anti-FML, associados a IDR
negativos (Borja-Cabrera et al., 2002).

Mendes et al. (2003) avaliaram o perfil
humoral através da ELISA, utilizando como
antigeno a subunidade de Leishmania FML,
de cédes vacinados com FML-QuilA e cées
naturalmente infectados com LV. A
comparagdo das subclasses de anticorpos
IgG anti-FML no soro de cédes vacinados ¢
caes naturalmente infectados demonstrou a
presenca de uma dicotomia, estando a IgG1
associada com infeccdo natural e IgG2
associada com a vacinagdo. Concluiram que
o incremento da IgG2, nos cdes vacinados,
poderia ser uma forma indireta de verificar
uma resposta celular efetiva.

Apos avaliagdes a campo, esta vacina FML
foi inserida na rotina de algumas clinicas
veterinarias por meio de um projeto piloto,
sendo neste momento registrada com o
nome de Leishmune®. Um grupo de 600
cdes assintomaticos, de racas distintas e
idades variando entre quatro meses e 15
anos, foi envolvido neste projeto realizado
em 30 clinicas situadas em areas endémicas
(Andradina, Aragatuba, Guararapes ¢
Valparaiso, no Estado de Sao Paulo; Nova
Lima, Belo Horizonte e Sete Lagoas, no
Estado de Minas Gerais) e periendémicas
(Marilia, Bauru, Sdo José do Rio Preto e
Vigosa). Os cées receberam trés doses da
vacina por via subcutinea, com intervalos
de 21 dias entre as aplicagdes. Estes animais
foram testados quanto a resposta humoral,
antes do inicio da vacinagdo, 30 dias apos a
terceira dose ¢ sete meses apds a primeira
dose. O teste de IDR foi realizado sete
meses apds a primeira dose com o intuito de
avaliar a resposta celular. Entre os caes
vacinados 7,7% em area endémica e 2,5%
em area periendémica eram positivos no dia
da vacinacdo. Trinta dias apos o término do
programa  vacinal 98% dos  cées
soronegativos apresentaram soroconversao,
demonstrando que a vacina induziu resposta
humoral. Sete meses apos a primeira dose
da vacina 93% dos cdes continuaram a
apresentar sorologia positiva e 59%
apresentavam IDR positiva ao lisado de
Leishmania, indicando resposta celular
protetora ativa. Apds dez meses do término
do programa vacinal apenas 1% dos caes de
areas endémicas e 0,85% dos cédes das areas
periendémicas apresentaram sinais clinicos
sugestivos de LV, apresentando resultado
positivo a0  exame  parasitoldgico.
Concluindo-se, portanto, que a vacina FML
induziu protecdo em cdes sadios e
soronegativos de 4areas endémicas e
periendémicas (Fort Dodge, 2003).
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2.5.4 Vacina de DNA de Leishmania

Vacina de DNA consiste na inser¢ao de um
gene de interesse em um plasmidio
bacteriano (Gurunathan et al.,, 2000), ou
seja, resulta na expressdo do antigeno
parasitario em sua forma nativa (Gradoni,
2001).

A utilizagdo de vacina de DNA tem sido
implementada nos Ultimos anos para
promover respostas duraveis e protetoras
contra patdgenos intracelulares como:
Plasmodium, Trypanosoma ou Leishmania.
Considerando que, a resposta imune
humoral nao ¢ suficiente para combater este
tipo de infeccdo, a habilidade da vacina de
DNA em recrutar células relacionadas com
as classes do Complexo de
Histocompatibilidade Maior (MHC) do tipo
I e II é desejavel (Gurunathan et al., 2000).

Um plasmidio para ser utilizado em
protocolos de imuniza¢iao deve apresentar o
gene de interesse clonado, um promotor
para expressdo em células de mamiferos,
uma origem de replicacdo e seqiiéncias de
nucleotideos especificas que atuem como
imunomoduladores.  Estas  seqiiéncias,
denominadas oligonucleotideos de citosina-
fosfato-guanosina ndo-metiladas (CpQ),
estimulam macrofagos, células dendriticas e
linfocitos T a produzirem IFN- v, FNT- a e
IL-12, além de estimularem a maior
expressdo de moléculas co-estimuladoras na
superficie das células apresentadoras de
antigenos (Gurunathan et al., 2000).

Segundo Gradoni (2001), este tipo de
vacina apresenta inGimeras vantagens:
estabilidade; facil manipulacdo; baixo custo;
possibilidade de expressdo do antigeno em
sua forma nativa; inducdo de resposta imune
humoral e celular, que parecem ser de longa
duracio.

Ramshaw e Ramsay (2000) relatam que

novas estratégias de vacinacdo, como a do
tipo “prime-boost”, que envolvem uma
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primeira administracdo da vacina de DNA
(Plasmidio-DNA) com subseqiiente
administracdo de um reforco Vetor Viral
recombinate atenuado (rVV), onde ambos
expressam o antigeno de interesse, t€m
resultado na producdo de uma imunidade
celular especifica.

Ramiro et al. (2003) realizaram em caes
experimento do tipo “prime-boost”, com
uma primeira imunizagdo com plasmidio
carreando o gene que codifica a proteina
LACK, de L. infantum, seguido por um
reforco com rVV expressando a mesma
proteina LACK. Apos este esquema de
vacinagdo foram realizados desafios com
10® promastigotas de L. infantum. Os
autores observaram 60% de prote¢do no
grupo de animais que receberam este
esquema vacinal em relagdo aos grupos
controle, quando os critérios analisados
foram carga parasitaria tecidual, presenca de
anticorpos especificos, nivel de citocinas e
desenvolvimento de sinais clinicos da
doenga.

3 HIPOTESE

Os cdes residentes em Belo Horizonte,
Nova Lima ¢ Sete Lagoas, areas endémicas
de LV, que participaram efetivamente do
esquema vacinal, projeto piloto de
vacinagdo da Leishmune” ndo apresentam
infecgdo pela Leishmania e desenvolveram
resposta humoral compativel com a
vacinagdo e distinta quando comparada com
cées naturalmente infectados.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Avaliar caes residentes em Belo Horizonte,

Nova Lima e Sete Lagoas que receberam a
vacinagdo do projeto piloto com a



Leishmune® em outubro de 2003 e que
foram revacinados em outubro de 2004 ¢
2005, quanto ao perfil humoral e presenga
de infecgdo por Leishmania.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a condigdo clinica dos
animais que foram submetidos ao
esquema vacinal com a vacina
Leishmune® entre 2003 e 2005;

e Avaliar o perfil da imunidade
humoral nos animais vacinados
através de pesquisa de
imunoglobulinas da classe IgG,
subclasses IgG1 e [gG2 utilizando o
teste de ELISA com antigeno
solavel de Leishmania chagasi
(ASL) convencional e antigeno de
subunidade Fucose-Manose Ligante
(FML);

e Comparar o perfil imune humoral
dos cées vacinados com aquele dos
cdes naturalmente infectados, tendo
em vista as imunoglobulinas da
classe IgG e subclasses IgGl e
IgG2, com os antigenos ASL e
FML,;

e Realizar imunoistoquimica em
biopsia de pele de orelha dos cées
vacinados, visando identificacdo de
parasitos do género Leishmania,

e Realizar PCR, com iniciadores
especificos para o complexo
Leishmania donovani, para pesquisa
de parasitos no sangue periférico.

5 MATERIAL E METODOS
5.1 Animais

O estudo foi conduzido nas cidades de Belo
Horizonte, Nova Lima e Sete Lagoas. Em
Belo Horizonte, as clinicas veterinarias
credenciadas para utilizagdo da vacina
Leishmune® e colaboradoras do projeto
foram: Familia Vet, Gutierrez, Melhor

Amigo, Santo Agostinho, Sdo Francisco de
Assis, Sdo Geraldo e Vital Vet. Em Sete
Lagoas as clinicas participantes foram:
InterVet e Sao Francisco de Assis. Nova
Lima foi representada por cinco caes
residentes nesta cidade.

Realizou-se exame clinico dos 30 caes
vacinados com Leishmune® e os achados
foram anotados em fichas individuais
(ANEXO A). Foram coletadas amostras de
sangue para realizacdo dos  testes
sorologicos. Para a realizacdo da PCR as
amostras de sangue foram depositadas em
papel filtro proprio. Amostra de pele, da
face interna da orelha, foram coletas de 19
cdes vacinados para a realizacdo da técnica
de imunoistoquimica. Estas intervengdes
ocorreram cinco meses apds o segundo
refor¢o anual da Leishmune®, sendo que
foram realizadas nas clinicas veterinarias ja
citadas. Do total de cdes vacinados (CV)
havia 14 machos e 16 fémeas, pertencentes
a diferentes ragas como: Bernese (2),
Bichon Frisé (3), Buldogue Inglés (4),
Husky Siberiano (1), Labrador (1), Pastor
Alemao (1), Pit Bull Terrier (4), Poodle (1),
Schnauzer (1), Shar Pei (1), SRD (5),
Terrier Escocés (3), Teckel Padrio (1),
Weimaraner (1) e Yorkshire Terrier (1).

Os critérios de inclusdo dos cdes portadores
de LV, no experimento, foram sua
soropositividade avaliadas pelo RIFI e
ELISA convencional e exame
parasitolégico  positivo realizados no
Laboratério de Sorologia e Biologia de
Leishmania do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da UFMG,
respectivamente. Posteriormente, fez-se
avaliacdo clinica destes animais e os
achados anotados em fichas individuais
(ANEXO A). Amostras de sangue foram
coletadas e os procedimentos foram os
mesmos descritos anteriormente. Todas as
intervencoes foram  realizadas  nas
dependéncias do canil do Departamento de
Parasitologia do ICB.
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Os animais foram alocados, apos a
avaliagdo clinica, em dois grupos descritos a
seguir. Um terceiro grupo constituiu o
material soroldgico controle negativo para
todos os testes.

Grupo 1: trinta cdes vacinados (CV) com
Leishmune®, previamente soronegativos
para LV, que foram submetidos a protocolo
de trés doses, com intervalo de vinte € um
dias entre elas, que se iniciou em outubro de
2003, cujas revacinagdes ocorreram em
outubro de 2004 e 2005. Estes animais
pertenciam a proprietarios. O exame clinico
e subseqiientes intervengdes ocorreram nas
clinicas veterinarias citadas, apos
autorizacdo dos proprietarios.

Grupo 2: trinta cdes naturalmente
infectados por LV provenientes do Canil de
Controle de Zoonoses do municipio de
Santa Luzia. Estes cdes foram mantidos no
canil do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG,
onde recebiam 4gua e alimentacdo
industrializada ad [libitum. Estes eram
sorologicamente ¢  parasitologicamente
positivos para Leishmania chagasi.

Grupo 3: dez soros de cdes negativos para
LV provenientes de area ndo endémica para
leishmaniose no Estado de Rio Grande do
Sul; sendo este, o grupo controle negativo
das reagdes sorologicas.

Todos os procedimentos foram submetidos
e aprovados pelo Comité de FEtica e
Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (Protocolo n°
134/2006) em ANEXO B.

5.2 Exames laboratoriais
5.2.1 Colheita de material
De cada animal, foi colhida uma amostra de

sangue, por puncdo da veia jugular, em
seringa sem  anticoagulante  (Becton
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Dickinson plastipack”, BD Lab., EUA) de
cinco mililitros de capacidade. Parte desta
amostra foi depositada, imediatamente apds
a coleta, em papel filtro proprio para
extragdo de DNA (FTA® CLASSIC CARD,
Dialab) o restante foi submetido a
centrifugacdo a 200g (Centrifuga Excelsa
Baby II¥, FANEM, Brasil) por 10 minutos
para separagdo do soro. O soro obtido foi
dividido em aliquotas de dois mililitros,
devidamente identificadas e congeladas a
-20°C até o momento da realizagdo dos
testes.

Apos a coleta de sangue, os animais foram
contidos manualmente e quando necessario
sedados com acepromazina a 1%
(Acepran”, UNIVET, Brasil) na dose de
0,05mg/Kg, por via intramuscular, para a
coleta de material de pele de orelha para
realizacdo de bidpsia. A coleta foi realizada
apos previa aplicagdio de um volume
correspondente a dose de 4mg/Kg, por via
subcutdnea, de cloridrato de lidocaina
(Cloridrato de Lidocaina 2%, Hipolabor,
Brasil), como anestésico local, na face
interna da orelha direita. Procedeu-se entdo
a retirada de um fragmento da pele com o
auxilio de um “punch” de cinco milimetros
de diametro (Punch para Biopsia®, Kolplast
ci LTDA, Brasil). O fragmento foi seco em
papel filtro e imediatamente fixado em
solucdo de formalina tamponada a 10%.

5.2.2 Reagdo de
Indireta

Imunofluorescéncia

Os soros obtidos dos cdes naturalmente
infectados por Leishmania chagasi foram
submetidos a Reacgéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para a
detecgdo de anticorpos IgG segundo a
técnica descrita por Camargo (1964), com
as seguintes modificacdes:

Para a obten¢do do titulo desejado, os soros
a serem testados foram diluidos na razdo
dois, a partir de 1:40, em solu¢do tampao



fosfato (PBS). Foram colocados 25ulL da
solucdo obtida sobre cada regido demarcada
de uma lamina, na qual foi previamente
fixado o antigeno, constituido por formas
integras de promastigotas de L. chagasi,
cepa MHOM/BR/1967/BH46,
rotineiramente utilizada pelo Laboratorio de
Sorologia do Departamento de Parasitologia
do ICB. Apds a incubagdo das laminas em
camara umida, por 30 minutos em estufa a
37°C, estas foram lavadas com PBS cobertas
com 0 mesmo por cinco minutos, lavadas em
agua destilada e secas sob ventilagdo
artificial (Ventilador Britania B20, Brasil).
Posteriormente, em cada regido demarcada
da lamina foram acrescentados 25ul do
conjugado, diluido a seu titulo, em azul de
Evans (EVANS BLUE®, Sigma Aldrich,
EUA) a 1/5000, sendo esse previamente
preparado em PBS Tween (Tween” 80,
Merck, Alemanha) a 2%. O conjugado
utilizado (Bethyl Lab. Inc., EUA), marcado
com Isotiocianato de Fluoresceina, foi
especifico anti-IgG de cdo. Seguiram-se
nova incubacdo, lavagem e secagem. A
lamina foi, entdo, coberta com glicerina
tamponada e laminula, e a leitura procedida
em microscopio de luz ultravioleta
(Olympus BX  41%,  Japdo). Soros
conhecidamente positivos e negativos foram
usados na mesma ldmina como controle da
reacao.

As solugdes para a execucdo da técnica
foram preparadas como descrito no ANEXO
C.

5.2.3 Pesquisa de anticorpos da classe IgG e
das subclasses IgGl e IgG2 através do
ELISA com antigeno soluvel de Leishmania
(ASL)

A deteccao de anticorpos IgG e subclasses
IgG1 e IgG2 especificos anti-Leishmania,
nos soros obtidos, foram realizados pelo
método de ELISA de acordo com a técnica

descrita por Voller et al. (1979), com
modificagoes:

Os antigenos utilizados foram produzidos a
partir de formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) chagasi cepa
MHOM/BR/1967/BH46.  Estas  foram
centrifugadas a 250g (Hermle Z 323K,
Alemanha), por dez minutos a 4°C,
ressuspendidas em PBS e submetidas a
ruptura por ultra-sonografia a 25® por 45
segundos, cinco vezes (BRANSON 1510%,
Branson Ultrasonics Co., EUA). A
quantidade de proteina obtida foi dosada
através do método de Lowry (Lowry et al.,
1951) e ajustada para 20ug/mL em PBS,
sendo armazenado a -20°C em aliquotas até
0 momento do uso.

Antes da implementacdo do ensaio
imunoenzimatico, nas amostras a serem
testadas, realizou-se padronizacdo do
conjugado, uma vez que a concentragdo
ideal de antigeno e dilui¢do dos soros ja
estava padronizada.

A diluigdo otima dos  conjugados
(QUADRO 1) foi obtida por titulagdo em
bloco, a partir de um “pool” de soros de
cdes parasitologicamente positivos para LV
e um “pool” de soros de cdes negativos,
provenientes de area ndo endémica para LV.
Os soros foram diluidos 1/400, dispostos em
triplicatas, ¢ o conjugado submetido a
sucessivas dilui¢des, iniciando-se 1/200 e
terminando  1/204800. A  partir dos
resultados absolutos das absorbancias, a
495nm, das triplicatas de cada diluigdo do
conjugado obteve-se a média. Para cada
dilui¢do, foi calculada uma razdo entre os
valores de absorbancia dos soros positivos e
dos soros negativos. Assim, o titulo ideal foi
escolhido como sendo o valor mais elevado,
ou seja, quando houvesse distingdo mais
fidedigna entre soro positivo e soro
negativo.
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QUADRO |

Caracterizag@o dos conjugados utilizados na ELISA

Antl-lmunoglobullna Conjugado Afinidade molecular
de cdo
IgGT* HRPO Molécula total
I[gG1** HRPO Especifico para cadeia pesada
[gG2*** HRPO Especifico para cadeia pesada

O conjugado *anti-IgGT-cdo foi obtido a partir de soro imune de coelho (Sigma/USA - A6792); **anti-
IgG1-cdo a partir de soro imune de cabra (Bethyl/USA - A40-120P-11) e ***anti-IgG2-cdo a partir de
soro imune de ovelha (Bethyl/USA — A40-121P-10), sendo todas marcadas com Peroxidase VI

Foram utilizadas microplacas de polietileno
(Falcon®™, BD Lab., USA) de 96 orificios e
fundo plano. Cada orificio das microplacas
foi sensibilizado com 2ug do antigeno
diluidos em 100puL de tampdo carbonato,
seguindo-se um periodo de 24 horas para
permitir que o antigeno se adsorvesse as
paredes de cada orificio. Apds a
sensibilizagdo, o excesso de antigeno foi
retirado através de lavagem da placa, por
uma vez, com solucdo de lavagem. A
solucdo para bloqueio de sitios inespecificos
foi adicionada, na ordem de 150uL por
orificio, seguindo-se incubagdo por 30
minutos a 37°C. O excesso de solucdo
tampao de bloqueio foi retirado por duas
lavagens sucessivas. Os soros foram
diluidos em tampdo de incubagdo. Foi
aplicado 100uL da solucdo diluida em cada
orificio, sendo utilizada a dilui¢do 1:400.
Seguiu-se incubagdo por 45 minutos a 37°C
e retirada do excesso do soro diluido por
uma série de cinco lavagens. O conjugado
foi diluido a seu titulo e 100uL desta
diluicdo foi acrescentada em cada orificio.
Apbs nova incubagdo por 45 minutos a

()] . . .
37 C, o excesso de conjugado foi retirado
por nova série de cinco lavagens. A solucao
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do substrato foi entdo preparada e 100uL
acrescentados em cada orificio. A reacdo
ocorreu por 10 minutos a 37°C, quando foi
interrompida pela adicdo de 25uL de
H»2SO4 4N (Merck, Alemanha) em cada
orificio. Em qualquer etapa, apods cada
lavagem, as placas foram secas por inversao
sobre papel absorvente.

As leituras das reagdes foram realizadas em
leitor de ELISA (BioRad. Modelo 550,
Brasil) a 495nm. Os resultados expressos
em valores de absorbancia.

Para cada placa o ponto de corte (cut-off)
foi estabelecido a partir da média dos
valores de absorbancia dos soros dos caes
de area nao endémica, adicionada de trés
vezes o desvio padrdo. As solugbes para a
execucao da técnica foram preparadas como
descrito no ANEXO C.




5.2.4 Pesquisa de anticorpos da classe IgG
e das subclasses IgGl e IgG2 através do
ELISA com a subunidade fucose-manose
ligante (FML)

A deteccio de anticorpos IgG e subclasses
IgG1l e IgG2 especificos anti-Leishmania
foram realizados pelo método ELISA-FML,
nos soros obtidos, de acordo com a técnica
descrita por Palatnik-de-Souza et al. (1995).

O isolamento, caracterizagdo quimica e
dosagem protéica do antigeno FML foram
fornecidos pelo laboratério Fort Dodge®.

Os conjugados utilizados anti-IgGT, anti-
IgG1 e anti-IgG2 de cdo, foram os mesmos
ja descritos em 5.2.3.

A diluigdo otima dos conjugados foi obtida
como descrito anteriormente, sendo que
neste caso os soros foram diluidos 1/100.
Foram utilizadas microplacas de polietileno
(Falcon®, BD Laboratory., USA) de 96
orificios e fundo plano. Cada microplaca foi
sensibilizada com 50uL de antigeno FML a
40pg/mL (2pug/poco) diluidos em tampao
carbonato bicarbonato, por uma hora a
37°C, seguindo um periodo de 12 a 27 horas
a4°C.

Apds o periodo de sensibilizagdo, o excesso
de antigeno foi retirado por meio de cinco
lavagens com PBS-Tween contendo 1% de
leite em p6 desnatado (PBS*), utilizando
piceta, sendo a microplaca, ao final das
sucessivas lavagens, seca sobre papel
absorvente e mantida em geladeira até o
termino da diluigdo dos soros.

Os soros foram adicionados em duplicatas,
50 uL por poco, diluidos 1/100 em PBS*;
quando utilizado soro armazenado com
glicerol a diluicdo foi de 1/50. Seguiu-se
incubacdo por uma hora a 37°C, com
posterior série de cinco lavagens, com
PBS*, como ja descrito.

O conjugado foi adicionado, 50ul por
poco, previamente diluido a seu titulo em
PBS*. A placa foi incubada por uma hora a
37°C, com posterior série de cinco lavagens
com PBS*. Finalizou-se com adicdo de

solucdo do substrato. A reacdo ocorreu em
ambiente escuro, durante 30 minutos. Findo
este tempo, a reagdo foi interrompida por
adicdo de 10uL de acido sulfurico IN. A
leitura foi feita no leitor de ELISA
(BioRad®. Modelo 550, Brasil) com filtro
495nm.

As solugdes para a execugdo da técnica
foram preparadas como descrito no
ANEXO C.

5.2.5 PCR especifica para Leishmania
chagasi

5.2.5.1 Extragdo de DNA

Para o procedimento de extragdo de DNA
foi utilizada a técnica descrita por Da Silva
et al. (2002). Amostras de sangue,
aproximadamente um mililitro, foram
obtidas de caes, estocadas em papel filtro
(FTA® CLASSIC CARD, Dialab) e secas
naturalmente. O papel filtro foi processado
para remogdo de contaminantes enzimaticos
e citotoxicos antes da analise.

Uma pequena por¢do da amostra do papel
de filtro foi coletada, aproximadamente dois
milimetros sendo colocada em tubo de
microcentrifuga  contendo  200uL  de
Tampdo de Lise (Reagentes de
processamento FTA; Gibco BRL). A
amostra foi agitada e incubada por cinco
minutos a temperatura ambiente. Em
seguida foi centrifugada (13000g, 20s) e o
sobrenadante removido. Este procedimento
foi repetido duas a trés vezes. Apos a ultima
lavagem, 200ulL de Tampao TE (10 mM
Tris-HCL, 1mM EDTA, pH 7.5) foi
adicionado no tubo de microcentrifuga
seguindo agitagdo e incubag¢do por cinco
minutos a temperatura ambiente. Foi
realizada entdo centrifugacao (13000g, 20s)
e o sobrenadante obtido foi descartado. Este
procedimento foi repetido duas vezes. O
fragmento de papel de filtro remanescente,
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contendo DNA, foi utilizado para realizagao
da técnica de PCR.

5.2.5.2 Técnica da PCR

Os produtos amplificados pela PCR foram
analisados pela eletroforese em gel de
poliacrilamida 5%, corados pela prata
(Sambroock et al., 1982). Um marcador de
peso molecular de 100pb (Invitrogen, EUA)
foi utilizado.

Evitou-se a contaminagdo da reagdo pelo
uso de diferentes ambientes para o
processamento das amostras, amplificagdo e
analise dos produtos amplificados, além dos
processos rotineiros de descontaminagdo
das areas de trabalho.

A reacdo foi feita em um volume final de
10uL contendo um fragmento de papel de
filtro com DNA; 50mM KCI; 0,2mM de
cada deoxinucleotideo trifosfato (dNTPs)
(Promega USA); 1,5mM de MgCl,; 10mM
de Tris-HC1 pH8,3; 1U de Tag DNA
polimerase (Centro de Biotecnologia —
CENBIOT — RS - Brasil) e 10pmol de cada

iniciador LV1 &
ACGAGGTCAGCTCCACTCC 3) e
LV2 &

CTGCAACGCCTGTGTCTACG 3.
Estes iniciadores sdao especificos para o
complexo L. donovani e amplificam um
fragmento de 100pb (Piarroux et al., 1993).
As condi¢des otimas para amplificagdo do
DNA foram as seguintes: desnaturagdo
inicial a 96°C por cinco minutos e 35 ciclos
consistindo na desnaturagdo a 94°C por 30s,
anelamento a 59°C por 30s, extensdo a 72°C
por 30s e extensdo final a 72°C por dois
minutos (Piarroux et al., 1993). A reagao foi
realizada em um termociclador (MJ
Research PTC-100). Em todas as reagoes
um controle negativo, sem a presenca de
DNA, ¢ dois controles positivos foram
utilizados: um contendo 1Ing de DNA
extraido de cultura de uma cepa de L.
chagasi, MHOM/BR/1967/BH46; ¢ outro
contendo sangue de cdo sabidamente
positivo, depositado em papel filtro.
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5.2.5.3 Eletrofore em gel de poliacrilamida

Os produtos de amplificagdo obtidos por
meio da técnica de PCR-Especifica foram
analisados em géis de poliacrilamida ndo
desnaturante na concentragdo de 5% e
coloragdo por nitrato de prata a 0,1% para
visualiza¢do dos fragmentos amplificados.
Uma aliquota de trés microlitros do produto
amplificado, diluido com igual volume do
tampdo da amostra 2x (0,5% de azul de
bromofenol; 0,5% de xileno-cianol; 60% de
glicerol) foi aplicado em cada canaleta. A
corrida eletroforética foi realizada a 80-100
volts cerca de trés horas, ou seja, com
migragdo de  aproximadamente dois
centimetros do corante xileno cianol. O
tamanho das bandas amplificadas foi
monitorado com a utilizacdo de marcadores
de peso molecular de 100pb (Promega,
Madison, WI, USA). Apos a eletroforese, os
géis foram transferidos para a solugdo
fixadora (etanol absoluto 10%, acido acético
0,5%) durante 10 minutos e revelados pela
coloracdo com 0,1% de nitrato de prata
(AgNO,) diluido em solugdo fixadora por
10 minutos sob  agitacdo  lenta.
Posteriormente, foram lavados em agua
milli-Q rapidamente e seguido da redugdo
dos sais de prata com 3% (p/v) de hidréxido
de s6dio (NaOH) e 0,3% de formaldeido a
37% até a visualizagdo das bandas, segundo
Santos et al. (1993) com modificagdes.
Quando completa, a revelagdo foi
interrompida com a solug¢do fixadora ¢ os
géis fotografados para documentacao.

5.2.6 Imunoistoquimica

O fragmento obtido a partir da biopsia foi
encaminhado ao laboratorio de
Neuroimunopatologia Experimental (NIPE)
do Departamento de Patologia do ICB-
UFMG para realizacdo da técnica de
imunoistoquimica de acordo com Tafuri et
al. (2004), objetivando a pesquisa de formas
amastigotas de Leishmania.



As laminas, contendo cortes parafinados de
tecidos, foram desparafinadas em xilol
(Merck, Alemanha) por 20 minutos,
hidratadas em  solucdo de alcoois
decrescentes (alcool absoluto, 90°, 80° e 70°
respectivamente) e submetidas a um banho
em PBS (“Phosphate Buffer Saline”- pH 7,2,
0,01M) a 10%. Em seguida, realizou-se o
bloqueio da  peroxidase endogena
adicionando-se ao banho de PBS o perdxido
de hidrogénio (Synth, Brasil), 30 volumes
diluida a 4% em PBS, por 30 minutos a
temperatura ambiente. As laminas foram
cobertas com solugdo de bloqueio (12g de
leite em pd desnatado diluido em 200mL
PBS) e incubadas em camara imida por 30
minutos a temperatura ambiente. Logo apos,
o0 anticorpo primario (soro de cdo infectado
com L. chagasi, na diluicao de 1/100 em
BSA-soro albumina) foi adicionado em
quantidade suficiente para recobrir os
fragmentos, sendo as laminas incubadas por
18 a 24 horas em cdmara umida a 4°C.
Adicionou-se entdo o anticorpo secundario
biotinilado (anti-soro de coelho biotinilado
anti-camundongo, IgGl, na dilui¢do de
1/100-DAKO- LSAB 2 System, Peroxidase-
K0675) e as laminas foram novamente
incubadas em cdmara imida por 30 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se o complexo estreptoavidina
peroxidase (Dakocytomation Inc., EUA), e
incubou-se por 30 minutos em camara
umida a temperatura ambiente. A reacgdo foi
revelada utilizando-se solucdo de
Diaminobenzina (DAB) a 0,024% em PBS
acrescida de solugdo de perdxido de
hidrogénio 40 volumes a 0,16% em PBS,
por cinco minutos & temperatura ambiente.
Em seguida, as laminas foram lavadas em
agua corrente ¢ foi realizada uma contra-
coloragdo com Hematoxilina de Harris
(Merck, Alemanha). As laminas foram entdo
desidratadas em  alcoois  crescentes,
diafanizadas em xilol e montadas com
balsamo do Canadd (Entellan®, Merck,
Alemanha). Foi utilizado um controle
negativo ¢ um controle positivo. Como
controle negativo, utilizou-se soro de cdo

normal na dilui¢do de 1/100 e/ou PBS, em
substitui¢do aos anticorpos primarios. Como
controle positivo foi utilizada uma lamina
com corte histologico de bago de um céo
naturalmente infectado. A leitura foi
realizada em microscopio Otico utilizando
objetiva de imersao.

5.3 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a
analise pelo programa Instat (Graphpad
Estados Unidos). Considerando a natureza
ndo paramétrica dos dados, que ndo
obtiveram normalidade apds transformagao,
foram submetidos aos testes de Mann &
Whitney e Kruskal-Wallis (Sampaio, 2002).
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6 RESULTADOS e DISCUSSAO

6.1 Aspectos clinicos dos cies vacinados e
cies naturalmente infectados

Durante a anamnese dos cdes vacinados
(CV) ndo foi relatada, pelos proprietarios, a
ocorréncia de reagdo local ou sistémica e ou
alteragdes comportamentais dos animais,
apos as trés doses iniciais e dois reforgos
anuais da vacina a que foram submetidos.

Ao exame clinico dos 30 CV, 25 (83,3%)
ndo apresentaram alteracGes aparentes,
sugestivas de infec¢do natural por L.
chagasi. Em dois (6,7%) observou-se
aumento discreto dos linfonodos cervicais
superficiais; trés (10%) apresentaram
alteragdes dermatoldgicas, sendo que um
dos animais apresentava area de alopecia,
descamacdo ¢ crostas no seio nasal, base da
orelha direita ¢ dedos das patas anteriores; o
segundo, area de alopecia no dorso; € o
terceiro, lesdo na regido inferior direita da
mandibula com presenca de alopecia,
crostas e exudag@o sanguinolenta.

Dos 30 cdes naturalmente infectados, 15
ndo apresentavam sinais compativeis com a
doenga e foram classificados como
assintomaticos (CA) os outros 15 foram
classificados como sintomaticos (CS) por
apresentarem pelo menos um  sinal
sugestivo de LV.

O exame clinico, dos cdes do experimento,
confirma dados anteriores de Da Silva et al.
(2001), que avaliaram por dois anos cdes
vacinados residentes em uma regido com
elevada incidéncia de LV. Os autores
observaram que dos 58 cées vacinados
apenas cinco (8,0%) apresentaram sintomas
discretos LV. De forma semelhante, Borja-
Cabreira et al. (2002) avaliaram a eficacia
dessa vacina acrescida de QuilA (1mg)
durante 41 meses, em darea também
endémica. Ao final do experimento, dos 44
cdes vacinados, apenas um animal

40

desenvolveu a doenga fatal no quarto ano da
avaliacdo e outro apresentou sinais discretos
de LV.

Parra et al. (2007) avaliando a seguranca
desta vacina, ja licenciada pelo Ministério
da  Agricultura e denominada de
Leishmune®™, acompanharam um grupo de
600 caes. Verificou-se a manifestagao de
dor local (40,87%), anorexia (20,48%),
apatia (24,14%), edema local (15,90%),
vomito (2,4%) e diarréia (1,5%) de forma
discreta e transiente durante as trés
primeiras  administragdes da  vacina.
Considerando os dados obtidos durante a
anamnese dos cdes, neste trabalho, nao
foram relatadas estas alteragdes pelos
proprietarios, no que tange as primeiras trés
administracdes e os dois refor¢os anuais da
vacina.

Tendo em vista a avaliagdo clinica do céo
suspeito de ser acometido por LV esta é,
muitas vezes, inconclusiva para se
caracterizar o diagnostico da doenga (Ferrer,
1999; Gradoni, 2002). Estes autores
ressaltam o grande pleomorfismo inerente a
doenga e a possibilidade de outras afecgdes
manifestarem  sintomatologia  similar.
Extrapolando estas consideracdes para o
exame clinico dos CV torna-se importante a
realizacdo de outros exames laboratoriais ¢
considerar a presenca de outras possiveis
afeccdes, uma vez que, somente os sinais
clinicos podem ndo ser conclusivos para
diagnostico de LV.



6.2 Avaliacido da resposta imune humoral
dos caes vacinados e cies naturalmente
infectados

A presenga de anticorpos especificos anti-
Leishmania, 1gG total (IgGT) e as subclasses

IgG1 e IgG2, foram verificadas e analisadas
através do ELISA utilizando dois antigenos.
Este procedimento foi precedido da titulagdo
dos conjugados anti-IgGT, IgG1 e IgG2 de
cdo (TAB 1).

TABELA 1

Titulo obtido para a utilizagdo dos conjugados anti-IgG total, anti as fragdes IgG1 e IgG2 para o teste

ELISA-ASL e ELISA-FML

Anti-imunoglobulina G Titulo do Conjugado
de cao *ELISA-ASL **ELISA-FML
IgGT 1/10000 1/2000
IgG1 1/5000 1/12800
1gG2 1/25000 1/2000

ASL= antigeno soluvel de Leishmania;, FML= fucose manose ligante. *Dilui¢do do soro 1/400.

**Dilui¢do do soro 1/100

Os anticorpos IgGT e suas subclasses IgG1 ¢
IgG2 foram pesquisados pelos testes do
ELISA empregando o antigeno soltvel de
Leishmania (ASL) e a subunidade fucose
manose ligante (FML), individualmente no
soro de cada um dos animais, graficos em
ANEXO D.

Os resultados aqui apresentados s@o
expressos pela média dos valores de
absorbancia encontrados no soro, para cada
grupo: 1 cdes vacinados (CV) e 2 animais
naturalmente infectados: cdes assintomaticos
(CA) e caes sintomaticos (CS) e para cada
um dos antigenos.
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FIGURA 1: Média dos valores de absorbancia para a determinacgdo da presenga de IgG total em
soros de cdes vacinados e cdes portadores de leishmaniose visceral pela ELISA-ASL e ELISA-
FML. Médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pela andlise de

variancia. CV= cdo vacinado; CA= cio assintomatico; CS= cdo sintomaticos. ASL= antigeno soltvel de Leishmania;
FML= fucose manose ligante. *Dilui¢do do soro 1/400; **Dilui¢do do soro 1/100

Quando as médias das densidades oOticas
foram avaliadas, considerando os grupos
experimentais 1 (CV) e 2 (CA e CS), para
o teste do ELISA-ASL ndo foi observada
diferenca estatistica entre elas. Entretanto,
quando tais médias foram comparadas na
ELISA-FML, a média apresentada pelos
animais vacinados foi significativamente
superior (p<0,001) em comparagdo aos
valores verificados para o grupo 2. Nao
houve diferenca significativa entre os
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animais assintomaticos € sintomaticos,
dentro do grupo 2.

Para o grupo dos CV a média de
reatividade de IgGT no ELISA-FML foi
significativamente superior (p<0,0001) em
relacdo aos valores fornecidos pela ELISA-
ASL. Nio houve diferenca estatistica entre
os animais naturalmente infectados (CA e
CS) para os dois testes.




A média dos valores de absorbancia da
subclasse IgGl, especifica anti-

Leishmania, estdo apresentados na FIG 2.
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FIGURA 2: Média dos valores de absorbancia para a determinag¢do da presenga de IgGl em
soros de cédes vacinados e cdes portadores de leishmaniose visceral pela ELISA-ASL e ELISA-

FML. Médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pela andlise de
variancia. CV= cdo vacinado; CA= cfo assintomatico; CS= cdo sintomaticos. ASL= antigeno soltvel de Leishmania;
FML~= fucose manose ligante. *Diluigdo do soro 1/400; **Dilui¢do do soro 1/100

A comparagdo das médias das densidades
de leitura Otica, dentro dos grupos
experimentais considerando a ELISA-ASL,
mostra diferenca estatistica
significativamente inferior entre a média da
absorbancia apresentada pelos soros dos CV
em relacdo a dos CA (p<0,001) e CS
(p<0,005). As médias dos valores de

absorbancia dos CA e CS nao apresentaram
diferenga estatistica. Quando o teste
empregado foi o ELISA-FML, nao se
observou diferenga significativa na medida
da produgao de IgGl1.

Quando comparadas as médias obtidas na
avaliacdo dos dois grupos, entre os dois
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ensaios, houve diferenca estatisticamente A FIG 3 mostra os resultados das médias

significativa entre as médias dos CV e dos dos valores de absorbancia dos grupos de
CS (p<0,0001), sendo que, o ELISA cdes avaliados em relacdo a reatividade da
utilizando o antigeno FML foi capaz de subclasse de 1gG2.

fornecer médias de densidade Otica mais
elevadas, para ambos.
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FIGURA 3: Média dos valores de absorbancia para a determinagdo da presenca de IgG2 em
soros de cdes vacinados e cdes portadores de leishmaniose visceral pela ELISA-ASL e ELISA-

FML. Médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade pela anélise de
variancia. CV= cdo vacinado; CA= cio assintomatico; CS= cdo sintomaticos. ASL= antigeno soltvel de Leishmania;
FML~= fucose manose ligante. *Diluigdo do soro 1/400; **Dilui¢do do soro 1/100

A comparagdo das médias dos valores de estatistica. Na ELISA empregando a
absorbancia dos grupos 1 e 2, sob a dtica da subunidade FML, a andlise estatistica dos
ELISA-ASL, nf3o apresentou diferenca resultados demonstrou que o grupo 2
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apresentou reatividade de IgG2
significativamente superior (p<0,001) em
comparagdo a média do grupo CV. Nio
houve diferenga estatistica, quando da
avaliagdo das médias dos valores de
absorbancia, entre o grupo CA e dos CS.

Os valores obtidos das médias da densidade
otica dos testes dos CV, considerando os
dois antigenos empregados, apresentaram
diferenga  estatistica  significativamente
(p<0,0001) superior na ELISA empregando
o antigeno ASL. A compara¢do das médias
de densidade otica do grupo 2 ndo
apresentou diferenca estatistica.

A produgdo das subclasses de IgG, IgGl e
IgG2, tem sido apresentada como de perfil
diferente entre os animais vacinados e
aqueles doentes e ainda, com modulagdo
entre 0os animais assintomaticos e aqueles
com sinais clinicos da doenga.

As médias de densidade otica das subclasses
IgG1 e IgG2 dentro de cada grupo de caes
avaliados e sua relacdo (IgG1/IgG2) foram
analisadas e os resultados encontram na
TAB 2.

TABELA 2

Relagdo das médias de densidade otica de IgGl e IgG2 e relagdo IgG1/IgG2 na ELISA-ASL e na

ELISA-FML, dentro de cada grupo experimental.

*ELISA-ASL **ELISA-FML
Subclasses de IgGT Subclasses de IgGT
IgGl1 1gG2 IgGl1 1gG2
Grupos & £ IgGl/ g £ IgGl/
I1gG2 1gG2
X SD X SD X SD X SD
CV (30)  0,033" 0,028 0,486" 0,319  0,0685 0,193% 0,119 0,217* 0,050  0,8926
CA(15)  0,138" 0,112 0,334 0,155  0,4146  0,135" 0,096 0,373% 0,122 0,3631
CS(15)  0,090" 0,073 0,424* 0,175 02122  0,175° 0,098 0,419% 0,081 0,4192

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na horizontal ndo diferem ao nivel de 5% de probabilidade
pela andlise de varidncia. CV= cdo vacinado; CA= cdo assintomatico; CS= cdo sintomaticos. ASL=
antigeno soluvel de Leishmania;, FML= fucose manose ligante. *Dilui¢ao do soro 1/400; **Dilui¢ao do

soro 1/100

Avaliados sob a dtica da ELISA-ASL as
médias das densidades Oticas para
identificar IgGl e IgG2 mostraram
diferenga significativa. A presencga de IgG2
foi superior a IgG1 para os CV (P<0,0001)
e para os CA e CS (p<0,001).

Na ELISA-FML, as médias dos valores de
absorbancia das duas subclasses foram
diferentes entre os animais vacinados e os
naturalmente infectados. Entre os animais
vacinados os valores de IgG1 e IgG2 foram

equivalentes. Nos animais portadores (CA e
CS) as medidas de IgG2 foram superiores
aquelas de IgGl com significancia
(p<0,0001).

A relagdo IgG1/IgG2 foi sempre inferior a
um, independente do antigeno empregado
para o teste e da categoria clinica do animal.
O fato das técnicas  soroldgicas
convencionais utilizarem antigenos brutos,
formas integras de promastigotas ou
amastigotas, ou extratos soluveis do parasito
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limita consideravelmente a especificidade
do teste. Assim, tém sido estudados
antigenos da Leishmania que proporcionem
testes mais especificos (Alvar, 2004).
Segundo Rosati et al. (2003) a tecnologia

recombinante,  juntamente com a
caracterizacdo  genética de  antigenos
imunodominantes, permitiu 0

desenvolvimento de uma segunda geracdo
de ensaios imunoenzimaticos. Desta forma,
a performance de um imunoensaio, como o
ELISA, pode ser afetada pela qualidade do
antigeno usado.

A avaliagdo do potencial diagnostico da
ELISA-FML foi realizada anteriormente em
humanos acometidos pelo calazar e
posteriormente em caes com LV (Gontijo e
Melo, 2004). Cabrera et al. (1999)
avaliaram este método no diagndstico de
animais parasitologicamente positivos para
LVC. Foi comparado, dentre outros, o poder
diagnostico da ELISA-FML com o da
ELISA utilizando antigeno soltvel de
formas promastigotas de L. mexicana.
Observou-se que na ELISA-FML a
sensibilidade ¢ o valor preditivo foi de
100%, para ambos, ¢ na ELISA com ASL
de L. mexicana foi de 55,6% e 43%,
respectivamente.

De acordo com a literatura a resposta imune
humoral, presente nos cdes acometidos pela
LV, é muito intensa com a presenga de
elevados niveis de anticorpos IgGT
especificos anti-Leishmania (Gradoni, 2002;
Canavate et al., 2005), de forma que, cées
vacinados apresentam soropositividade de
IgGT anti-Leishmania, obtida apdés o
completo esquema vacinal, qualitativamente
indistinta daquela presente em cdes
naturalmente (Da Silva et al., 2001; Borja-
Cabreira et al., 2002; Mendes et al., 2003)
ou experimentalmente infectados (Cabreira
et al., 1999).

Neste trabalho, os valores médios de
densidade dtica de IgGT especifica,
apresentada pelo grupo dos CV, foi
significativamente superior aos valores
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encontrados para o grupo 2 (CA e¢ CS) na
ELISA-FML. Estes dados concordam com
os de Da Silva et al. (2001) e Borja-Cabrera
et al. (2002). Os autores observaram que a
resposta imune humoral induzida pela
vacina-FML pode ser analisada nao
somente pela propor¢do de soroconversio,
mas também pelo incremento dos valores de
absorbancia.

Estudos relativos a diversidade da resposta
imunoldgica, em caes acometidos por LV, e
conseqiiente capacidade de combater a
doenca foi verificada por alguns autores.
Segundo Fisa et al. (1999), cdes machos
mais velhos eram mais freqlientemente
infectados; Acedo-Sanchez et al. (1996)
verificaram que a prevaléncia da
leishmaniose visceral, por grupos de idade,
revelou indices mais elevados em cées entre
trés e quatro anos, seguido de cdes com
quatro a cinco anos; Solano-Gallego et al.
(2000) avaliando a resposta humoral de caes
da raga Ibizian Hound observaram que estes
se apresentavam mais resistentes a infecgdo
pela Leishmania por serem capazes de
estabelecer uma expressiva resposta celular
efetiva contra a infeccdo.

No atual estudo a avaliagdo dos niveis de
densidade otica de IgGT nos CV foi melhor
caracterizada na ELISA-FML e este teste
foi capaz de diferenciar o grupo vacinado
daquele naturalmente infectado.
Considerando isto e tendo em vista a
heterogeneidade da populag@o canina sob os
aspectos de raga, sexo ¢ idade ¢ importante
a ampliacdo do grupo experimental com
realizacdo de pesquisas em populagdo
canina vacinada e doente, em area
endémica, para o possivel estabelecimento
de um ponto de corte entre o resultado
apresentado por cdes vacinados e pelos caes
naturalmente infectados.

As campanhas epidemiolégicas de controle
da LV fundamentam-se na detec¢dao de
IgGT anti-Leishmania. As circunstancias de
similaridade da soroconversdo de cées



vacinados e cédes infectados conduziram a
uma tentativa de avaliar os niveis das
subclasses de IgG1 e IgG2 especificos anti-
Leishmania. Neste trabalho, a avaliacdo da
presenca das subclasses IgGl e IgG2, na
ELISA, revelou diferenga  estatistica
significativa com o antigeno convencional
(ASL) para IgG1 e a subunidade FML para
IgG2, entre os cdes do grupo vacinado e
naturalmente infectado.

O ELISA convencional emprega o antigeno
solavel de  Leishmania, que ¢
tradicionalmente derivado de culturas in
vitro de promastigotas e consistem em um
repertorio de pelo menos 30 antigenos
somaticos e inameros componentes de
superficie (Tavares et al., 2003). O antigeno
FML ¢é um complexo glicoprotéico da
superficie de formas promastigotas e
amastigotas de L. donovani (Palatnik-de-
Souza et al., 1994). O principal componente
imunoprotetor deste ligante consiste em
uma fracdo glicoprotéica de 36-kDa
denominada GP-36 (De Souza et al., 2001)
e a nucleosideo hidrolase representa um
componente  antigénico desta fragdo
(Santana et al., 2002). Estes ultimos autores
relatam que o teste ELISA empregando a
subunidade =~ FML  demonstrou  um
comportamento similar na avaliagdo imume
humoral de caes assintomaticos e caes
sintomaticos. Os resultados observados no
atual trabalho sfo concordantes com a
observagdo destes autores. Foi ainda
verificado por estes autores que a fragdo
nucleosideo hidrolase, utilizada no teste
ELISA, reagiu preferencialmente com a
imunoglobulina do subtipo IgGl, que no
estudo estava presente principalmente em
caes sintomaticos.

E importante ressaltar que, a subunidade
glicoprotéica fucose-manose (FML) além de
ser utilizada como potencial antigeno no
diagndstico e prognostico de caes com LV
(Cabrera et al., 1999) representa um dos
componentes da vacina, sendo importante
imunogeno de membrana capaz de induzir

uma resposta imune humoral e celular
efetiva em cdes de areas endémicas (Da
Silva et al., 2001). Assim, o cdo vacinado
com esta subunidade desenvolve uma
resposta imune humoral especifica anti-
FML.

No grupo de cdes avaliados neste trabalho, o
teste ELISA-ASL foi capaz de diferenciar
os cées vacinados dos cédes portadores, pelas
médias de absorbancia da subclasse IgGl.
Considerando que a produgdo do antigeno
soluvel de Leishmania é fundamentada em
um extrato bruto, portanto com a presenga
de wvarios antigenos somaticos e de
superficie, talvez ndo ocorra a exposi¢do de
epitopos que reajam de forma ‘“mais
especifica” com a fracdo IgGl anti-FML,
produzida pelos caes vacinados.
Considerando que o grupo de cdes
infectados  avaliados  neste  trabalho
apresentaram  [gGl  significativamente
superior aos valores encontrados pelos caes
vacinados talvez se possa, através de uma
ampliagdo populacional, estabelecer um
ponto de corte entre os cdes vacinados e
caes portadores de LV, empregando o teste
ELISA-ASL e considerando a subclasse
IgGl.

Na avaliacdo da subclasse IgG2 verificou-se
que o teste ELISA empregando a
subunidade FML foi capaz de diferenciar o
grupo dos animais vacinados do grupo dos
portadores. Os cdes naturalmente infectados
apresentaram média de densidade oOtica de
IgG2 superior em relagdio a média
encontrada nos cédes vacinados. Enquanto o
teste empregando o antigeno solivel de
Leishmania nao foi capaz de diferencia-los.
No entanto, quando os dois testes foram
comparados entre si, 0 que empregou o
antigeno soluvel de Leishmania forneceu
valores mais elevados de absorbancia.
Considerando a presenca de fragdes
antigénicas com maior afinidade a uma
determinada subclasse de imunoglobulina,
como descrito por Santana et al. (2002),
talvez o reconhecimento desta subclasse
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IgG2 anti-FML seja mais efetivo quando se
considera o ASL embora nao tenha sido
capaz de diferenciar os grupos. Desta forma,
estudos posteriores com ampliagdo do grupo
populacional devem ser feitos.

O cdo apresenta relevante papel na
epidemiologia da LV urbana. Os estudos que
visam melhor conhecimento da resposta
imunologica destes animais sdo importantes,
tanto no sentido de poder extrapolar
consideragoes acerca do quadro clinico
apresentado, quanto para acompanhamento
de animais tratados e atualmente no
acompanhamento de cd@es vacinados. A
discussdo entre autores, sobre a presenga de
uma  determinada  subclasse e a
conseqiientemente predisposicao da
manifestacdo ou ndo da sintomatologia em
caes infectados, ¢é ainda controversa
(Barbiéri, 2006).

Os resultados apresentados aqui
concordaram em parte com os resultados
obtidos por Leandro et al. (2001) e Reis et
al. (2006). Estes observaram que a presenca
dos sinais classicos da doenga, ou seja, a
morbidade da doenca estava associada a
uma marcada resposta imune humoral com
elevados niveis da subclasse IgG2.
Realmente, a média dos valores de
densidade otica da subclasse IgG2 dos CS
foram significativamente superiores as
médias encontradas para IgGl, nos dois
ensaios imunodiagnosticos. Entretanto, este
mesmo resultado foi encontrado para o
grupo de CA.

Os resultados do trabalho, média dos
valores de absorbancia de IgG2 superiores
aos de IgGl para o grupo de CA e CS,
concordam com os de Bourdoiseau et al.
(1997). Estes observaram que, na avaliagdo
inicial de seis cdes assintomaticos
naturalmente infectados e oito caes
sintomaticos naturalmente infectados todos
apresentavam elevados niveis tanto de IgG1
quanto de IgG2, sendo que os niveis de
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IgG2 apresentavam-se significativamente
mais elevados.

A comparacdo sorologica das médias de
densidade oOtica das subclasses de IgGl e
IgG2 nos CV, considerando a ELISA-ASL,
revelou que a média do valor de
absorbancia da subclasse IgG2 foi
significativamente  superior ao  valor
encontrado para IgGl. Na ELISA-FML,
entretanto, ndo houve diferenca entre as
médias das subclasses de IgG. Esta
equivaléncia das subclasses de IgG1 e IgG2
concordam com a avaliagdo de Borja-
Cabrera et al. (2002), em que quatro caes
vacinados apresentaram elevados niveis
tanto de IgG1 quanto de IgG2.

No entanto, em estudos posteriores do
mesmo grupo, Mendes et al. (2003)
avaliando 68 cées vacinados com a vacina-
FML QuilA observaram que o subtipo de
IgG2 foi predominante. Estes autores
mencionam que o incremento desta
subclasse, na resposta imune humoral de
cdes vacinados, pode ser uma maneira
indireta de evidenciar a presenga de uma
resposta celular, servindo desta forma como
um marcador de protecdo. Entretanto, no
atual trabalho observou-se que na ELISA-
FML esta diferenca entre os isotipos nao foi
observada. Mendes et al. (2003) mencionam
ainda que a razdo de IgG1/IgG2< 1 poderia
ser indicativo de uma resposta protetora
encontrada em cées vacinados e que a razéo
IgG1/1gG2> 1 poderia indicar a presenca da
doenga. Neste trabalho esta razdo, tanto para
os cdes vacinados quanto para o grupo de
cdes naturalmente infectados, apresentou
valor inferior a um.

6.3 Avaliacdo parasitolégica dos caes
vacinados e cdes naturalmente infectados

As amostras de sangue periférico obtidas
dos cdes vacinados (FIG 4-6), depositadas
em papel filtro proprio, foram negativas no



exame por PCR especifica. Este mesmo doentes sendo que, 28,6% (4) apresentaram
procedimento foi realizado com 14 caes resultado positivo (FIG 7).

FIGURA 4 - gel de poliacrilamida 5%, corado pela prata, mostrando produtos amplificados (PCR) em nove caes
vacinados. PM= marcador de peso molecular de 100pb. BH46= 1 ng de DNA extraido de cultura de uma cepa de L.
chagasi, MHOM/BR/1967/BH46. Numeros 1-9= cdes vacinados. B= branco. BP= branco papel. CP= controle
positivo contendo sangue de cdo sabidamente positivo, depositado em papel filtro. CN= controle negativo contendo
sangue de cdo sabidamente negativo, depositado em papel filtro

FIGURA 5 - gel de poliacrilamida 5%, corado pela prata, mostrando produtos amplificados (PCR) em dez cées
vacinados. PM= marcador de peso molecular de 100pb. BH46= 1 ng de DNA extraido de cultura de uma cepa de L.
chagasi, MHOM/BR/1967/BH46. Ntimeros 10-19= cies vacinados. B= branco. BP= branco papel. CP= controle
positivo contendo sangue de cdo sabidamente positivo, depositado em papel filtro. CN= controle negativo contendo
sangue de cdo sabidamente negativo, depositado em papel filtro
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FIGURA 6 - gel de poliacrilamida 5%, corado pela prata, mostrando produtos amplificados (PCR) em 11 cies
vacinados. PM= marcador de peso molecular de 100pb. BH46= 1 ng de DNA extraido de cultura de uma cepa de L.
chagasi, MHOM/BR/1967/BH46. Nimeros 20-30= cdes vacinados. B= branco. BP= branco papel. CP= controle
positivo contendo sangue de cdo sabidamente positivo, depositado em papel filtro. CN= controle negativo contendo
sangue de cdo sabidamente negativo, depositado em papel filtro.

FIGURA 7 - gel de poliacrilamida 5%, corado pela prata, mostrando produtos amplificados (PCR) em 14 caes
naturalmente infectados. PM= marcador de peso molecular de 100pb. BH46= 1 ng de DNA extraido de cultura de
uma cepa de L. chagasi, MHOM/BR/1967/BH46. Ntimeros 1-14= cdes portadores de LV. B= branco. BP= branco
papel. CP= controle positivo contendo sangue de cdo sabidamente positivo, depositado em papel filtro. CN= controle
negativo contendo sangue de cdo sabidamente negativo, depositado em papel filtro

Da Silva et al. (2004) avaliaram o baixas temperaturas. Em trabalho posterior

diagndstico de LV humana utilizando
sangue periférico estocado em papel-filtro.
Os resultados indicaram que dos 85
pacientes com sintomatologia, a PCR foi
positiva em 71,7%, ao passo que a sorologia
foi positiva em 49,4%. Como vantagens
desta técnica foram citadas, a facilidade da
coleta do  material para  analise,
simplificacdo, rapidez e ndo utilizacdo de
solventes orginicos no protocolo de
extragdo do DNA, além da facilidade de
estocar o material que ndo necessita de
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Da Silva et al. (2006) avaliou esta técnica
no diagnodstico da leishmaniose visceral em
cdes. Foi verificado que dos 36 cdes que
apresentaram  microscopia e  cultura
positivas para Leishmania 28 (77,7%)
também o foram na avaliacdo pela PCR de
sangue depositado em papel filtro. Os
achados verificados por estes autores ndo
concordam com a sensibilidade encontrada
neste trabalho, cujo resultado foi positivo
em quatro cdes (28,6%) dos 14
naturalmente infectados avaliados.



Genaro (1993) avaliando a pesquisa de
parasitos no sangue circulante, através de
leucocultura seriada, durante cinco semanas,
em  cinco caes experimentalmente
infectados, observou positividade em 60%
destes. Sendo que um animal foi
persistentemente positivo, enquanto que em
outros dois, o parasito foi encontrado em
uma uUnica vez. Considerando, a carga
parasitaria nos tecidos, Solano-Galego et al.
(2001) relatam que a infecgdo pela
Leishmania pode apresentar um carater
tecido-dependente em cées, com a presencga
de tropismo tecidual e conseqiiente variagao
de freqiiéncia da deteccdo do DNA do
parasito.  Assim, fatores como o
desconhecimento do momento da infec¢do
dos cdes conjuntamente a possibilidade de
oscilagdo da parasitemia, em um mesmo
animal, podem influenciar o resultado
diagnodstico de técnicas cujo material de
escolha for o sangue periférico.

A avaliagdo da presenca do parasito na pele
de orelha, pela técnica de imunoistoquimica,
foi negativa em todos os 19 cdes vacinados
avaliados e positiva em seis (42,9%) dos 14
cées naturalmente infectados.

O encontro da Leishmania na pele de caes
naturalmente infectados por LV e sua
conseqiiente importancia epidemioldgica ¢
relatada por Deane e Deane (1954).
Trabalho de Travi et al. (2001) sugere uma
distribuicdo desigual deste parasito na pele
dos cées e relata uma maior incidéncia na
pele da orelha. Confirmando estes dados,
Xavier (2002) demonstra a presenca de
maior parasitismo cutdneo na pele da orelha
em comparagdo a pele do abdéomen e do
focinho.

Considerando a avaliagdo clinica dos 30
cdes vacinados observou-se, como ja
descrito, alteracdes em cinco caes
envolvendo linfonodos ou tegumento. Estes
animais pertencem aos 19 caes avaliados.
Sendo assim, mesmo sendo cdes residentes
de area endémica de LV e representando um
grupo que foi avaliado cinco meses apds a

ultima revacinacdo anual, realizada em
outubro de 2005, que corresponde ao
segundo refor¢o anual, estes apresentaram
negatividade na avaliagdo pela
imunoistoquimica da pele de orelha. Os
resultados  encontrados neste  estudo
concordam com os dados de Nogueira et al.
(2005), referentes a 32 cdes vacinados com a
Leishmune®. Os autores verificaram que
todos os cdes vacinados foram negativos na
avalia¢do pela imunoistoquimica, 11 meses
apos o esquema vacinal completo, ao passo
que, 25% dos 40 cdes portadores da afeccéo
foram positivos.

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose,
sendo o cdo doméstico o principal
reservatorio urbano e periurbano. O
desenvolvimento de vacinas ou
imunoprofilaticos representa uma alternativa
importante na busca pelo controle desta
doenga. A Leishmune®, vacina de segunda
geragdo, esta presente na rotina das clinicas
veterinarias no Brasil desde o ano de 2003,
quando foi licenciada pelo Ministério da
Agricultura. Considerando que se trata de
uma vacina recente no mercado e representa
eminente papel no possivel controle da LV,
o atual estudo caracteriza a importancia da
avalia¢do de cdes que foram submetidos ao
esquema vacinal e estdo expostos a infecg¢ao
natural e aponta a necessidade de ampliagdo
dos estudos para melhor caracterizagdo deste
grupo de caes.
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7 CONCLUSOES

O exame clinico de caes vacinados
em 2003 e revacinados anualmente até 2005
revelou que 83,3% apresentam-se
clinicamente normais, sem sinais
compativeis com leishmaniose visceral.

A técnica da ELISA, utilizando a
subunidade fucose-manose ligante (FML),
foi capaz de diferenciar cdes vacinados de

cdes naturalmente infectados em relacdo a
IgGT e a subclasse IgG2.

A técnica ELISA, utilizando o
antigeno soluvel de Leishmania (ASL) de
formas promastigotas Leishmania chagasi,
foi capaz de diferenciar cdes vacinados de
cdes naturalmente infectados, em relacdo a
subclasse 1gG1.

A relagdo IgG1/IgG2 inferior a um
foi verificada para todos os grupos avaliados
neste estudo, indicando que esta ndo foi
capaz de diferenciar os cdes vacinados dos
cées naturalmente infectados.

Os caes vacinados e expostos a
infeccdo, em area endémica de leishmaniose
visceral, apresentaram resultado negativo na
avaliacdo pela PCR de sangue depositado
em papel filtro e imunoistoquimica da pele
de orelha, 2 anos e trés meses apds o inicio
do esquema vacinal pela Leishmune®.
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ANEXO A

FICHA CLINICA
Proprietario:
Rua/Av:
Bairro: Cidade/Estado:
CEP: : - Telefones:
Animal: Espécie:
Raca: Cor: Idade:
Sexo: Peso:

Vacinacdo com Leishmune®™:
1*dose: / / 2*dose:_ /[ 3*dose: [/ /

Refor¢o anual:  / / [/

Anamnese e exame clinico
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 134/2006, relativo ao projeto intitulado
“Avaliagdo do perfil humoral de cdes vacinados com Leishmune®
residentes em 3reas endémicas de Leishmaniose visceral canina. ", que tem
como responsavel Adriane Pimenta da Costa Val Bicalho , estd de acordo com
os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFM@G), tendo sido aprovado na reunido de
22/ 11/2006.

Este certificado expira-se em 22/ 11 / 2011.

CERTIFICATE

We _héreby certiﬁ{ that the Protocol n(; 134/2006, related to the projact entitled
“Evaluation of the humoral immune. response of vaccinated dogs with
Leishmune® Iliving in endemic area of canine visceral Iéishmaniasis”, under
the supervision of Adriane Pimenta da Costa Val Bicaiho, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee
in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in November
22, 2006.

This certificate expires in Nowvember 22, 2011.

Belo Horizonte, 27 de Novembro de 2006.

/QLU{UE
Prof. Humberto Pereira Oliveira
Presidente do CETEA/UF

Unijversidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampuiha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefcne: (31) 3499-4516 — Fax* {(31) 34994516
www.ufing.br/bioeticalcetea - cetea@pripg.ufma.by

(Mod.Ceri. v1.0)
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ANEXO C

1.1 SOLUCAO PARA REALIZACAO DA RIFI

= Solu¢io de Tampao Fosfato (PBS) pH 7,4

Na,HPO, (Merck, Alemanha) 1,20¢g
NaH,PO, H,0 (Merck, Alemanha) 0,22g
NaCl (Merck, Alemanha) 8,5¢g
H,O destilada g.s.p. 1000mL

=  Soluc¢ao de Azul de Evans 1:100

Azul de Evans (Sigma) 0,1g 0,05¢g
H,O destilada g.s.p. 10,0mL 5,0mL
Azul de Evans 50uL

PBS — Tween 80 a 2% 2950uL

=  Glicerina Tamponada

Glicerina P.A. (Merck) 75 mL
Salina Tamponada (especial) 25 mL

Salina Tamponada (especial)
Solugdo 1
0,1M-- Na,HPO, .7 H,0 ----0,268g / ou .2 H,O ----- 0,178¢g

Solugdo 2
O,IM--- NaH2P04 X HzO----O, 1 38g
Em 10 mL de adgua destilada

0,025¢g
2,5mL

Tomar 9,45mL da solugdo 1, adicionar 0,55mL da solugdo 2 dando um pHS8,0.
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1.2. SOLUCOES PARA REALIZACAO DA ELISA CONVENCIONAL

= Solucio de Tampao Fosfato (PBS) pH 7,6

Na,HPO, (Merck) 3,30g ou 4,136g x 2 H,O
NaH,PO,x H,O (Merck) 0,39g ou 0,3215g x 2 H,O
NaCl (Merck) 21,25g (17g/2litros)

H,O destilada g.s.p. 2,5 litros

= Tampiao Carbonato (Coating Buffer)

Na,CO; (Merck) 1,59¢g
NaHCO; (Merck) 2,93¢g
H,O destilada g.s.p. 1 litro

Viavel por 15 dias a 4°C.

=  Solu¢ao de Lavagem

NaCl (Merck) 9¢g

Tween 20(Merck) 0,5mL

H,O destilada q.s.p. 1 litro
Manter a 4°C

= Tampio de Bloqueio

PBS pH 7,6 1000mL
Caseina (Sigma, Alemanha) 20g

Aquecer o PBS a aproximadamente 90°C, adicionar a caseina lentamente, agitando com bastao.

Filtrar. Conservar a -20°C.
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= Tampio de Incubacio

PBS pH 7,6 1000mL
Tween 20 0,5mL
Caseina (Sigma, Alemanha) 2,5¢

Aquecer o PBS a aproximadamente 90°C, dissolver a caseina e colocar o Tween. Conservar a -
20°C.

=  Tampio do Substrato ou Tampio do Acido Citrico

Na,HPO, ) 7,19g 0ou 9,012g x 2 H,O
CsH0O5. H,0O (Acido Citrico) (Merck) 5,19g ou 5,7g x 2 H,0O
H,O0 destilada 1 litro

=  Soluc¢ao do Substrato

Orto-phenyledamidina (Sigma® Aldrich, EUA) 10mg
H,0, (30V) 4uL
Tampao do Acido Citrico 10mL

Preparar na hora do uso

- HzSO4 4N

H,S0O, concentrado (Merck) 480mL
H,O gsp 1000mL
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1.3. SOLUCOES PARA REALIZACAO DA ELISA-FML

= Tampiao Carbonato Bicarbonato pH 9,6

Solugio A

NaHCO; 0,06M 5,0406g/L
Agua milliqui q.s.p. 1 litro.
Soluc¢io B

Na,CO; 0,06M 6,3594¢g/L
Agua milliqui q.s.p 1 litro.

usar uma parte da solu¢do B + até quatro partes da solugdo A. Ajustar o pH para 9,6 da seguinte
forma: se estiver maior que 9,6 adicionar Solugcdo A, se estiver menor que 9,6 adicionar

Solugdo B.

= Tampaiao Fosfato Salina (PBS - 0,018M)

NaCL 8,18¢g
N32PO4 1,05g
ou NazHPO4 7H20 2, 1 6g
ou Na,HPO, 2H,0O 2,651g
ou Na,HPO, 2H,0O 1,318¢g
NaH2PO4 HzO 0,357g
ou NaH,PO, 0,310g
Agua milliqui q.s.p 1000mL
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= Tampao Fosfato Salina - Tween-leite em p6 (PBS*)

Tween 20 a 0,05% (v/v), 1% (p/v) de leite em p6 desnatado em 100mL de PBS

= Tampiao OPD pH 4.9-5.2

Solugdo A Na,HPO, 11,9¢g
H,0 milliqui q.s.p. 1.000mL
Solugio B C4H50-. H,O(Acido Citrico) 7g

H,0 milliqui g.s.p. 1.000mL

=  Soluc¢ao do Substrato

Orto-phenyledamidina (Sigma® Aldrich, EUA) 2,4mg
H,0, (30V) 2,4ul
Tampao OPD 6mL

Preparar na hora do uso

=  Acido Sulfirico 1IN

Usar 2,52mL do acido (H,SOy), 96% para S0mL de agua milliqui. Colocar primeiramente a
agua e depois o acido.

68



ANEXO D

Valores individuais de absorbancia dos cdes vacinados e cdes naturalmente infectados
com LV nos testes ELISA-FML e ELISA-ASL, para a IgGT e suclasse IgG1 e IgG2.

* ELISA-FML
[0]
©
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GRAFICO 1 Valores individuais de absorbancia de IgGT dos cdes vacinados (n=30) na
*ELISA-FML e **ELISA-ASL. Cada amostra de soro foi testada em duplicata. O eixo y
representa os valores de absorbancia a 495nm de amostras de soros diluidos a *1/100 e
**1/400. FML= fucose manose ligante. ASL= antigeno soluvel de Leishmania. Ponto de
Corte: ELISA-FML=0,091; ELISA-ASL= 0,061.
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GRAFICO 2 Valores individuais de absorbancia de IgGl dos cdes vacinados (n=30) na
*ELISA-FML e **ELISA-ASL. Cada amostra de soro foi testada em duplicata. O eixo y
representa os valores de absorbancia a 495nm de amostras de soros diluidos a *1/100 e
**1/400. FML= fucose manose ligante. ASL= antigeno soluvel de Leishmania. Ponto de
Corte: ELISA-FML= 0,078; ELISA-ASL=0,138.
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GRAFICO 3 Valores individuais de absorbancia de I1gG2 dos cdes vacinados (n=30) na
*ELISA-FML e **ELISA-ASL. Cada amostra de soro foi testada em duplicata. O eixo y
representa os valores de absorbancia a 495nm de amostras de soros diluidos a *1/100 e
**1/400. FML= fucose manose ligante. ASL= antigeno soluvel de Leishmania. Ponto de
Corte: ELISA-FML= 0,064; ELISA-ASL= 0,200.
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GRAFICO 4 Valores individuais de absorbancia de IgGT dos cdes naturalmente infectados
(n=30) na *ELISA-FML ¢ **ELISA-ASL. Cada amostra de soro foi testada em duplicata. O
eixo y representa os valores de absorbancia a 495nm de amostras de soros diluidos a *1/100 e
**1/400. FML= fucose manose ligante. ASL= antigeno soluvel de Leishmania. Ponto de
Corte: ELISA-FML= 0,033; ELISA-ASL= 0,045.
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GRAFICO 5 Valores individuais de absorbancia de IgG1 dos cdes naturalmente infectados
(n=30) na *ELISA-FML ¢ **ELISA-ASL. Cada amostra de soro foi testada em duplicata. O
eixo y representa os valores de absorbancia a 495nm de amostras de soros diluidos a *1/100 e
**1/400. FML= fucose manose ligante. ASL= antigeno soluvel de Leishmania. Ponto de
Corte: ELISA-FML= 0,154; ELISA-ASL = 0,175.
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GRAFICO 6 Valores individuais de absorbancia de IgG2 dos cies naturalmente infectados
(n=30) na *ELISA-FML e **ELISA-ASL. Cada amostra de soro foi testada em duplicata. O
eixo y representa os valores de absorbancia a 495nm de amostras de soros diluidos a *1/100 e
**1/400. FML= fucose manose ligante. ASL= antigeno soluvel de Leishmania. Ponto de
Corte: ELISA-FML= 0,054; ELISA-ASL= 0,062.
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