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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV), zoonose de transmisséo vetorial, € um dos principais
problemas de saude publica no Brasil e outros paises tropicais e subtropicais, tendo o
cdo como importante elemento no ciclo de transmissao. A deteccao da infeccdo nesses
animais é parte fundamental no monitoramento da doenga. Entretanto, o diagnostico da
LV canina (LVC) é dificultado pela ampla variabilidade clinica e longo periodo de
incubacdo. No intuito de elevar a acuracia do diagndstico sorolégico da LVC, diversos
antigenos recombinantes de Leishmania sp tém sido desenvolvidos e estudados. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho diagndstico das proteinas
recombinantes rKLO8, rLb6H, 39r2 e 39r4 no diagndstico da LVC, comparados aos
antigenos de referéncia, rK28 e rK39. Primeiramente, os antigenos rK28, rKLOS8, rLb6H
e rK39 foram avaliados por IgG-ELISA quanto a sua capacidade de detectar e
diferenciar caes positivos para TR-DPP® e EIE L.major-like® (grupo CVL), controles
negativos de area endémica (negativos para o teste TR-DPP® - grupo CE), ambos
provenientes da cidade de Governador Valadares (MG) e caes que foram imunizados
contra LVC (Leish-Tec® - grupo VAC), provenientes da cidade de Belo Horizonte (MG).
A reatividade de IgG contra os antigenos rK28, rKLO8, rK39 e rLb6H foi elevada nos
soros do grupo LVC, com o maior valor de sensibilidade obtido com rK28 (84%),
seguido por rK39 (82%), rKLO8 (75-77%) e rLb6H (52-57%). Os antigenos rK28 e
rKLO8 foram mais especificos (95-100% e 93-100%, respectivamente), seguidos de
rk39 (86-95%) e rLb6H (95%). Além disso, para todos os antigenos houve reatividade
com soro de caes vacinados, embora em numeros variaveis, sendo maior para rLb6H
(25%), seguido por rKLOS8 e rK39 (13%) e menor (4,5%) para o antigeno de referéncia,
rk28. Em seguida, os antigenos acima citados, e outras duas novas proteinas
recombinantes com 2 ou 4 copias da repeticdo de 39 aminoacidos (39r2 e 39r4), foram
estudadas utilizando amostras de soro de cdes negativos para o teste RIFI (grupo SAE)
e caes com infec¢do por Leishmania confirmada parasitologicamente, assintomaticos
(AD), oligossintomaticos (OD) e sintomaticos (SD), provenientes de Belo Horizonte
(MG). A reatividade de anticorpos IgG e IgG2 foi maior em todos os grupos clinicos, em

comparagao ao grupo negativo, para todos os antigenos. Embora IgG1 se apresente



elevado (p< 0,05) somente no grupo sintomatico para os antigenos rK28, 39r2, 39r4 e
rk39, niveis séricos de IgG, 1gG1 e IgG2 se correlacionaram com o status clinico para
todos os antigenos. Adicionalmente, nossos resultados mostram que rLb6H e rKLO8 se
destacaram na deteccdo de cées assintomaticos (100% e 81,81%, respectivamente),
com valores maiores de sensibilidade para rK28 e rLb6H (91,43%), seguidos por rKLO8
(85,71%), 39r2 e 39r4 (ambos, 80%). Em relagdo ao antigeno rK39, os valores de
sensibilidade foram similares nas duas etapas experimentais (82% e 82,86%,
respectivamente). Curiosamente, os cdes sintomaticos com a maior reatividade de IgG
para rK28 tiveram baixa reatividade para rLb6H. Em relacdo a especificidade, o valor
maximo (100%) foi detectado para rK28, 39r2, 39r4 e rK39, provenientes de sequéncias
homologas entre L. infantum e L. donovani, seguidos por rKLO8 (85,71%) e rLb6H
(71,43%). Os resultados mostram caracteristicas importantes dos antigenos rKLOS,
rLb6H, 39r2 e 39r4 para o diagndstico da LVC, por apresentarem desempenho elevado
e comparavel aos antigenos de referéncia rK28 e rK39, permitindo ainda, o
aprimoramento da detecgdao da LVC nos grupos de maior dificuldade diagndstica

(assintomaticos e oligossintomaticos).

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina. Imunodiagnostico. Proteinas

recombinantes. Vacina. IgG. Analise de curva ROC.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL), a vector-borne zoonosis, is one of the major public health
problems in Brazil and other tropical and subtropical countries. Since dogs represent an
important element in transmission cycle, detection of infected dogs is an essential part of
monitoring the disease. However, canine VL diagnosis (CVL) is hampered by the wide
clinical variability and long incubation period. In order to increase the accuracy of CVL
serological diagnosis, several recombinant Leishmania sp antigens have been
developed and studied. The present study aimed to evaluate the diagnostic performance
of rKLOS8, rLb6H, 39r2 and 39r4 recombinant proteins in CVL diagnosis, compared to
the reference antigens, rK28 and rK39. First, rK28, rKLOS8, rLb6H and rK39 antigens
were evaluated by IgG-ELISA for their ability to detect and differentiate TR-DPP® and
EIE L.major-like® positive dogs (CVL group), TR-DPP® negative dogs (endemic control
- CE group), both from Governador Valadares city (MG) and anti CVL vaccinated dogs
(Leish-Tec® - VAC group), from Belo Horizonte city (MG). IgG reactivity against rK28,
rkKLO8, rK39 and rLb6H antigens was higher in sera from CVL group, with the highest
sensitivity value obtained by rK28 (84%), followed by rK39 (82%), rKLO8 (75-77%) and
rLb6H (52-57%). The most specific antigens were rK28 and rKLO8 (95-100% and 93-
100%, respectively), followed by rK39 (86-95%) and rLb6H (95%). In addition,
vaccinated dogs sera reacted to all antigens, although in variable numbers, being higher
for rLb6H (25%), followed by rKLO8 and rK39 (13%) and lower (4.5%) for the reference
antigen, rK28. Then, the aforementioned antigens, and two other new recombinant
proteins with 2 or 4 copies of the 39 amino acid repeat (39r2 and 39r4), were studied
using serum samples from RIFl-negative dogs (SAE group) and dogs with
parasitological confirmed Leishmania infection, asymptomatic (AD), oligosymptomatic
(OD) and symptomatic (SD), from Belo Horizonte (MG). For all antigens, 1gG and IgG2
antibody reactivity was higher in all clinical groups compared to the negative group.
Although IgG1 was elevated (p<0.05) only in the symptomatic group for rK28, 39r2, 39r4
and rK39 antigens, serum levels of IgG, IgG1 and |gG2 correlated with clinical status for
all antigens. Additionally, our results show that rLb6H and rKLO8 stood out in detection

of asymptomatic dogs (100% and 81.81%, respectively), with higher sensitivity values,



for rK28 and rLb6H (91,43%), followed by rKLO8 (85.71 %), 39r2 and 39r4 (both, 80%).
Regarding the rK39 antigen, sensitivity values were similar in the two experimental
stages (82% and 82.86%, respectively). Interestingly, symptomatic dogs with the highest
IgG reactivity to rK28 had low reactivity to rLb6H. Regarding specificity, the maximum
value (100%) was detected for rkK28, 39r2, 39r4 and rK39, from homologous sequences
between L. infantum and L. donovani, followed by rKLO8 (85.71%) and rLb6H (71.43%).
The results show important characteristics of the rKLOS8, rLb6H, 39r2 and 39r4 antigens
for the diagnosis of CVL, as they present high performance, comparable to the
reference antigens rk28 and rK39, allowing the improvement of CVL detection in groups

with greater diagnostic difficulty (asymptomatic and oligosymptomatic).

Keywords: Canine visceral leishmaniasis. Immunodiagnosis. Recombinant proteins.

ELISA. Vaccine. IgG. ROC curve analysis.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses sdo doengas tropicais negligenciadas, causadas pelo
protozoario intracelular obrigatério Leishmania, sendo transmitidas através da picada de
fémeas de flebotomineos infectadas. Mais de 20 espécies do protozoario sao
conhecidas por causar doenga tanto em humanos quanto em animais (OKWOR e
UZONNA, 2016).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), existem trés formas
clinicas da leishmaniose: leishmaniose cuténea (LC), que compreende a forma mais
comum da doencga, a leishmaniose visceral ou calazar (LV), a forma mais severa e a
leishmaniose mucocutanea (LMC) (WHO, 2019). Estima-se entre 700.000 e 1 milhdo o
numero de novos casos a cada ano no mundo (WHO, 2019).

A leishmaniose visceral € uma doenca sistémica, potencialmente fatal, se
nao tratada, e, embora um elevado numero de novos casos acontega anualmente,
apenas 25 a 45% desses sao reportados a OMS (WHO, 2019). No ano de 2019, mais
de 90% dos casos reportados a OMS ocorreram em dez paises: Brasil, Etidpia, Eritréia,
india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (BURZA, CROFT e
BOELAERT, 2018; WHO, 2019) (Figura 1).
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Figura 1 — Endemicidade da Leishmaniose Visceral no Mundo, 2019.
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Fonte: World Health Organization (WHO), 2019

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL

O Brasil é um pais endémico para LV e concentra 90% dos casos da
Ameérica Latina, com maior incidéncia historica nas regides Norte e Nordeste até a
década de 1990 (MS, 2014). Com mudancgas no perfil de transmisséo, a LV passou a
ser notificada com maior frequéncia nas regides Centro e Sudeste a partir da década de
1990 (MACHADO et al., 2019) e, a partir de 2009 passam a ser notificados casos
humanos e caninos de LV na regido Sul do Brasil, antes considerada indene para a
doenca (MARCONDES e ROSSI, 2013).

Acredita-se que a grande expansao territorial da LV no Brasil e a adaptagéo
do vetor, Lutzomyia longipalpis, a ambientes antropogénicos possa ser explicada pela
destruicdo ou modificacdo de ambientes naturais, intenso fluxo migratério, ocupagoes
irregulares, elevado indice de pobreza, falta de saneamento dentre outros fatores.
Soma-se a esses fatos, a movimentagao de caes de areas endémicas em diregao as
areas nao endémicas (OLIVEIRA et al., 2018).
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Em 2019 foram confirmados 2.529 casos novos de LV no Brasil, com uma
taxa de incidéncia de 1,2 casos a cada 100 mil habitantes. As 24 Unidades Federativas,
distribuidas nas cinco regides brasileiras, possuem casos autéctones confirmados,
sendo a regidao Nordeste responsavel pelo maior registro de casos do pais (49,1%)
(Figura 2) (MS, 2021).

Figura 2 — Estratificagao de risco da LV por municipio de infec¢ao. Brasil, 2017 a 2019

indice Composto
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I Intenso
0 Alto

Médio
Il Baixo

Fonte: Fonte: Sinan/Ministério da Saude.

Em Minas Gerais, a LV foi inicialmente registrada na regido Norte do estado,
na década de 1940 e na regidao do Vale do Rio Doce, leste do estado, na década de
1960. Em 1989 o primeiro caso autéctone e em area urbana foi registrado em Sabara,
regiao metropolitana de Belo Horizonte e, em 1994 o primeiro caso autdctone foi
registrado na grande Belo Horizonte (SILVA et al., 2017).

Com a implementagado do Programa de Controle da LV no estado, regides
como o Vale do Rio Doce permaneceram como “area endémica controlada” até 2008,
quando casos de LV canina e humana voltaram a ser registrados na regido (BARATA et
al., 2013).
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Atualmente, os casos de LV em Minas Gerais séo distribuidos principalmente
em Belo Horizonte, Montes Claros e Governador Valadares. Outras areas no estado
apresentam transmissdo conhecida de LV como Unai, Sete Lagoas, Coronel
Fabriciano, Diamantina, Pedra Azul e outros (SEC. EST. SAUDE DE MINAS GERAIS,
2016).

Juiz de Fora é considerada area silenciosa, sem casos notificados de LV em
humanos (SEC.EST.SAUDE DE MINAS GERAIS, 2016). Entretanto, em 2008, foi
diagnosticado o primeiro caso de LV canina no municipio, o que estimulou a realizagao
de um inquérito soroepidemioldgico do calazar canino na cidade. O estudo abrangeu
caes provenientes do Canil Municipal e de Associag¢des de Prote¢cdo aos Animais, além
de inquérito entomoldgico, a partir da fixagdo de armadilhas em diversas regides do
municipio, indicando a presenca de animais positivos para LVC, mesmo que com baixa
prevaléncia e a identificacdo de diversas espécies do flebotomineo Lutzomyia, embora

nao tenha sido identificada a espécie Lutzomyia longipalpis (COIMBRA et al., 2013).

1.2 AGENTES ETIOLOGICOS E VETORES

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios da classe Knetoplastidae,
familia Trypanosomatidae e género Leishmania (AKHOUNDI et al., 2016). Apresentam
ciclo de vida digenético envolvendo hospedeiros mamiferos e insetos vetores
(flebotomineos), nos quais assume as principais formas, amastigota (arredondada ou
fusiforme, encontrada em monaocitos e macréfagos) e promastigotas (formato alongado,
apresentando flagelo bem desenvolvido), respectivamente (SUNTER e GULL, 2017;
BATES, 2018) (Figura 3A e B).
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Figura 3 — (A) forma promastigotas e (B) forma amastigota de Leishmania.

Fonte: Fiocruz

Os parasitos do género Leishmania estdo divididos em 3 subgéneros, de
acordo com o sitio de desenvolvimento no vetor (BATES, 2007). O agente etiolégico da
leishmaniose visceral pertence ao subgénero Leishmania, compreendendo duas
principais espécies: L. infantum e L. donovani. Na América Latina, o agente causador
da LV é a L. infantum (sinonimia de L. chagasi) (MS, 2014). Na América Central e
alguns paises da América do Sul, espécies causadoras da leishmaniose cutanea como
L. braziliensis, L. amazonensis, L. tropica, L. mexicana e L. colombiensis estdo
associados com a enfermidade visceral em humanos e animais (KEVRIC et al, 2015).
Além disso, algumas variantes intermediarias ou hibridas tém sido encontradas na
América Latina (MARCONDES e DAY, 2019). No Brasil, 3 espécies tem sido
identificadas em caes com LV: L. infantum, L. braziliensis e L. amazonensis (PAZ et al.,
2018).

Os dipteros flebotomineos responsaveis pela transmissao vetorial das
leishmanioses pertencem a familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, sendo os
géneros, Phlebotomus e Lutzomyia, envolvidos na transmissdo no Velho e Novo
Mundo, respectivamente (LAINSON, 2010). Na América Latina e no Brasil, a Lutzomyia
longipalpis (Figura 4) é o principal vetor da LV, possuindo ampla distribuicdo geografica,
habitos crepusculares e adaptacdo a ambientes urbanos, peri e intradomiciliares, além
de variadas temperaturas (SOUZA, BRAZIL e ARAKI, 2017). Possui corpo pequeno,

com intensa pilosidade, voo em pequenos saltos e, quando em repouso, suas asas
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permanecem entreabertas e em posicao de “V”. A oviposicdo é feita em material
organico (CLABORN, 2010).
Figura 4 — Lutzomyia longipalpis, principal vetor da LV no Brasil.

Fonte: https://www.bio.fiocruz.br

1.3 CICLO BIOLOGICO E MECANISMO DE TRANSMISSAO

O ciclo se inicia quando fémeas do flebotomineo ingerem sangue de
mamiferos infectados contendo macréfagos parasitados com as formas amastigotas de
Leishmania. Apos a ruptura dos macrofagos no trato digestivo anterior, as amastigotas
iniciam um processo de sucessivas divisdes binarias e diferenciagdo em promastigotas.
Estas, por sua vez, se fixam no epitélio da faringe e do eséfago onde podem,
finalmente, se diferenciar em promastigotas metaciclicas, formas infectantes para
mamiferos (MS, 2014).

No repasto sanguineo, as formas promastigotas sdo depositadas, juntamente
com a saliva do flebotomineo, e fagocitadas por células do sistema mononuclear
fagocitario do hospedeiro (SUNTER e GULL, 2017). Nos fagdcitos, as promastigotas se
diferenciam em amastigotas e se multiplicam intensamente provocando ruptura da
célula infectada. As amastigotas livres sdo novamente fagocitadas, num processo
continuo que gera disseminagdo hematogénica para os tecidos ricos em células do
sistema mononuclear fagocitario, como bag¢o, medula 6ssea, linfonodos e figado (Figura
5) (ESCH e PETERSEN, 2013). Embora as células do sistema mononuclear fagocitario

sejam os principais alvos da Leishmania, neutrofilos também sdo atraidos para o local
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da picada e podem fagocitar as promastigotas, porém, nessas células ndo ocorre a

diferenciacdo e multiplicagdo de amastigotas (BEATTIE e KAYE, 2011).

Figura 5 — Ciclo de vida das espécies de Leishmania
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Fonte: Adaptado de Esch e Petersen (2013).

Flebotomineos transmitem promastigotas para hospedeiros mamiferos susceptiveis através do
repasto sanguineo. Promastigotas sdo fagocitadas por fagécitos onde se transformam em
amastigotas e se multiplicam. Os parasitos continuam infectando células fagociticas tanto no
sitio de infeccdo quando em orgaos linféides secundarios, com eventual parasitemia.
Flebotomineos se tornam infectados através do repasto sanguineo em mamiferos infectados.
Amastigotas se transformam em promastigotas no intestino do vetor, migram para o aparelho
bucal, onde se transformam em promastigotas metaciclicas.

A baixa taxa de infec¢ao natural da L. longipalpis, a ocorréncia de LV canina
em areas onde nao se identifica a presenca do vetor e regides com alta prevaléncia da
doenca em cades com baixas taxas de infeccdo humana, levam a hipotese de outros
mecanismos de transmissao, além do vetorial (COUTINHO et al., 2005). Neste sentido,

formas de transmissdo direta, venérea, transplacentaria e transfusional em caes tem
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sido comprovadas, apesar de parecerem exercer papel epidemiolégico secundario
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009; PAZ et al., 2010).

1.4 RESERVATORIOS

Diversos mamiferos selvagens, domésticos e sinantropicos s&o importantes
reservatorios das espécies de Leishmania e participam do ciclo de transmissdo no meio
silvestre e domiciliar (ALEMAYEHU e ALEMAYEHU, 2017). Raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis albiventris) sao os principais reservatorios
silvestres. Roedores constituem um importante elo entre os ambientes silvestre e
domiciliar (ALEMAYEHU e ALEMAYEHU, 2017).

Os cées (Canis familiaris) sao os principais reservatorios urbanos da
leishmaniose, especialmente aqueles que apresentam intenso parasitismo, (LEAL et al.,
2014) devido a sua alta susceptibilidade e frequéncia de infec¢ao por L. infantum, longo
periodo pré-patente e possibilidade de infeccdo assintomatica, facilidade de
transmissao ao vetor, e sua estreita aproximagdo do homem (STEVERDING, 2017;
MAIA e CAMPINO, 2011). Apesar da leishmaniose visceral ja ser descrita, em gatos,
desde 1912 (GRAMICCIA e GRADONI, 2005), a participagado desses animais no ciclo
de transmissao urbano L. infantum ainda nao é bem estabelecido (ROQUE e JANSEN,
2014).

O comprometimento do sistema imunoldgico causado pela infecgao pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), na presenga de coinfec¢do com Leishmania,
gera complicagbes para ambas as condigdes, favorecendo a disseminagao do parasito
e a replicacao do virus, manifestagdes atipicas e mais severas da leishmaniose e sua
visceralizagdo e cronificagdo (CUNHA et al., 2020). A disseminagcdo da Leishmania,
inclusive para 6rgaos fora do sistema reticuloendotelial, como sangue periférico, torna
esses pacientes verdadeiros reservatorios e fontes de infecgdo para o vetor (LINDOSO
et al., 2014).
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1.5 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A Leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca sistémica, podendo
acometer qualquer 6rgao, tecido ou fluido, e que se manifesta como uma infecgao
cronica subclinica, autolimitante ou nao limitante grave, com periodo de incubagao que
pode variar de 3 meses a varios anos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; ORDEIX et al.,
2017). Estima-se que uma pequena porcentagem dos cées infectados seja clinicamente
resistente, podendo eliminar os parasitos espontaneamente e cerca de 50% séao
assintomaticos por longos periodos (ALVAR et al., 2004; RIBEIRO et al., 2018).

Os achados clinicos mais comuns incluem lesdes cutaneas, febre, letargia,
perda de peso progressiva, onicogrifose, hepatoesplenomegalia, epistaxe,
linfadenomegalia generalizada, ceratoconjuntivite, vOmitos, diarreia, claudicagéo,
poliuria e polidipsia (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; RIBEIRO et al., 2018) (Figura 6).
Alteracdes bioquimicas e hematologicas podem acompanhar ou até preceder as
manifestagdes clinicas. Alteragdes nas fungdes renais sao indicativos de progresséo da
doenca e sua severidade, e é a principal causa de 6bito em caes com LV (REIS et al.,
2010).
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Figura 6 — Manifestagdes clinicas da LVC

Fonte: adaptado de Abad et al (2016) e Solano-Gallego et al (2011).
(A) ceratoconjuntivite, (B) dermatite ulcerartiva, (C) alopecia e descamacéo, (D) emagracimento
progressivo, (E) alopecia periocular e (F) onicogrifose.

Mancianti (1988), pela primeira vez, classificou cdes positivos para LVC em
trés categorias de acordo com as caracteristicas clinicas: assintomaticos (AD), aqueles
que nao apresentam sintomas clinicos sugestivos de infeccdo por Leishmania;
oligossintomaticos (OD), caes que apresentam até 3 sintomas clinicos incluindo pelos
opacos e/ou alopecia localizada e/ou perda de peso moderada e sintomaticos (SD),
com sintomas clinicos caracteristicos da LVC como pelo opaco, perda de peso
acentuada (caquexia), onicogrifose, lesdes cutaneas, apatia e ceratoconjuntivite. Esse
recurso permitiu verificar que caes AD apresentam melhores respostas ao tratamento
comparado aos caes OD e SD (MANCIANTI, 1988).

As manifestagdes clinicas e a carga parasitaria variam em diferentes caes e
em diferentes 6rgdos alvo (medula Ossea, baco, figado, pele e linfonodos) e a
associagao entre a carga parasitaria e evolugao clinica da doenga tem sido alvo de
diferentes estudos nos ultimos anos (GIUNCHETTI et al.,, 2019). Reis et al (2006a)
classificou o nivel de parasitismo em baixo (LP), médio (MP) e alto (HP) de acordo com
os valores de Unidade de Leishmania donovani (LDU — Leishmania donovani units) em
diferentes tecidos. Foi possivel identificar correlagdo entre a doenca assintomatica e
baixo parasitismo e doenga sintomatica e elevado parasitismo em diferentes

compartimentos (medula éssea, pele, bago, figado, linfonodos e figado).



27

Classificagbes atuais sugerem uma combinagdo de critérios clinicos e
laboratoriais para a classificacdo dos cdes em: Nao infectado sadio (animais com
sorologia negativa, sem alteragdes clinico-laboratoriais); Exposto (sorologia positiva a
titulos baixos/médios, negativo na citologia, histologia, PCR e cultura e sem alteragbes
clinico-laboratoriais); Infectado sadio (sorologia positiva a titulos baixos/médios, positivo
em citologia, histologia/imuno-histoquimica, PCR e/ou cultura e sem altera¢des clinico-
laboratoriais); Infectado doente (sorologia positiva, a titulos baixos/altos, positivo na
citologia, histologia, PCR e/ou cultura e presenga de alteragdes clinico-laboratoriais
(RIBEIRO et al., 2013).

A LVC néo apresenta predilecdo por sexo e raga, mas sabe-se que o gene
N-RAMPI e certos alelos de MHC-Il tém sido associados com a suceptibilidade, além de
uma maior prevaléncia de doenga em caes menores que 3 anos € mais velhos que 8
anos (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
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1.5.1 Aspectos Imunolégicos da Leishmaniose Visceral Canina

A variabilidade clinica da LVC, de cées assintomaticos a severamente
doentes, é fortemente influenciada pelo perfil de resposta imune desenvolvida (REIS et
al., 2010). Neste sentido, a resisténcia parece estar associada ao desenvolvimento de
resposta imune celular especifica anti-Leishmania, sintese de citocinas pro-
inflamatdrias e atividade leishmanicida de macréfagos. Em contrapartida, o perfil de
susceptibilidade esta associado ao desenvolvimento de reposta imune humoral,
elevados niveis de anticorpos e aumento da carga parasitaria (HOSEIN, BLAKE e
SOLANO-GALLEGO, 2017; GIUNCHETTI et al., 2019).

Diversos aspectos patogénicos da LVC sao atribuiveis a produgdo de
anticorpos (Figura 7), formagdo de imunocomplexos, sua deposicdo nos tecidos e
geracao de lesdes inflamatérias (ORDEIX et al., 2017). A hipergamaglobulinemia € uma
caracteristica dominante da LVC, principalmente em caes sintomaticos, e pode levar a
producao de imunoglobulinas inespecificas, inclusive auto-anticorpos (GIUNCHETTI et
al., 2019).

A forte correlagdo entre os niveis de anticorpos IgG e a presenca de
sintomas bem como com a carga parasitaria tem sido amplamente demonstrada. Caes
sintomaticos (SD) apresentam elevados titulos de IgG e carga parasitaria em diferentes
compartimentos (pele, bago, medula éssea, figado e linfonodos) quando comparados a
caes assintomaticos (AD) (BOURDOISEAU et al., 1997; HOSEIN, BLAKE e SOLANO-
GALLEGO, 2017; NOGUEIRA et al., 2019).

Foram demonstradas quatro subclasses de imunoglobulina G em cées: IgG1,
1gG2, IgG3 e IgG4. O soro de caes saudaveis apresenta quantidades similares de IgG1
e 1gG2 e ambas superiores a 1gG3 e IgG4. A depender do estimulo antigénico, ocorre
aumento da producgao de determinadas subclasses, sendo demonstrado predominancia
de IgG2 para uma gama de condi¢des clinicas (MAZZA e WHITING, 1994).

Em relagdo a LVC, ndo ha consenso na literatura sobre anticorpos e
subclasses e sua relagdo com perfil de resisténcia ou susceptibilidade a doenca
(GIUNCHETTI et al., 2019). Reis et al. (2006) correlacionam a subclasse IgG1 com a

doencga assintomatica, e 1gG2, IgA e IgE com a forma sintomatica da LVC. Outros
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estudos demonstram niveis elevados de IgG1 em caes sintomaticos, quando
comparados a cées assintomaticos (QUINNELL et al., 2003; DEPLAZES et al., 1995).
Por sua vez, Chaabouni et al. (2018) demonstrou que IgG assim como suas subclasses
IgG1 e IgG2 se mantem em niveis elevados durante todo o curso da doenga, com forte
correlagao entre IgG e IgG2 tanto para caes assintomaticos quanto para sintomaticos.
Ainda, o estudo de Lima et al. (2017) mostrou aumento da produgéo de IgG1 em céaes
sintomaticos sem que houvesse, no entanto, diferenga nos niveis de IgG2 entre os caes
sintomaticos e assintomaticos.

Em estudo de Coura-vital et al. (2011), caes naturalmente infectados por L.
infantum, com teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) positivo, assintomaticos,
foram classificados em dois grupos, sendo AD-I e AD-lIl sendo sorologicamente
negativos e positivos, respectivamente. Foi possivel observar diferengcas entre esses
dois grupos tanto em relagédo ao perfil de imunoglobulinas quanto a imunofenotipagem
de células circulantes. AD-I apresentou elevada contagem de linfécitos T,
principalmente CD4*, mondcitos CD14* e eosindfilos. Ja o grupo AD-Il apresentou
elevada contagem de linfécitos T, entretanto, representado pelo aumento da contagem
de CD8", além de aumento de linfocitos B CD21* e maiores niveis de IgG, 19G2, IgM e
IgA. Essas observacdes levaram a hipotese de que ha uma resposta imune celular
distinta apos a soroconversao e com a progressao da doenca.

A saliva do flebotomineo possui propriedades pro-inflamatérias e
quimioatraentes para fagécitos como neutréfilos e macrofagos (WARDINI et al., 2019).
Os neutrofilos podem contribuir para destruicdo do patdogeno através da fagocitose,
entretanto, também s&o considerados hospedeiro intermediarios da Leishmania e
podem contribuir para a entrada silenciosa do parasito nos macréfagos (VAN
ZANDBERGEN et al., 2004). Macrofagos desempenham importante papel na resposta
imune contra Leishmania ja que sao as células alvo do parasito e sua ativagao € crucial
para o controle do patdgeno, através da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS) (ROSSI e FASEL, 2017), e por ativar a resposta imune
adaptativa (GIUNCHETTI et al., 2019).
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Espécies de Leishmania sao capazes de interferir de formas diferentes na
ativagcdo de macrofagos induzindo o perfil M1 (ativagdo classica, com sintese de
citocinas pré-inflamatérias e atividade leishmanicida) ou M2 (ativacdo alternativa e
atividade imunossupressora). O lipofosfoglicano (LPG), expresso na superficie da
Leishmania, impede a montagem do complexo NADPH oxidase na membrana do
fagolisossomo, evitando a sintese de superdxido (O°). A arginase sintetizada pela
Leishmania compete com a 6Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) pela arginina e a
desvia para sintese de compostos importantes para o parasito, como ureia e ornitina,
em detrimento de oOxido nitrico (NO-), toxico ao parasito (ROSSI e FASEL, 2017;
PASSENDA e SILVA, 2020). Além disso, algumas espécies de Leishmania podem
induzir a ativagdo da superéxido dismutase (SOD) nos macréfagos, que degrada
superoéxido (ROSSI e FASEL, 2017).

A ativagao classica do macréfago depende de células TCD4*Th1 (T helper
(h) 1) e NK e de citocinas produzidas por essas células como o interferon (IFN)-y, que
induz a expressao de iINOS no macréfago e esta, por sua vez, catalisa arginina a NO.
Ja a ativacdo alternativa € mediada por citocinas provenientes de células TCD4*Th2 (T
helper 2) como IL-4 e IL-13 (BARBIERI, 2006; LIU e UZONNA, 2012).

A resposta imune celular na LVC envolvendo a ativagdo de células
TCD4*Th1 produtoras de IFN-y, induz a atividade leishmanicida de macréfagos, através
da sintese de ROS e NRS, levando ao controle da carga parasitaria em caes
assintomaticos (AD) (ZAFRA et al., 2008; CARRILLO e MORENO, 2009). Por outro
lado, em caes sintomaticos (SD), é encontrada uma resposta mista Th1/Th2, com
baixos niveis circulantes de CD4* e CD8" (REIS et al., 2009; CARRILLO e MORENO,
2009; GIUNCHETTI et al., 2019). Estudos sobre o perfil de citocinas relacionadas com
resisténcia e susceptibilidade na LVC tem mostrado predominancia de citocinas pro-
inflamatorias em cées assintomaticos (AD), com elevados niveis de IFN-y e TNF-a, em
detrimento de citocinas imunomoduladoras como IL-4, TGF-3 e IL-10 (GIUNCHETTI et
al, 2019).

Estudos recentes tém demonstrado a participacdo de células Th17 e seu
produto, a IL-17, na complexa interacdo Leishmania-hospedeiro. A diferenciacdo de

células Th17 é dependente da combinagao de TGF-p, IL-6, IL-1p e IL-23 e sua fungao
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efetora esta ligada ao recrutamento de neutréfilos, que potencializa o ambiente
inflamatoério (QUIRINO et al., 2016; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017).
Neutrdfilos infectados podem favorecer a entrada silenciosa da Leishmania em
macrofagos. Além disso, na auséncia de um equilibrio da produgdo de ROS, por
citocinas como IL-10 e IL-4, podem ocorrer danos teciduais e progresséo de lesbes
cutaneas, no caso da leishmaniose cutanea ( GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al.,
2017). Por outro lado, Nascimento et al. (2015) demonstrou que a infec¢cdo por L.
infantum induz a producdo de IL-17A e esta, por sua vez, modula o ambiente
inflamatorio por regular negativamente células T regulatérias e a produgéo de IL-10, ao
mesmo tempo que beneficia a resposta de células Th1, produtoras de IFN-
v, aumentando a atividade leishmanicida dos macréfagos infectados induzindo a sintese
de NO.

Células T regulatérias, produtoras de IL-10, tém sido associadas com a
laténcia parasitaria, resisténcia ao tratamento e recidivas da doenga, enquanto células
TCD8*, produtoras de IFN-y, sdo associadas a protegdo contra L. infantum e L.

donovani em humanos e camundongos (ROSSI e FASEL, 2017).
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Figura 7 — Aspectos imunoldgicos envolvidos no curso da LVC
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Neutrofilos sdo rapidamente recrutados para o sitio de infecgao e podem eliminar a Leishmania
através da producdo de ROS (NO) e NETs. Algumas espécies de Leishmania resistem a agéo
das NETs. Subsequentemente, células dendriticas (CD) migram para os linfonodos, onde
medeiam a diferenciacao de células T em diferentes subtipos de células Th. Na presencga de IL-
12, células TCD4"* naive se diferenciam em células Th1. A secrecéo de IL-4 leva a transcrigdo
de genes Th2 (IL-10 e IL-4). Na presenca das citocinas como IL-6, IL-10 e TGF-B, células
TCD4* se diferenciam em Th17, secretoras de IL-17. Interferon (IFN) —y e TNF-a, secretados
por células Th1 e TCD8+, induzem a enzima oxido nitrico sintase (iNOS) no macréfago (M@) e
morte dos parasitos via sintese de NO. A producdo de NO no ambiente da infeccdo é
intensificada pela presenca de neutrdfilos, recrutados por IL-17 e na auséncia da regulagao por
IL-10, podem ser nocivos aos tecidos. Citocinas do tipo Th2 (IL-10, IL-4), sdo amplamente
associadas a susceptibilidade a infecgdo por Leishmania. IL-4 ativa arginase e ativacéo
alternativa dos macrofagos, favorecendo a persisténcia do parasito, associada, também, ao
aumento da atividade das células B (LB) e hiperglobulinemia relacionadas a resposta Th2. As
células Treg e L TCD8+ sao associadas tanto a progressdo quanto a resolugdo da doenga,
dependendo da espécie de Leishmania envolvida. Algumas espécies de Leishmania podem
sintetizar arginase, que promove a conversdo da arginina em ureia e ornitina, usados pelo
metabolismo do parasito.
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1.5.2 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina

O diagnéstico da LVC constitui um dos maiores desafios do ciclo
epidemiologico da infecgdo. Isso porque as manifestagdes clinicas nos caes sao
altamente variaveis e inespecificas, podendo mimetizar e até sobrepor
sintomaticamente com outras doengas (LAURENTI et al., 2014). Ainda, a prevaléncia
da infecgdo canina pode chegar a 50% em areas endémicas, entretanto, a prevaléncia
da doenca é baixa, variando de 3 a 10%, o que demonstra o elevado numero de caes
infectados que podem permanecer assintomaticos por longos periodos (FREITAS,
2010). Portanto, o diagnéstico laboratorial € importante para a detecgcao de caes
infectados e a confiabilidade desses testes € necessaria, uma vez que o0 cao representa
um importante elo na epidemiologia da leishmaniose visceral, principalmente em areas

urbanas.

1.5.2.1 Diagnoéstico Parasitologico

O padrao ouro para diagnéstico da LVC é o exame parasitolégico positivo,
consistindo na demonstracdo de formas amastigotas em aspirados e esfregagos da
medula 6ssea, bago, figado, linfonodo e biopsia de pele intacta ou lesionada
(FIGUEIREDO et al., 2010). Apesar da alta especificidade, o exame parasitolégico
direto possui sensibilidade variavel de acordo com o tipo e a qualidade do material
coletado, a carga parasitaria no tecido avaliado e os critérios de analise (FREITAS,
2010; PALTRINIERI et al., 2016).

Durante o curso da infecgdo por Leishmania o parasitismo tecidual pode
variar consideravelmente de acordo com o compartimento avaliado. Reis et al. (2006)
avaliou diferentes preparagdes teciduais de cées assintomaticos (AD),
oligossintomaticos (OD) e sintomaticos (SD) e observou que a densidade parasitaria na
pele, medula 6ssea e baco foi maior de acordo com a severidade da doenga, ou seja,
maior para cades SD e ainda, nesse grupo, a carga parasitaria é maior

independentemente do tecido avaliado, em relagdo aos cdes OD e AD. Outro dado
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importante foi a constatacdo de que todos os animais infectados, até mesmo os AD
apresentaram parasitismo na pele maior que na medula éssea.

A pesquisa parasitolégica indireta consiste na semeadura, em meio de
cultura apropriado, de aspirados de linfonodo e medula 6ssea. A cultura positiva,
confirma a infec¢do, porém, esse método demanda um longo tempo para obtengéo dos
resultados (2 a 14 dias) (FARAHMAND e NAHREVANIAN, 2016).

O exame histopatolégico de fragmentos de pele e linfonodos demonstra
infiltrado inflamatério inespecifico e apenas quando € possivel encontrar formas
amastigotas, o diagndstico pode ser confirmado. O uso de anticorpos especificos
marcados nas técnicas de imunohistoquimica (IHQ) ajuda na identificacdo de formas
amastigotas em cortes de tecidos (TAFURI et al., 2004).

O xenodiagnéstico € uma técnica que se utiliza da criagdo em laboratério de
colénias de L. longipalpis para detecgao e isolamento do patdégeno usando o proprio
vetor artrépode. Embora ndo seja passivel de aplicagbes em diagnostico na rotina,
pode ser util na resolugdo de questbes epidemiologicas sobre o estado clinico do
animal e relativas ao tratamento do cao infectado (RIBEIRO et al., 2013; NOGUEIRA et
al., 2019).

1.5.2.2 Diagndéstico Sorolégico

A hipergamaglobulinemia caracteristica da LVC, principalmente de
anticorpos 1gG, vem sendo usada com o objetivo de detectar sorologicamente os
animais infectados, através da demonstracéo de anticorpos anti-Leishmania (PAZ et al.,
2018). Dentre as técnicas utilizadas, podem ser citadas: Reac¢ao de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), Ensaio Imunoabsorvente ligado a Enzima (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay - ELISA) e os testes rapidos imunocromatograficos
(FARAHMAND e NAHREVANIAN, 2016; PAZ et al., 2018).

A RIFI é, ainda hoje, umas das técnicas mais utilizadas para o diagnostico da
LVC e utiliza promastigotas de Leishmania spp como antigenos para detec¢do dos
anticorpos na amostra. Assim, a demora no cultivo, a necessidade de um profissional

qualificado para a leitura das laminas e o tempo despendido na analise de um grande
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numero de amostras, sdo fatores limitadores do teste (COURA-VITAL et al.,, 2014;
PALTRINIERI et al., 2016). Embora existam “kits” comerciais a partir da técnica de RIFI,
os testes feitos em laboratorio tendem a ser melhor padronizados e fornecerem
reprodutibilidade (FREITAS, 2010). Apesar da elevada sensibilidade, que varia entre
68 e 100% (LIRA, 2005; FERROGLIO et al., 2006), a especificidade da RIFI pode ser
comprometida pela possibilidade de reag¢des cruzadas com Trypanosoma caninum, T.
cruzi, Leishmania braziliensis e Ehrlichia canis (COURA-VITAL et al., 2014).

O ELISA é o segundo método sorolégico mais utilizado no diagnéstico de
LVC (MS, 2014). O teste pode ser realizado com antigenos brutos, derivados de
culturas in vitro de promastigotas de Leishmania spp, rompidas por ultrassom
(ROSARIO et al., 2005). Apesar da elevada sensibilidade (98 — 100%), o teste
empregando antigenos brutos € de dificil padronizagao e, assim como a RIFI, possui
especificidade limitada (ROSARIO et al., 2005) pela possibilidade de reacdes cruzadas
com espécies de Leishmania nao viscerais (PORROZZI et al., 2007), outros
tripanosomatideos e outras doengas de caes, que se sobreponham em areas
endémicas (VALE et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2010).

A limitacdo adicional para os testes sorologicos é a possibilidade de
resultados falso-negativos (ROSARIO et al., 2005; PORROZI et al., 2007; VALE et al.,
2009; GRIMALDI et al., 2012). Isto porque, apesar da soroconversao ocorrer, em geral,
cerca de 5 meses apds a infecgao natural (PALTRINIERI et al., 2016), alguns caes
infectados podem desenvolver uma forte resposta imune celular e reverter para um
quadro soronegativo ou ainda, nunca se tornarem soropositivos (GRIMALDI et al.,
2012). Estima-se que entre 10% a 62% dos cées aparentemente saudaveis de areas
endémicas, sejam positivos parasitologicamente para L. infantum através da técnica de
PCR. Caes soronegativos, assintomaticos mas que sao parasitologicamente positivos,
constituem importantes fontes de transmissdo de amastigotas para os vetores,
contribuindo para a perpetuagao do ciclo de transmissado da LV (COURA-VITAL et al.,
2011). Desta forma, assim como nos testes parasitologicos, a sensibilidade dos testes
sorologicos pode variar de acordo com a fase clinica da doenca e da reposta imune
especifica desenvolvida pelo cdo (QUINNELL et al., 2001; GRIMALDI et al., 2012).
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Visando superar limitagcbes do uso de antigenos brutos, esforgos tém sido
direcionados, nas ultimas décadas, a sintese de antigenos purificados/ recombinantes
para o diagndstico da LVC. Essas proteinas, sintetizadas em laboratério a partir de
sequéncias imunodominantes do genoma de espécies de Leishmania, garantem uma
técnica independente do crescimento do parasito em cultura, possibilidade de
padronizacdo e menores possibilidades de reagbes cruzadas (FARAHMAND e
NAHREVANIAN, 2016; PAZ et al., 2018).

Testes imunocromatograficos (ICTs) utilizando antigenos recombinantes
oferecem resultados rapidos e podem ser aplicados a campo, sem necessidade de
estrutura laboratorial (ALVAR et al., 2004). O teste de fita que utiliza o antigeno
recombinante K39 (rK39-ICT) e o DPP®-LVC, composto pela proteina quimérica rK28,
sdo os mais estudados no diagnostico da LVC (PALTRINIERI et al., 2016; NOGUEIRA
et al.,, 2019). Ambos os testes demonstram sensibilidade variavel para detecgao de
cées assintomaticos, numa faixa de 52,9% a 77% para rK39-ICT (REITHINGER et al.,
2002; METTLER et al., 2005) e de 47% a 92% para DPP®-LVC (GRIMALDI et al.,
2012; LAURENTI et al., 2014). Portanto, a busca por antigenos recombinantes que
sejam capazes de detectar cdes assintomaticos e /ou em estagios iniciais da infecgéo
se faz necessaria (PALTRINIERI et al., 2016).

O antigeno rK28, empregado no teste imunocromatografico DPP LVC (Bio-
Manguinhos), é uma proteina quimérica recombinante de 264 aminoacidos.
Compreende a fusdo de trés repeticbes de um trecho de 14 aminoacidos do gene
haspb1 de L. donovani (homologo de rK26 de L. infantum), duas repeticbes de trecho
com 39 aminoacidos do gene codificante da proteina cinesina k39 de L. donovani
(homologo de rK39 de L. infantum) e o gene completo com 133 aminoacidos de haspb2
de L. donovani (homdlogo de rK9 de L. infantum). No Sud&o e na india, estudos
mostram que o antigeno rK28 apresenta elevada sensibilidade (99,6% - 99,8%) e
especificidade (94,1% - 100%) no diagndstico da leishmaniose humana (PATTABHI et
al.,, 2010; VAISH, 2012). No Brasil, Venturin et al. (2015) mostrou sensibilidade e
especificidade de 100% para rK28 no diagndstico da LVC. Ainda, o antigeno tem se

mostrado sensivel em regides onde a sensibilidade ao antigeno rK39 é baixa
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(LAURICELLA et al., 2016), e, com elevada acuracia principalmente na detecgao de
caes sintomaticos (DANTAS-TORRES et al., 2018).

Usado com sucesso no diagnoéstico de LVH na Africa e na india e no
diagndstico em ambos, humanos e caes, na América do Sul (VENTURIN et al., 2015), o
antigeno rK39 possui sequéncia de 298 aminoacidos, idéntica em sete espécies de
Leishmania spp., apresentando ainda, um epitopo de alta densidade e identidade
especifica com Leishmania donovani e Leishmania infantum (BADARO et al., 1996).

Um gene parcial imunodominante de Leishmania donovani, nomeado KLOS,
foi clonado e purificado a partir de formas promastigotas de cepa de L. donovani do
Sudéao, em 2013 por Abass et al. (2013). Ap6s a clonagem e purificagdo do antigeno
imunodomintante KLOS8, este foi inserido em plasmideos de pQE41 contendo um
marcador de histidina N-terminal (Quiagen GmbH, Alemanha) seguido pela
transformacao de células de E. coli M15 (Quiagen GmbH, Alemanha) pela inser¢do do
vetor de expressdo bacteriana pQE41/KLO8. O antigeno foi recuperado a partir da
cultura bacteriana, a pureza e tamanho foram verificados por eletroforese em gel e
western blotting com anticorpos anti-His e os soros de pacientes com LV (ABASS et al,
2013).

A proteina rKLO8 possui 294 aminoacidos, com uma massa molecular
prevista de 32.4 kDa e um ponto isoelétrico (IP) de 4.39. A pesquisa de homologia no
banco de dados de proteinas mostrou que o KLO8 contém dominios conservados
putativos de alta similaridade com proteinas cinesinas de Leishmania e exibe identidade
de aminoacidos de 93% com a proteina cinesina K39 da cepa BA-2 de L. infantum do
Brasil (GenBank: AAA29254.1) e 88% com a proteina KE16 da cepa KE16 de L.
donovani da india (GenBank: AAT40474.1). Além disso, a analise BLAST (alinhamento
de sequencias de DNA ou de proteinas) mostrou 79% de identidade com a proteina
sintética de fusao rK28, derivada de L. donovani (ABASS et al, 2013).

Ao ser testado na deteccéo de anticorpos especificos em pacientes com LV,
através de ELISA, a reatividade dos soros foi maior frente a rKLO8 em comparagao ao
antigeno rK39 e outros dois kits comerciais. Além disso, a sensibilidade e especificidade
de rKLOS8 (98,1% e 96,1%, respectivamente) foi maior em comparacao ao ELISA-rKk39
(96,2% e 94,8%, respectivamente) (ABASS et al, 2013). Estudo recente, desenvolvido
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em nosso laboratério, (ABAD et al., 2016), foi o primeiro na utilizagdo do antigeno
recombinante rKLO8 no diagndstico da LVC no Brasil. Neste estudo, a combinag&o dos
antigenos rKLO8 e rK26 foi capaz de elevar a sensibilidade e especificidade (85% e
93%, respectivamente), em comparagdo aos antigenos isolados (68% e 92%,
respectivamente para rKLO8 e 77% e 91%, respectivamente para rK26).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) frequentemente é diagnosticada
por exame parasitolégico e reagdo de hipersensibilidade tardia a Leishmania, sendo os
testes sorolégicos nao usados, rotineiramente, devido sua baixa sensibilidade.
Recentemente, foi gerada uma versdo recombinante de uma proteina proveniente de
Leishmania (Viannia) braziliensis, rLb6H, que apresentou 90% de identidade a nivel de
aminoacidos com homologos em L. infantum, causador de VL no Brasil, e L. major, um
agente causador de leishmaniose cutanea, indicando a elevada conservagao de rLb6H
nas espécies de Leishmania (SATO et al., 2017).

Nesse estudo, rLb6H apresentou sensibilidade de 100,0% e especificidade
de 98,5% (versus controles saudaveis) para a detecgdo de anticorpos em soros de
pacientes com LTA, e sensibilidade de 89.4% e especificidade de 95.3% quando
testado em soro de pacientes com LV. Além disso, amostras de pacientes de diferentes
regides endémicas para Leishmania no Brasil para as quais a LTA foi causada pelas
espécies particulares de Leishmania prevalentes na regido, mostrou boa performance
no diagnostico da doenga causada por L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e
L. shawi, enquanto nenhuma reatividade a soro de pacientes com histoplasmose,
toxoplasmose, malaria, tuberculose e paracoccidioidomicose e discreta reatividade com
soro de pacientes com doenga de Chagas (18.7%). Apesar disso, os resultados obtidos
com o antigeno rLb6H sao promissores e corroboram o seu potencial de uso rotineiro
no diagnostico sorolégico de LTA, além de instigar a curiosidade em avaliar seu
desempenho no sorodiagnostico da LVC no Brasil, uma das motivagdes desse trabalho.

Genes que codificam proteinas com dominios de repeticdo em série (tandem
repeats — TR), definidos como duas ou mais copias de uma sequéncia de aminoacidos,
tém sido descritos em uma variedade de organismos, de procariontes a superiores, €
inclui protozoarios, inclusive Leishmania spp, (WICKSTEAD, ERSFELD e GULL, 2003;
GOTO, COLER e REED, 2007; GOTO et al., 2010).
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Analises computacionais do genoma da Leishmania revelaram que esses
parasitos apresentam uma grande quantidade de proteinas com dominios de repetigao
e, essas proteinas sao potentes alvos de resposta de células B (GOTO et al., 2006).
Além disso, essas proteinas em TR de Leishmania infantum podem ser altamente
antigénicas por diversas razbes dentre elas a existéncia de multiplas copias de
unidades antigénicas, aumentando a exposicdo ao sistema imune, e uma elevada
prevaléncia de aminoacidos carregados, tornando-as hidrofilicas e assim, antigenos de
células B mais potentes do que proteinas hidrofébicas (GOTO, COLER e REED, 2007).

As proteinas em TR nas espécies de Leishmania parecem influenciar a
sobrevivéncia do parasito. A inducdo de resposta imune humoral é ineficiente no
controle da carga parasitaria. Além disso, a hipergamaglobulinemia induz IL-10 nos
macrofagos e a propria opsonizagao induzida por anticorpos pode ser favoravel para a
disseminagao da Leishmania (GOTO et al., 2010).

A proteina em TR A2, que parece ser um fator de viruléncia para Leishmania
donovani, apresenta mais de 40 copias de uma sequéncia de 10 aminoacidos nessa
especie, causadora de leishmaniose visceral, e apenas 1 copia em Leishmania major,
causadora de leishmaniose cutanea. Assim, acredita-se que TR A2 possa
desempenhar uma importante fungdo na visceralizagdo do parasito (ZHANG e
MATLASHEWSKI, 1997; ZHANG et al., 2003). Assim como o antigeno rK39, uma
proteina de repeticdo em série, outras proteinas com essa caracteristica tem sido
estudadas como candidatas ao diagndstico da leishmaniose humana e canina (GHEDIN
et al., 1997; BHATIA et al., 1999).

Em estudo de Goto et al. (2010), foi feita analise computacional do genoma e
sintese de novas proteinas recombinantes a partir do aumento do numero de copias de
uma sequéncia repetida de duas proteinas em TR de Leishmania infantum e avaliou-se
a antigenicidade dessas proteinas com soro de pacientes humanos com LV. Foi
possivel verificar que a antigenicidade dessas proteinas esta ligada a dois fatores: a
composi¢cao fundamental como TR, onde o aumento do numero de copias elevou a
forca de ligagdo do anticorpo ao antigeno, e a regulagdo da sua expressao pelo
parasito, ja que as proteinas em TR s&o mais expressas nas formas amastigotas (forma

de desenvolvimento no hospedeiro mamifero).
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No mesmo estudo de Goto et al. (2010), foi avaliada, de forma breve, o efeito
na reatividade a partir do aumento do numero de coépias da sequéncia repetida de 39
aminoacidos do antigeno rK39. Foram sintetizadas proteinas recombinantes com 2 ou 4
copias da repeticdao de 39 aminoacidos (39r2 e 39r4, respectivamente) e comparadas
com a proteina original rK39 (6,5 copias). Essas sequéncias repetidas foram inseridas
em vetor introduzido em Escherichia coli para expressao em cultura. As proteinas de
interesse foram purificadas por eletroforese. A utilidade das proteinas 39r2 e 39r4 assim
como o efeito do aumento do numero de cépias do segmento de 39 aminoacidos no
diagnostico da LVC esta sendo investigada pela primeira vez no presente trabalho.
Os antigenos estudados neste trabalho possuem origem em espécies diferentes
de Leishmania. O antigeno rK39 possui sequéncia de aminoacidos idéntica entre L.
donovani e L. infantum (VENTURIN et al., 2015), da mesma forma que as sequéncias
compreendidas no antigeno de fusdo rk28 (rK39, rK26 e rK9) também sao idénticas
nas mesmas espécies (DANTAS-TORRES et al., 2018). Enquanto rKLO8 é baseado
em uma sequéncia de cinesina de L. donovani do Sudao que apresenta 93% de
identidade com uma proteina cinesina de L. infantum (ABASS et al., 2013), a proteina
rLb6H, de L. braziliensis, mostrou mais de 90% de identidade ao nivel de aminoacidos
com homologos em L. infantum do Brasil (SATO et al., 2017). Os antigenos rK28 e rK39
sdo amplamente utilizados no diagndstico da LVC e foram incluidos como antigenos de
referéncia neste estudo. Os antigenos rLb6H, rKLO8, 39r2 e 39r4 ainda estdo em fase
de estudos para sua consolidacdo como antigenos adequados para uso no diagndstico

da LVC e sao referidos como antigenos novos neste estudo.



41

Figura 8 — Representagéo das origens dos antigenos em estudo,
rLb6H, rKLO8, rK28, rK39, 39r2 e 39r4

rLb6H rKkLO8  rK28 rk39 39r2 39r4

/

f’/

Leishmania sp
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Representacao das origens dos antigenos e sua proximidade genética. rLb6H, proveniente de
L. braziliensis; rKLO8, proveniente de L. donovani; rK28, rK39, 39r2 e 39r4 sao provenientes de
L. donovani e possuem sequéncias homologas em L. infantum (sombreado verde). Ainda, 39r2,
39r3 e rK39 sao os mais préximos geneticamente (sombreado azul) uma vez que compreendem
a mesma sequéncia de 39 aminoacidos repetida em série por duas vezes (39r2), quatro vezes
(39r4) e 6,5 vezes (rK39). Serao considerados antigenos novos neste estudo rLb6H, rKLOS,
39r2 e 39r4. Os antigenos rK28 e rK39 foram considerados referéncia para as analises.

1.5.2.3 Diagndstico Molecular

Técnicas sorologicas e parasitologicas necessitam de elevados niveis de
anticorpos e carga parasitaria e, ainda, ndo sdo capazes de distinguir as fases da
doenga (FREITAS, 2010). Desta forma, técnicas de biologia molecular podem ser
importantes ndo sé no diagnostico como no acompanhamento de animais positivos,
submetidos ao tratamento, uma vez que séo testes qualitativos e que existe correlagao
entre a carga parasitaria e o status clinico (fase da doenga) (RIBEIRO et al, 2007).

Para infecgbes recentes, antes da soroconversao e na doenga assintomatica,
a demonstracao parasitolégica e a reagao em cadeia da polimerase (PCR) podem ser

mais sensiveis. E possivel identificar a infeccdo em PCR de medula 6ssea a partir de 6
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meses apos a infecgcado natural e 3 meses apos a infecgdo experimental. Entretanto, a
medida que a infec¢do progride, a resposta € variada entre os caes. Alguns caes se
tornam clinicamente doentes, com elevados titulos de anticorpos e carga parasitaria e
resposta imune celular suprimida. Porém, uma fragdo de cades com PCR positivo pode
ser tornar negativo nos meses seguintes, mesmo sem nenhum tratamento. Nao se sabe
se a carga parasitarias desses animais abaixa a um nivel abaixo do detectavel pelo
PCR, se as amastigotas permanecem em outros 6rgdos ou se esses caes tem a
infeccado erradicada pela resposta imune (QUINNELL et al., 2001; PALTRINIERI et al.,
2016).

1.6 MEDIDAS DE CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL

A leishmaniose possui caracteristicas epidemiolégicas e de cadeia de
transmissao que ainda n&o sao plenamente conhecidas e, por isso, as medidas de
controle tem se mostrado pouco efetivas. No Brasil, as estratégias de controle estdo
centradas no diagnostico e tratamento precoce dos casos humanos, combate ao vetor e
diagndstico e eliminacdo de caes positivos para LVC, identificados por testes
soroldgicos e / ou parasitolégicos (MS, 2006).

O programa nacional para controle da LV existe no Brasil, desde a década
de 1960 e mesmo assim, a incidéncia da doenca em humanos permanece elevada,
com crescente expansao territorial. Na ultima década, se tornaram crescentes os
questionamentos da comunidade cientifica em relagéo a eficacia da eliminagao de caes
positivos devido a baixa acuracia nos testes empregados, a falta de evidéncia de que a
eutanasia de cées positivos diminua a prevaléncia de LV em humanos em areas
endémicas, ao trauma psicossocial dos tutores de animais e a rapida reposicdo de
filhotes susceptiveis a infeccdo (RIBEIRO et al.,, 2007; FIGUEIREDO et al., 2010;
COURA-VITAL et al., 2014; PEIXOTO et al., 2015; DANTAS-TORRES et al., 2019).

Até o ano de 2011, os testes sorolégicos recomendados pelo Ministério da
Saude, para diagnostico da LVC eram ELISA, baseado em antigeno L. major-like e a
confirmacado de caes reagentes através da RIFI, sendo consideradas positivas as

amostras com titulagdo de anticorpos igual ou superior a 1 para 40. Ambos os testes
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sdo fornecidos pela Bio-Manguinhos (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) (MS, 2014,
LAURENTI et al., 2014; PAZ et al., 2018).

Considerando a sensibilidade e especificidade variaveis da RIFI e sua baixa
reprodutibilidade, o Ministério da Saude orientou a realizagdo de um estudo transversal,
multicéntrico, randomizado e duplo cego, comparando a utilizagdo em série de ELISA e
RIFI e do teste rapido DPP® e ELISA. O resultado mostrou maior sensibilidade
(87,88%) e especificidade (88,03%) do TR DPP e ELISA ao se comparar com ELISA e
RIFI (sensibilidade de 86,00% e e especificidade de 85,71%) (BRASIL. Nota Técnica n°
01/2011 — 9 CGDT/CGLAB/DEVIT/SVS/MS; COURA-VITAL et al., 2014). Neste sentido,
em 2012, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil
registrou o teste rapido imunocromatografico (Dual-Path Platform - DPP® -
BioManguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) como recomendado para triagem de
cdes no diagnéstico da LVC (NOTA TECNICA N° 01/2011 - 9
CGDT/CGLAB/DEVIT/SVS/MS).

O TR DPP®-LVC consiste em um dispositivo impregnado com o antigeno
recombinante rK28 (uma proteina quimérica combinando os antigenos rK9, rK39 e
rkK26) e particulas de ouro coloidal ligadas a proteina A (FIGUEIREDO et al., 2018). As
amostras (soro, plasma ou sangue fresco total) sdo diluidas em solugdo tampao
(incluida no kit). A proteina A possui afinidade pela fracdo Fc de anticorpos e, desta
forma, ao encontrar anticorpos presentes na amostra, que estejam ligadas ao antigeno
presente no teste, é criado um complexo imune corado para visualizagao (GRIMALDI et
al., 2012). O resultado positivo para TR DPP® deve ser confirmado através de L. major-
like-ELISA Biomanguinhos, (BioManguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil)
(LAURENTI et al., 2014; PAZ et al., 2018).

A acuracia do DPP® tem sido testada em diversos estudos. Uma meta-
analise feita por Peixoto et al (2015) com 15 estudos utilizando ELISA de antigeno
bruto, 11 utilizando RIFI e 3 utilizando DPP® mostrou que as acuracias sdo moderadas
para todos os testes e que ha uma elevada heterogeneidade em relagdo aos sintomas
clinicos e localizagdo geografica. Estudo de Laurenti et al (2014) mostra elevada
sensibilidade para DPP® para cdes sintomaticos (89.4%) e assintomaticos (92.1%),

contrapondo o estudo de Grimaldi et al (2012) que supde que a sensibilidade do DPP®
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possa variar com a fase de infeccdo em cdes assintomaticos. Em relagcdo a
especificidade, DPP® apresentou 95.1% e o ELISA 77.8%. O estudo ainda sugere que
o teste deveria ser utilizado como teste confirmatorio.

Uma ampla cobertura vacinal contra leishmaniose em cées, principalmente
na auséncia de vacinas licenciadas para leishmaniose visceral humana, constitui uma
ferramenta importante para o controle da doenca (PALATNIK-DE-SOUSA, 2012). Uma
vacina efetiva contra leishmaniose canina deve induzir imunidade Th1 forte e
duradoura, evitando o estabelecimento de infecgbes iniciais (objetivo dificil de ser
alcangado para qualquer vacina anti-protozoario), ou ainda, controlar a progressao da
doencga, dessa forma, reduzindo a transmissdo do parasito, ja que ambas estédo
correlacionadas (GRADONI, 2015).

A primeira vacina aprovada para uso comercial no Brasil foi a Leishmune®
(Fort Dodge Saude Animal) em 2003, composta do antigeno glicoprotéico fucose-
manose ligante purificado (FML) de promastigotas de L. donovani (MARCONDES e
DAY, 2019). Apesar de apresentar eficacia de até 80%, foi descontinuada em 2014
devido ao ndo preenchimento de requisitos para sua aprovagao na fase lll de estudo
(NOTA TECNICA N°038/2014/DFIP/SDA, 2014). Outro problema em relagdo ao seu
uso foi a indiscriminagdo entre cées vacinados e infectados, o que levou a animais
erroneamente diagnosticados e consequentemente eutanasiados (PALATNIK-DE-
DOUSA, 2012; MELO et al.,2016).

Até o momento, portanto, a unica vacina licenciada contra LVC, disponivel
para uso veterinario no Brasil, &€ a Leish-Tec® (Ceva Hertape), composta pela proteina
recombinante A2, especifica do estagio amastigota e altamente conservada entre
espécies de Leishmania. Contém saponina como adjuvante e estimulante de resposta
Th1. Essa vacina apresenta cerca de 71% de eficacia e estudos acerca de possivel
soroconversdo pos vacinal ainda s&o controversos (MARCONDES e DAY, 2019).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz, profilatica e imunoterapica, de uso
global, para leishmaniose € um enorme desafio, apesar de novos avangos tecnoldgicos
e desenvolvimentos no campo da vacinologia. Portanto, os esforgcos devem continuar
na busca de uma vacina segura e pratica para eliminar essa doenga parasitaria do
mundo (SRIVASTAVA et al., 2016).
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Outras medidas de controle incluem uso de telas em janelas e canis, redugéo
de microhabitats favoraveis ao flebotomineo (pilhas de madeira e matérias em
decomposicao), evitar exposicdo dos cades em horarios crepusculares (devido ao
comportamento alimentar das fémeas do flebotomineo), e uso de inseticidas no interior
de residéncias e canis (NOGUEIRA et al., 2019).

1.7 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO BRASIL

E proibido, em todo o territério nacional, o tratamento da leishmaniose
visceral em caes infectados ou doentes, com produtos de uso humano ou produtos nao
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
Portaria Interministerial n® 1.426 de 11 de julho de 2008). Frente essa restricdo, os
farmacos utilizados no tratamento da LVC incluem medicamentos que atuam contra a
Leishmania, imunomoduladores e imunoterapia, além dos tratamentos de suporte
(RIBEIRO et al, 2007).

A miltefosina (Milteforan®, Virbac) é uma droga antitumoral com
propriedades anti-Leishmania importantes e resultados promissores na remissao clinica
de cées, é comercializada para tratamento de LVC, sob o nome comercial de
Milteforan®, na Europa, desde 2007. (NOGUEIRA et al., 2019). Uma década mais
tarde, no Brasil, a Nota Técnica Conjunta n°001/2016, assinada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Ministério da Saude (MS), autoriza o
registro da Miltefosina (Milteforan® /Virbac) para o tratamento da LVC em territorio
nacional (BRASIL, Nota Técnica n° 11/2016/CPV/DFIP/DAS/GM/MAPA).

Ainda nao existe tratamento efetivo em erradicar a infecgdo do céo, que pode
sofrer recidivas da doenca. Entretanto, a cura clinica e redugdo da carga parasitaria
promovidas pelo tratamento, associadas ao uso de inseticidas toépicos no cao € capaz
de reduzir a quase zero a infectividade para o vetor por pelo menos 4 meses (MIRO et
al., 2017). Desta forma, o cado tratado deve receber manejo adequado, reavaliagdes
periddicas com a possibilidade de repeticao de protocolo de tratamento, se necessario
(TRAVI et al., 2018).
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A educacido do proprietario para adequada manutencdo das medidas de
controle vetorial através do uso de produtos veterinarios registrados, impregnados de
deltametrina, permetrina ou piretrdides, na forma de spot-on ou coleiras, que previnem
o contato cao-vetor, é de essencial importancia para prevenir a primo-infecgdo de caes
e a picada do flebotomineo em cé&es infectados (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

1.8 JUSTIFICATIVA.

Nas ultimas décadas, diversas proteinas recombinantes tém sido descritas
como candidatas ao diagndstico sorolégico das leishmanioses, em especial, a LVC e,
em geral, essas proteinas apresentam elevada acuracia pincipalmente na detecgéao de
cdes com doenga sintomatica sendo, ainda, um desafio o diagndstico de caes
assintomaticos ou em estagios iniciais da infec¢ao. Portanto, alternativas que melhorem
a deteccdo de caes assintomaticos € necessidade urgente.

Cées infectados desenvolvem respostas imunes heterogéneas,
provavelmente correlacionadas a multiplicidade de antigenos somaticos e de superficie
das espécies de Leishmania spp. Esses antigenos podem ser diferencialmente
reconhecidos em diferentes animais e em diferentes estagios da doenga no mesmo
hospedeiro. Neste contexto, os antigenos recombinantes utilizados no diagndstico da
LVC também podem apresentar imunorreatividades independentes e que poderiam ser
usadas como complementares para que se atinja uma maior sensibilidade nos testes
diagnosticos.

Diante do exposto, este trabalho visa contribuir para o controle da LVC,
avaliando a utilidade diagndstica de novos antigenos recombinantes de Leishmania
rKLO8, rLb6H, 39r2, 39r4, comparando suas performances a dois antigenos de
referéncia, rK28 e rK39. Ainda, este estudo visa identificar possiveis lacunas limitantes
na capacidade diagnostica desses antigenos recombinantes, investigando a
capacidade dessas proteinas em discriminar cides saudaveis de caes infectados, a
relacdo entre a reatividade de anticorpos e o status clinico do cao infectado
(assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos) e ainda, avaliar a reatividade de

soro de cédes vacinados contra LVC frente aos referidos antigenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilidade dos antigenos recombinantes rKLOS8, rLb6H, 39r2, 39r4 no
diagndstico da leishmaniose visceral canina, comparando seu desemprenho com dois

antigenos de referéncia, rK28 e rK39.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a reatividade de anticorpos IgG anti-rKLO8, rK28, rLb6H e rK39 em
amostras de soro de caes provenientes de Governador Valadares — MG, através
do teste ELISA indireto;

e Avaliar a acuracia dos antigenos rKLOS8, rK28, rLb6H e rK39 através da analise
da curva ROC;

e Avaliar a reatividade de anticorpos IgG frente aos antigenos rKLO8, rK28, rLb6H
e rk39 em amostras de soro de cées vacinados contra a LVC (vacina Leish-
Tec®)

e Avaliar o desempenho dos antigenos recombinantes rKLOS8, rLb6H, 39r2, 39r4
comparados aos antigenos de referéncia rK28 e rK39 em amostras de soro de
caes com confirmagéo parasitolégica da infecgdo por Leishmania, provenientes

de Belo Horizonte, Minas Gerais;

e Avaliar a relagao entre as reatividades de anticorpos IgG antigeno especificos e
0s grupos clinicos de acordo com a presenga de sintomas da leishmaniose
visceral canina, confirmada parasitologicamente (assintomatico,

oligossintomatico e sintomatico);
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e Comparar a acuracia dos antigenos rKLOS8, rK28, rLb6H, 39r2, 39r4 e rK39 em
amostras de soro de caes com confirmagdo parasitolégica da infecgdo por

Leishmania, através da analise da curva ROC;

e Avaliar a resposta das subclasses de anticorpos IgG1 e 1gG2 antigeno-
especificos e a sua relagdo com os grupos clinicos de acordo com a presenga de
sintomas da LVC confirmada parasitologicamente (grupos assintomatico,

oligossintomatico e sintomatico).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANTIGENOS

A proteina recombinante rKLOS8, foi clonada e expressa a partir de um
isolado sudanés de L. donovani, sendo gentiimente cedida pelo professor Dr. Ulrich
Steinhoff, da Universidade Philiphs de Marburg (Marburg, Alemanha). Resumidamente,
os genes foram amplificados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e clonados no
vetor de expressdo bacteriana pQ41 (Qiagen GmbH, Alemanha), contendo um
marcador de histidina N-terminal. A proteina foi superexpressada em Escherichia coli
M15 (Qiagen GmbH, Alemanha) e purificada (ABASS et al., 2013). Pureza e tamanho
foram verificados por eletroforese em gel e western blotting com anticorpos anti-His e
soros de pacientes com VL. As proteinas recombinantes de L. donovani, rK28, rK39,
39r2 e 39r4, e rLb6H de L. braziliensis, foram gentiimente cedidas pelo Dr. Malcolm S.
Duthie, sendo produzidas no Infectious Disease Research Institute (hoje HDT-Biotech),
Seattle, WA, EUA. Os antigenos, originalmente liofilizados, foram diluidos em agua

destilada estéril e estocados em PBS a -20°C, até o uso a 500ng/ml.

3.2 AMOSTRAS DE SORO

Inicialmente, para a avaliagdo do desempenho dos antigenos rKLO8, rK28,
rLB6H e rK39 no diagndstico da LVC, foram ainda usadas amostras de soro de caes
gentilmente cedidas a partir do banco de soro da Geréncia de Controle de Zoonoses/
Secretaria Municipal de Saude de Governador Valadares — MG, area endémica para a
infeccdo por Leishmania. Caes de diferentes sexos, ragas e idades, foram submetidos
ao protocolo diagndstico para LVC compreendendo a triagem através do teste rapido
imunocromatografico TR-DPP® Bio-Manguinhos (DPP) e confirmagdo dos casos
positivos através do ensaio imunoenzimatico (Kit EIE-LVC Bio-Manguinhos). Caes
negativos para DPP foram classificados como controle endémico (CE; n = 44) e caes

com resultados positivos (DPP*/EIE*) foram classificados como grupo LVC (n = 44). Os
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testes nos caes foram feitos por profissionais da Secretaria de Saude do Municipio de
Governador Valadares, seguindo as instrugdes do fabricante.

Também foram incluidas amostras de soros de cades adultos, vacinados
anualmente contra leishmaniose visceral canina (Leish-Tec®) (grupo VAC; n = 44).
Esses cées sdo doadores regulares de sangue e s&o clinicamente examinados e
testados sorologicamente para LVC (SNAP Leishmania - IDEXX, ELISA e RIFI),
erliquiose, anaplasmose, babesiose, doenga de Lyme e dirofilariose, além do perfil
hematolégico completo a cada doacdo de sangue. As amostras foram gentiimente
cedidas a partir do banco de sangue da unidade de hemoterapia do Santo Agostinho
Hospital Veterinario, Belo Horizonte.

Em uma etapa seguinte, foram incluidas amostras de soro de caes adultos,
de ambos os sexos, com idades entre 2 e 6 anos, nao infectados (SAE; n = 14) ou
naturalmente infectados por Leishmania (INF; n = 35), provenientes de area endémica
para L. infantum, com confirmagao parasitolégica, gentiimente cedidas a partir da
soroteca do professor Dr. Alexandre Barbosa Reis, do Laboratério de Imunopatologia
da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) (REIS et al., 2006).

Os caes acima foram classificados a partir do resultado soroldgico da reagao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizando antigenos de promastigotas de L.
amazonenses (MHOM/BR/1960/BH6) e L. chagasi (MHOM/BR/1972/BH46). Animais
com titulos <1:40 e sem alteragdes clinicas e laboratoriais para LVC foram incluidos no
grupo saudavel de area endémica (SAE; n = 14). Caes com titulos = 1:40 tiveram a
infeccdo por L. infantum confirmada por exame parasitoldgico e pelo menos mais um
teste soroldgico adicional incluindo ELISA com extrato do parasito ou o antigeno rK39
(REIS et al., 2006). Ainda, os caes positivos para LVC foram classificados de acordo
com a presencga de sintomas clinicos em trés grupos: assintomaticos (AD; n = 11), sem
sinais clinicos sugestivos da doenga; oligossntomaticos (OD; n = 11), com no maximo
trés sintomas sugestivos de LVC incluindo pelos opacos e/ou alopecia localizada e /ou
perda de peso moderada; sintomaticos (SD; n = 13), com sinais clinicos caracteristicos
da LVC, como pelos opacos, perda de peso severa, onicogrifose, lesdes cutaneas,

apatia e ceratoconjuntivite.



51

Todas as amostras cedidas para esse estudo foram armazenadas e/ou
enviadas em frascos Eppendorf®, congeladas e devidamente identificadas, e foram
mantidas a temperatura de -20°C no IMUNOCET até o momento do uso. A proposta do
estudo foi submetida e aprovada pelo CEUA/UFJF (Protocolo — 009/2017) e
posteriormente revalidada pelo Memorando numero 34/2020.

3.3 ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA

Para a deteccdo de anticorpos IgG, 1gG1 e 1gG2 anit-Leishmania nas
amostras, foi utilizado o método de ELISA indireto, de acordo com padronizagdes
anteriormente realizadas em nosso laboratério ABAD et al. (2016).

Placas de poliestireno, de 96 pogos (Cralplast®, Brasil) foram sensibilizadas,
por 18 horas, a 4°C, com 500ng/ml (50ul/pogo) dos antigenos rKLOS8, rK28, rLb6H,
39r2, 39r4 e rK39, diluidos em tampao carbonato/bicarbonato. Apds a incubagao, as
placas foram lavadas trés vezes com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T) e bloqueadas por 1 hora a temperatura
ambiente com 100ul/pogo de solugdo bloqueio (PBS-T contendo 2% de albumina de
soro bovino, BSA). Apds a lavagem, as amostras de soro, diluidas em PBS-T contendo
0,01% de BSA, foram adicionadas na diluicdo 1:2000 para IgG e 1:1000 para IgG1 e
IgG2 (50ul/poco) e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Entdo, apos a
lavagem, anticorpos policlonais foram adicionados (50ul/pogo), previamente diluidos,
em PBS-T contendo 0,01% de BSA, como a seguir: anti-dog IgG: peroxidase (Rabbit
anti-Dog IgG; Sigma-Aldrich®, USA), 1:5000; anti-dog IgG1:peroxidase (Goat anti-Dog
IgG1; AbD Serotec®, A Bio-Rad Company, USA), 1:4000; anti-dog 1gG2 (Sheep anti-
Dog 1gG2; AbD Serotec®, A Bio-Rad Company, USA), 1:2000, seguido de incubacgao,
lavagem e adigdo, em segunda etapa, de anti-sheep IgG: peroxidase (Rabbit anti-
Sheep IgG; AbD Serotec®, A Bio-Rad Company, USA), 1:2000. Todos os anticorpos
foram incubados por 1 hora a temperatura ambiente e apds a lavagem, a reacao foi
iniciada com a adigdo 50u/pogo do substrato dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD),
diluido em tampéao citrato-fosfato, adicionado de agua oxigenada (H202). Apds o

desenvolvimento de cor, a reacgao foi interrompida pela adigdo de 25u/pogo de H2SO4
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2N e as leituras foram feitas em leitor de ELISA Spectramax-190 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) a 492nm. Os resultados foram expressos em absorbancia, que

correspondem a média dos valores das densidades 6pticas (DO) de cada amostra.

3.4 CURVA ROC (Receiver Operating Characteristic)

Neste estudo, utilizou-se a receiver operating characteristic curve, conhecida
como Curva ROC, para a analise dos valores de acuracia — area sob a curva,
sensibilidade e especificidade, além do ponto de corte (cut-off). As curvas foram obtidas
utilizando-se  programa estatistico MedCalc Statistical — versdo 5.00.020

(www.medcalc.br/index.html).

A curva ROC consiste na representacéo grafica da sensibilidade (verdadeiro
positivo) no eixo vertical e do complemento da especificidade (taxa de falso positivo) no
eixo horizontal. Cada ponto no grafico representa os valores dos referidos indices, em
diferentes pontos de corte (valores normativos acima dos quais o teste € considerado
positivo e abaixo dos quais o teste € considerado negativo), determinando assim, a
area sob a curva (ASC). A ASC ¢ o indicador de acuracia global do teste. Quanto maior
a ASC, passando pelo canto superior esquerdo, onde a sensibilidade e especificidade
tomam valores maximos, significa mais proximo do valor 1, sendo melhor o
desempenho do teste. Além da acuracia global do teste, a curva ROC permite também
identificar com precisdo o ponto de corte associado ao menor numero de resultados
errdbneos do teste. Além disso, € possivel estabelecer os valores de sensibilidade e
especificidade. O teste diagndstico ideal € aquele cujo ponto de corte esta mais préximo

da intersecgao sensibilidade/especificidade.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As anadlises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism
5.0 (Graph Pad Software). Primeiramente, a normalidade das médias de absorbancia foi
avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. O teste t de student ou o teste nédo

paramétrico Mann-Whitney foram usados para comparar as médias de densidades
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opticas (DOs) entre dois grupos. Analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste
Tukey de comparagdes multiplas, ou o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido
pelo teste Dunn de comparagdes multiplas foram usados para comparar as médias de
DO entre trés ou mais grupos independentes. Correlacbes foram estabelecidas
utilizando a classificagdo Spearman.

Comparacbdes das curvas ROC relativas aos ensaios dos antigenos
recombinantes estudados foram avaliadas pelo teste ndo paramétrico Wilcoxon, usando
o programa MEDCALC 14.8.1 (MedCalc Software). Parametros da curva, sensibilidade,
especificidade, foram extraidos no melhor ponto de corte indicado pela curva. Valores

de p menores que 0.05 (p < 0,05) foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

Com o intuito de formar os grupos necessarios para a obtengédo dos dados,
foram utilizadas amostras de origens distintas, com as quais foram realizados diferentes
procedimentos, de acordo com cada objetivo do presente trabalho. A figura 9 ilustra a
sequéncia de avaliagdes feitas para os antigenos rKLOS8, rK28, rLb6H, 39r2, 39r4 e
rK39 para se determinar a acuracia e a aplicabilidade dos mesmos em testes
diagndsticos para LVC. Também se encontram ilustrados na figura, os grupos e origens

dos soros de caes utilizados.
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Figura 9 - Organograma dos ensaios para avaliagdo da acuracia diagnodstica dos
antigenos rKLOS, rK28, rLb6H, 39r2, 39r4 e rK39
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Elaborado pela autora (2021)

Ensaios realizados com amostras de soro de caes provenientes do do municipio de Governador
Valadares-MG e Belo Horizonte-MG. Grupo DPP*/ELISA* = caes considerados positivos para
LVC. DPP- = caes considerados negativos para LVC. Vacinados (Leish-Tec®) = caes
provenientes de Belo Horizonte-MG vacinados anualmente contra leishmaniose (vacina Leish-
Tec®). Grupos INF (AD, OD, SD) = caes provenientes de Belo Horizonte-MG com infecgao por
Leishmania confirmada. Grupo SAD = caes considerados como nao infectados. ELISA =
ensaio imunoenzimatico. INF = infectado por Leishmania. AD = assintomaticos. OD =
oligossintomaticos. SD = sintomaticos. Através da analise da curva ROC (Receiver Operating
Characteristic Curve) foram definidos o ponto de corte dos ensaios, valores de sensibilidade e
especificidade. Caixa e * correspondem aos antigenos e ensaios publicados recentemente

(Pereira et al., 2020).
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4.1 DETECCAO DE ANTICORPOS IgG anti-rk28, anti-rkKLO8, anti-rk39 e anti-rLb6H

O método de ELISA indireto foi padronizado e empregado para a detecgao
de anticorpos IgG especificos contra os antigenos rK28, rKLO8, rK39 e rLb6H, nas
amostras de soro cedidas pela Geréncia de Controle de Zoonoses da Secretaria
Municipal de Saude de Governador Valadares — MG. Foram testadas 88 amostras de
soro de caes, referente aos grupos CE (controle endémico, n = 44, negativos para o
TR-DPP®) e LVC (grupo infectado, n = 44, positivos para TR-DPP® e EIE-LVC L.major-
like®) .

A figura 10 mostra a distribuicdo da densidade oOptica dos antigenos a partir
do cut-off estabelecido pela curva ROC, sendo 0,30 para rK28 (A), 0,45 para rKLOS8 (B),
0,20 para rK39 (C) e 0,66 para rLb6H (D).

Pode-se observar que a reatividade de anticorpos IgG contra os antigenos
recombinantes foi maior (p < 0,05) nos soros de caes do grupo considerado positivo
(LVC) quando comparado ao grupo considerado negativo (CE). Enquanto se observa
uma grande variagdo na magnitude das respostas, as médias de densidades Opticas
(DO) do grupo LVC foram similares para rK28 (0,97 £ 0,52) (Figura 10A), rKLOS8 (0,97 +
0,52) (Figura 10B) e rK39 (0,93 = 0,67) (Figura 10C), e discretamente menor para
rLb6H (0,75 + 0,31) (Figura 10D). No grupo CE, ao contrario, as densidades Opticas
apresentaram menor dispersao ao redor da mediana para rK28 (0,14 + 0,04), rKLO8
(0,22 + 0,08) e rK39 (0,17 £+ 0,08), enquanto a dispersao foi maior para rLb6H (0,44 *
0,16).



Figura 10 - Resposta de anticorpos IgG antigeno-especificos dos cdes com LVC
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Niveis séricos de anticorpos IgG anti-rk28 (A), rKLO8 (B), rK39 (C) e rLb6H (D) em soros de
caes negativos (CE; n = 44) e positivos (LVC; n = 44) para LVC. Ponto de corte (barras
tracejadas) estabelecido pela curva ROC. Barras horizontais representam mediana das
densidades épticas determinadas pelo ELISA. Analise estatistica Mann Whitney. * = p < 0,05.
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No grupo LVC, das 44 amostras testadas, 84% (37/44), 77% (34/44), 82%
(36/44) e 52% (23/44) foram sororreagentes (DO maior que cut-off) e 16% (7/44), 22%
(10/44), 18% (8/44) e 48% (21/44) foram n&o reagentes (DO menor ou igual ao cut-off)
aos antigenos rk28, rKLO8, rK39 e rLb6H, respectivamente. Ja no grupo CE, apenas
2% (1/44), 7% (3/44) e 9% (4/44) reagiram aos antigenos rK28, rK39 e rLb6H,
respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero e porcentagem de amostras positivas em cada grupo de soro de
caes frente aos diferentes antigenos recombinantes

rKLO8 rKk28 rLb6H rK39
Grupos (n) N° de animais reagentes (%)
CE (44) 0 1(2) 4 (9) 3(7)
LVC (44) 34 (77) 37 (84) 23 (52) 36 (82)

Fonte: Elaborado pela autora (2021)
CE: amostras negativas para o teste DPP®
LVC: amostras positivas para os testes DPP® e L. major-Like-ELISA®.
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4.2 AVALIACAO COMPARATIVA DA ACURACIA DIAGNOSTICA DOS TESTES ELISA
ENVOLVENDO AS QUATRO PROTEINAS RECOMBINANTES: rk28, rKLOS, rK39 E
rLb6H, USADAS NO DIAGNOSTICO DA LVC

A analise da curva ROC foi realizada para avaliar a acuracia geral de cada
ELISA, empregando os antigenos rk28, rKLOS8, rK39 e rLb6H para o diagndstico da
LVC (Figura 11). Representados pelos valores da area sob a curva (ASC), encontramos
um desempenho similar entre ELISA-rK28 (0,944; 95% IC = 0,874 - 0,982) e ELISA-
rKLO8 (0,926; 95% IC = 0,850 - 0,971). Embora o valor de ASC do teste ELISA-rK39
(0,890; 95% IC = 0,806 - 0,947) nao tenha sido estatisticamente diferente do teste
ELISA-rKLOS, foi inferior ao observado por ELISA-rk28 (p <0,05). O valor de ASC para
o ELISA-rLb6H foi o mais baixo em 0,813 (95% IC = 0,716 - 0,888) e foi
significativamente menor do que aqueles observados para rKLO8 e rK28 (ambos p
<0,05; Figura 11).

As correlagcbes de ordem de Spearman mostraram que os resultados dos
testes ELISA-rK28, ELISA-rKLO8 e ELISA-rK39, revelaram uma forte correlagao linear
(r=0,93 para rK28 vs rKLOS8; r = 0,90 para rK28 vs rK39; r = 0,96 para rKLO8 vs rK39).
Por outro lado, cada um deles mostrou uma fraca correlagdo com o ELISA-rLb6H (r =
0,70 para rLb6H vs rK28; r = 0,68 para rLb6H vs rKLOS8; r = 0,71 para rLb6H vs rK39)
(Figura 12).
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Figura 11 — Desempenho diagndéstico dos ELISA antigeno-especificos
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Elaborado pela autora (2021)

A analise da curva ROC foi realizada, comparando as areas sob a curva (ASC) para rKLO8 x
rk28 (p = 0,4287), rKLO8 x rK39 (p = 0,1246), rK28 x rK39 (p = 0,0258), rKLO8 x rLb6H (p =
0,0011), rK28 x rLb6H (p = 0,0013) e rK39 x rLb6H (p = 0,0589). Estatistica: teste nao
paramétrico Wilcoxon. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Figura 12 - indices de Correlagdes Spearman entre os ELISAs antigeno-especificos
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Correlagdes entre reatividades de anticorpos IgG anti-rk28, rKLO8, rK39 e rLb6H utilizando
amostras de soro de caes testados positivo (DPP*/EIE*; n = 44) para leishmaniose visceral
canina. r = indice de correlagao Spearman a p < 0,05.

A andlise da curva ROC também determinou os valores de sensibilidade e
especificidade de cada ELISA antigeno-especifico (realizado em duas ocasides
separadas para estabelecer a robustez do ensaio), bem como as razdes de
verossimilhanca (RV) nos melhores pontos de corte (cut-off) de cada curva (Tabela 2).
Cada antigeno recombinante testado, e em particular rK28 e rKLO8, demonstrou alta
especificidade (95-100% [IC = 84,5-100] e 93-100% [IC = 81,3-100], respectivamente)
indicando sua utilidade nos caes verdadeiramente negativos excluindo um diagnéstico
incorreto de LVC. Em termos de sensibilidade, os antigenos rK28 e rK39 foram os mais
sensiveis (84% [IC = 69,9-93,4] e 82% [IC = 67,3-91,8], respectivamente), seguidos
pelo antigeno rKLOS8 (75-77% [IC = 59,7-88,5]), indicando, portanto, sua adequagao
para deteccdo de LVC. O antigeno rLb6H apresentou menor sensibilidade (52 e 57%

[IC = 36,7-71,7]). Os maiores valores de sensibilidade e especificidade, foram
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retornados pelo teste ELISA-rkK28 (Tabela 2). Assim, nossos dados confirmam o
importante papel do ELISA-rk28 na triagem e detecgédo de CVL.

Tabela 2 - Sensibilidade e especificidade dos antigenos rK28, rKLOS8, rK39 e rLb6H no
diagndstico sorologico da LVC
Cut-off Sensibilidade % Especificidade %

ELISA  Exp. 4 ) [95% IC] [95% IC]

28 T 030 84 [69,9-93.4] 100 [92-100]
2 023 84 [69.9-934] 95 [84,5-99.4]

1045 77 [62.2-88.5] 100 [92-100]
rKLO8 41 75 [59.7-86.8] 93 [81,3-98.6]
3o 1030 82 [67,3-91,8] 95 [84,5-99.4]
r 2 020 82 [673-91.8] 86 [72.6-94.8]
1 066 52 [36,7-67.5] 95 [84.5-99.4]

rLb6H 35 57 [41.0-71.7] 95 [84.5-99.4]

Elaborado pela autora (2021)
Ponto de corte (cut-off), sensibilidade, especificidade e intervalos de confianga foram
determinados pela curva ROC. Os dados representam valores obtidos em 2 ensaios de ensaio
independentes com soros de cées de controle negativo (TR-DPP-, n = 44) e de cées afetados
por LVC (DPP* / EIE*, n = 44).
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4.3 AVALIACAO DA REATIVIDADE DE ANTICORPOS IgG EM SORO DE CAES
VACINADOS CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (VACINA Leish-Tec®)
FRENTE AOS ANTIGENOS rKLOS8, rk28, rLb6H e rk39

A vacinagao de cées contra a LVC constitui importante ferramenta no
controle da doencga. Entretanto, essa medida n&o é adotada pelo Ministério da Saude
do Brasil. As questdes que envolvem a nao adocao dessa medida como politica publica
sao referentes a resultados controversos de estudos apontando a possibilidade da
soroconversdao de caes vacinados, o0 que poderia interferir nos inquéritos
epidemiologicos pela dificuldade em se diferenciar cées infectados de cées vacinados
(MARCONDES e DAY, 2019).

Diante do exposto, avaliamos o impacto da imunizagdo com a vacina Leish-
Tec® sobre as respostas aos antigenos recombinantes em estudo. Para isso, um novo
grupo controle foi formado consistindo de 88 amostras divididas em dois subgrupos:
controle endémico (as mesmas amostras utilizadas anteriormente, EC, n = 44) e soros
de caes previamente vacinados contra LVC (Leish-Tec®, VAC, n = 44), para o calculo
do novo ponto de corte.

Enquanto os soros de cdes vacinados com Leish-Tec® nao diferiram do
grupo CE na resposta ao rK28, rKLO8 ou rK39, foi demonstrada uma reatividade
significativamente maior do que o grupo CE frente ao antigeno rLb6H (Figura 13).
Embora a magnitude das DO seja mais baixa que no grupo LVC, 25% dos soros de
cades vacinados (11/44) tinham anticorpos detectaveis contra o antigeno rLb6H. A
proporgao de soros reagentes no grupo VAC foi de 13% para rKLO8 e rK39 e menor
para rK28 (4,5%). Juntos, esses dados indicam que entre os testes, o ELISA-rK28 teve
a melhor capacidade de discriminar caes infectados (LVC) de controles (CE) e
imunizados (VAC).
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Figura 13 - Resposta de anticorpos antigeno-especifica em soro de cédes vacinados
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Elaborado pela autora (2021)

Niveis de anticorpos IgG contra rK28 (A), rKLO8 (B), rK39 (C) e rLb6H (D) no soro de caes
controles endémicos saudaveis (EC; n = 44), caes imunizados com Leish-Tec® (VAC; n =44), e
cées com LVC (CVL; n = 44) foram medidos por ELISA. O ponto de corte (linha tracejada) foi
estabelecido pela curva ROC enquanto as barras horizontais representam a mediana da DO
determinada pelo ELISA. Estatistica Kruskal-Wallis com pds teste Dunns * = p <0,05.
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44 AVALIACAO DA UTILIDADE DIAGNOSTICA DOS ANTIGENOS
RECOMBINANTES rKLOS, rLb6H, 39r2, 39r4, COMPARADOS AOS ANTIGENOS DE
REFERENCIA rk28 e rk39 NA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA EM AMOSTRAS
DE CAES COM CONFIRMAGAO PARASITOLOGICA DA INFECCAO POR Leishmania

Mesmo havendo um bom desempenho dos antigenos citados nos topicos
anteriores, a falta de confirmacao parasitologica (padrao ouro para diagnostico da LVC)
na selecdo das amostras para a construcido da soroteca, pode afetar os valores de
sensibilidade e especificidade dos ensaios de validagao dos antigenos. Portanto, novos
ensaios foram realizados, a fim de confirmar os dados obtidos anteriormente. Além
disso, foram adicionados dois novos antigenos, o 39r2 e o 39r4, proteinas
recombinantes com 2 ou 4 copias da repeticao de 39 aminoacidos, a fim de avaliar seus
desempenhos em comparagao com o rK39 (que possui 6,5 copias dessa repetigao).

Para a avaliacdo do desempenho diagndstico dos antigenos recombinantes
rKLOS8, rLb6H, rK28, 39r2 e 39r4 e rK39 no diagndstico da LVC, foi feita a pesquisa de
anticorpos IgG em amostras de soros de caes naturalmente infectados com
Leishmania, provenientes da cidade de Belo Horizonte, que foram gentilmente cedidas

pelo professor Dr. Alexandre Reis, conforme o organograma abaixo. (Figura 14).
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Figura 14 — Organograma dos ensaios para a avaliagdo do desempenho dos antigenos
recombinantes rKLOS8, rK28, rLb6H, 39r2, 39r4 e rK39 no diagnostico da LVC
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Elaborado pela autora (2021)

Delineamento experimental da avaliagdo do desempenho dos antigenos recombinantes rKLOS,
rLB6H, 39r2, 39r4 comparados aos antigenos de referéncia rK28 e rK39 no diagndstico da
leishmaniose visceral canina utilizando amostras de soro com confirmagao parasitolégica da
LVC (grupos INF: AD, OD, SD) ou do grupo ndo infectado (SAE). A reatividade de anticorpos
IgG anti-rKLO8, rK28, rLb6H, 39r2, 39r4 e rK39 foi avaliada por ELISA. Os antigenos foram
usados na concentragdo de 500ng/ml. Amostras de soro diluidas a 1:2000. Anticorpos anti-IgG:
peroxidase foram adicionados a 1:5000.
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4.4.1 Todos os antigenos testados sao reconhecidos por anticorpos IgG de caes
infectados por Leishmania

Os resultados de reatividade dos anticorpos frente aos antigenos sao
expressos como densidade ética (DO), e sao consideradas amostras de soro positivas
aquelas cujo valor da absorbancia foram superiores ao ponto de corte (cut-off), o qual
foi estabelecido através do software MedCalc, com base na curva ROC. A figura 15
mostra a distribuicdo das DO de anticorpos |gG em soros de c&es ndo infectados (SAE)
e infectados (INF) frente aos antigenos recombinantes com seus respectivos pontos de
corte: 0,04 para rKLO8 (A), 0,02 para rK28 (B), 0,06 para rLb6H (C), 0,04 para 39r2 (D),
0,05 para 39r4 (E) e 0,04 para rK39 (F).

Pode-se observar que todos os antigenos foram capazes de diferenciar os
grupos de caes infectados (INF) e nao infectados (SAE) (p < 0,05). Além disso, é
possivel notar uma grande dispersado das DO, ao redor da mediana, no grupo infectado,
com médias de absorbancia similares entre todos os antigenos (0,26 + 0,21 para rKLO8
e rk28; 0,17 + 0,12 para rLb6H; 0,24 + 0,18 para 39r2; 0,27 £+ 0,21 para 39r4; 0,24 +
0,22 para rK39).

Levando em conta a nao uniformidade das absorbancias entre os individuos
infectados, os dados foram separados de acordo com o perfil sintomatico dos animais,
respeitando os critérios definidos por Reis et al. (2006). Quando desmembrados nos
grupos assintomaticos (AD), oligossintomaticos (OD) e sintomaticos (SD) (Figura 16),
podemos notar que esses trés grupos tiveram reatividades maiores que o grupo SAE (p
< 0,05). Adicionalmente, o grupo SD apresentou maior reatividade que o grupo AD (p <
0,05) para os antigenos rKLOS8, rK28, 39r2, r9r4 e rK39, enquanto o grupo SD teve
reatividades maiores que OD (p < 0,05) para rKLOS8, 39r2, 39r4 e rK39. Portanto, a
reatividade de anticorpos IgG se relaciona com a intensidade da doenca clinica.
Diferente do observado para os demais antigenos, rLb6H (Figura 16C), ndo apresentou

diferencas de reatividade de anticorpos IgG entre os grupos clinicos.
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Figura 15 — Reatividade de anticorpos IgG frente aos antigenos rKLOS8, rK28, rLb6H,

39r2, 39r4 e rK39 em caes infectados e nao infectados com Leishmania

A rKLO8 B rK28 c rLb6H
1.50 1.50 1.50
Q [¢] Q
o > o
" 1] n
© - . ]
g 100 S 1.00 T 1.00
= * = * b=
Q. —_— o 1 o
-0 N 0 . 0 *
d [}
3 .ae § . T ¢
ﬁ 0.50 . 5 050+ :::' 5 050 .
g g : e 2
.
o —:::'_ [] _o:"_ [+ ®et
o e o oy o .
- *egse «®s see. %000
0,00z SO . : et 0.00_...-"'?‘-".-. ....... u.T.u ......
SAE INF SAE INF
39r2 39r4 rK39
D 150 E 1.50 F 1.50-
(4]
> > 2
. ]
(1] - 1] — -
b 1.00 b 1.00 g 1.00
= - * - *
o 2 — b I
0 . 0 . -0
o —_— o . @ H
= 2 = W 3
T 0507 ste T 050 k. 5 0507
w0 e 7] 7] T
| = - | = hd < -
o _';:_ ) —3‘1'—.. O — e®
o . o b o selye
0.00 é Sei

SAE INF SAE INF SAE INF

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Niveis séricos de anticorpos IgG anti-rk28 (A), rKLO8 (B), rLb6H (C), 39r2 (D), 39r4 (E) e rK39
(F) em soros de caes nao infectados (SAE; n = 14) e infectados (INF; n = 35) com Leishmania.
Ponto de corte (linhas tracejadas) estabelecido pela curva ROC sendo 0,04 para rKLOS8, 39r2 e
rk39, 0,02 para rK28, 0,06 para rLb6H e 0,05 para 39r4. Barras horizontais representam
mediana das densidades opticas determinadas pelo ELISA. Estatistica: Teste t de student ou
Mann-Whitney. * = p < 0,05.
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Figura 16 — Reatividade de anticorpos IgG frente aos antigenos rKLOS8, rK28, rLb6H,

39r2, 39r4 e rK39 em grupos clinicos de cdes com LVC
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)
Niveis séricos de anticorpos IgG anti-rk28 (A), anti-rKLO8 (B), anti-rLb6H (C), anti-39r2 (D),
anti-39r4 (E) e anti-rK39 (F) em soros de cades nado infectados (SAE; n = 14), infectados
assintomaticos (AD; n = 11), oligossintomaticos (OD; n = 11) e sintomaticos (SD; n = 13). Ponto
de corte (barras tracejadas) estabelecido pela curva ROC sendo 0,04 para rKLOS8, 39r2 e rK39,
0,02 para rK28, 0,06 para rLb6H e 0,05 para 39r4. Barras horizontais representam mediana das
densidades Opticas determinadas pelo ELISA. Estatistica: ANOVA seguido de Tukey ou
Kruskal-Wallis seguido de Dunn * = p < 0,05.
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Para melhor visualizagdo do perfil de reatividade de cada grupo frente aos
diversos antigenos, foi avaliada a quantidade (e porcentagem) de amostras reativas
(DO superior ao valor do cut-off) em cada um dos grupos experimentais (tabela 3).
Tendo em vista que o grupo SAE é composto por amostras oriundas de caes nao
infectados, a reatividade nesse grupo indica a quantidade de falsos positivos. Nesse
sentido 57,14% das amostras (8/14) deste grupo foram reagentes ao rLb6H, 28,7%
(4/14) ao rKLO8 e dentre os antigenos novos, 39r2 e 39r4 apresentaram o menor
numero de caes negativos reagentes, 7,14% (1/14). Para os antigenos de referéncia
rk28 e rK39, nenhuma das amostras negativas foram reativas. Nota-se que entre os
antigenos o aumento do numero de repeticdes (tandem repeats) reduziu a deteccéo de
cées do grupo controle (SAE) de 1/14 (7,14%) em 39r2 e 39r4 para 0/14 em rK39
(reducgao de falsos positivos).

Em geral, todos os antigenos tiveram boa performance na detecgdo de cées
sintomaticos (SD) e reforcam os dados da literatura de que o grande desafio no controle
da LVC é a deteccdao de caes assintomaticos e oligossintomaticos nos testes
sorologicos. Neste sentido, nota-se que para o grupo OD, o antigeno rKLO8 apresentou
performance semelhante aos antigenos rk28 e rK39 (9/11; 81,81%) e superior aos
mesmos em relagdo ao grupo AD (9/11; 81,81% para rKLO8 e 8/11; 72,72% para rK28
e rK39). O aumento de repeticdes melhorou a detecgdo de caes assintomaticos (7/11;
63,63% para 39r2 e 8/11; 72,72% para 39r4 e rK39) e oligossintomaticos (8/11; 72,72%
para 39r2 e 39r4 e 9/11; 81,81% para rK39).
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Tabela 3 — Numero e porcentagem de amostras positivas em cada grupo de soro de

céaes frente aos diferentes antigenos recombinantes

rKLO8 rK28 rLb6H 39r2 39r4 rK39
Grupos (n) N° de animais reagentes (%)
SAE (14) 4 (28,70) 0 8(57,14) 1(07,14) 1(07,14) 0
AD (11) 9(81,81) 8(72,72) 11(100,0) 7(63,63) 8(72,72) 8(72,72)
OD (11) 9(81,81) 9(81,81) 10(90,90) 8(72,72) 8(72,72) 9(81,81)
SD (13) 13 (100,0) 13 (100,0) 13(100,0) 13(100,0) 12(92,30) 12 (92,30)
INF (35) 31(88,57) 30(85,71) 34(97,14) 28 (80,00) 28 (80,00) 29 (82,85)

Fonte: Elaborado pela autora (2021)
SAE: ndo infectado; AD: infectados assintomaticos; OD: infectados oligossintomaticos; SD:
infectados sintomaticos; INF: total de animais infectados (AD + OD + SD).

Apesar da forte reatividade de caes do grupo SAE, o antigeno rLb6H

apresentou a melhor performance dentre os cdes infectados, totalizando 97,14%

(34/35) de caes reagentes, sendo ainda as melhores taxas dentro dos grupos clinicos,
ou seja, 100% (11/11) assintomaticos, 90,90% (10/11) oligossintomaticos e 100%
(13/13) sintomaticos. Interessante observar que 27,27% dos caes AD e 18,18% dos

caes OD nao foram detectados pelo antigeno de referéncia rK28 e que nesses grupos,

como ja mencionado, houve uma 6tima performance do antigeno rLb6H. Nesse sentido,

buscamos avaliar, individualmente os cédes ndo reagentes ao rK28 e como eles se

comportam, simultaneamente, frente aos demais antigenos estudados.
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4.4.2 A reatividade dos anticorpos IgG varia individualmente frente a cada

antigeno

Com intuito de comparar o comportamento de cada amostra em relagdo a
cada antigeno, foram identificadas as amostras reagentes (+) e ndo reagentes (-) entre
0os animais infectados, com confirmagdo parasitologica. Dessa forma foi possivel
evidenciar se a reatividade de um antigeno faz a cobertura da falta de reatividade de
outros (tabela 4). Foram consideradas amostras reativas aquelas com DO superior aos
cut-offs listados a seguir: 0,04 para rKLO8, 39r2 e rK39, 0,02 para rK28, 0,06 para
rLb6H e 0,05 para 39r4. Os cées nao reagentes (-) correspondem aqueles que tiveram
densidades Opticas abaixo ou iguais ao cut-off.

Dentre o grupo SD, apenas o animal SD31 nao foi detectado pelos antigenos
39r4 e rK39. Entretanto, no grupo AD se encontra o maior numero de cdes nao
detectados pelos antigenos, e é importante salientar que os animais AD1, AD2 e AD3,
nao foram detectados pelo antigeno de referéncia rK28, ao passo que AD2 foi
detectado por rKLOS8, rLb6H, 39r4 e rK39 (Tabela 4). Também €& importante destacar
que entre os antigenos 39r2, 39r4 e rK39 o aumento do numero de repetigcdes permitiu
que os animais AD2 e OD13 fossem detectados. Além de haver concordancia entre
esses trés antigenos em relagdo aos animais que nao foram detectados. Analisando o
comportamento de rLb6H, nota-se que trés animais, sendo dois assintomaticos (AD1 e
AD3) e um oligossintomatico (OD12) somente foram detectados por esse antigeno, nao
reagindo a nenhum outro. E ainda, que o cdo OD21 nao foi detectado por nenhum dos

seis antigenos.
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Tabela 4 — Soropositividade |gG dos animais infectados frente aos diferentes
antigenos testados

Animais rKLOS8 rkK28 rLb6H 39r2 39r4 rK39

AD1 - - + - - -
AD2 + - + - + +
AD3 - - + - - -
AD4 + + + + + +
Grupo AD AD5 + + + - - -
ADG6 + + + + + +
AD7 + + + + + +
ADS8 + + + + + +
AD9 + + + + + +
AD10 + + + + + +
AD11 + + + + + +
OD12 - - + - - -
OoD13 + + + - - +
OD14 + + + + + +
OD15 + + + + + +
OD16 + + + + + +
Grupo OD OD17 + + + + + +
OD18 + + + + + +
OoD19 + + + + + +
OD20 + + + + + +
OD21 - - - - - -
OD22 + + + + + +
SD23 + + + + + +
SD24 + + + + + +
SD25 + + + + + +
SD26 + + + + + +
SD27 + + + + + +
SD28 + + + + + +
Grupo SD SD29 + + + + + +
SD30 + + + + + +
SD31 + + + + - -
SD32 + + + + + +
SD33 + + + + + +
SD34 + + + + + +
SD35 + + + + + +

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Soropositividadde 1gG dos animais do grupo infectado, divididos em assintomaticos (AD),
oligossintomaticos (OD) e sintomaticos (SD), a partir do ponto de corte (cut-off) estabelecido
para cada antigeno (rKLOS8, 39r2 e rK39: 0.04; rK28: 0.02; rLb6H: 0.06; 39r4: 0.05). Animais
cuja densidade 6ptica foi maior que o ponto de corte foram considerados positivos (+) e aqueles
cuja densidade optica foi menor ou igual que o ponto de corte foram considerados negativos (-).
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4.4.3 O antigeno rLb6H detecta caes assintomaticos nao reagentes ao antigeno de

referéncia rK28

Buscando comparar as reatividades entre os antigenos, eliminando o viés do
uso de placas distintas e as diferengas nos tempos de revelagdo, avaliamos a
reatividade simultdnea de sete animais infectados por Leishmania (grupo INF) que
apresentaram os menores valores de densidade éptica para rK28 sendo quatro animais
do grupo AD (AD1, AD2, AD3, ADS), dois do grupo OD (OD12, OD21) e um do grupo
SD (SD31). Essas amostras foram avaliadas nas mesmas condigbes de experimento
(mesma placa e mesmo tempo de parada) (figura 17)

Pode-se observar diferenca significativa entre os antigenos rKLO8 e 39r2,
com maiores valores para o primeiro (Figura 17A). Dentre 39r2, 39r4 e rK39, o aumento
do numero de repeticdes nado influenciou na reatividade IgG nesse grupo de caes.
Houve uma reatividade IgG significativamente maior destes animais (< 0.05) para o

antigeno rLb6H em comparagao aos demais antigenos (Figura 17A).

Figura 17 — Reatividades simultdneas das sete amostras de animais infectados por

Leishmania que apresentaram as menores absorbancias IgG-rk28
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Dispersao das densidades Opticas dos sete animais do grupo infectado com os menores valores
de densidade optica IgG anti-rk28, testados simultaneamente, por ELISA para rKLOS8, rK28,
rLb6H, 39r2, 39r4 e rK39. Estatistica: Teste t de student ou Mann-Whitney. *=p <0,05. A: *=p
< 0,05 em relagao ao antigeno rLb6H; # = p < 0,05 em relagao ao 39r2.
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A fim de comparar as reatividades entre os animais com melhores
reatividades para rK28, foi feita avaliacdo de sete amostras de caes infectados que,
apresentaram os maiores valores de densidade oOptica para o antigeno de referéncia,
sendo seis animais do grupo SD (SD26, SD27, SD29, SD30, SD34, SD35) e um animal
do grupo OD (OD19). Interessantemente, nota-se que as amostras mais reagentes ao
rkK28 sédo as que apresentam os menores valores de densidade optica para rLb6H (com
excecao de um animal, SD26). Também, observa-se que os antigenos rKLOS8, rK28,
39r4 e rK39 apresentaram atividades semelhantes e foram superiores, estatisticamente,
aos antigenos rLb6H e 39r2 (p < 0,05), embora este ultimo também tenha apresentado
atividade superior (p < 0,05) ao rLb6H. Também, foi possivel notar que dentre os
antigenos 39r2, 39r4 e rK39, o aumento de numero de repeticdes aumentou

estatisticamente a média de absorbancia das amostras (Figura 18A).

Figura 18 — Reatividades simultdneas das sete amostras de animais infectados por

Leishmania que apresentaram as maiores absorbéancias 1gG-rK28
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Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Disperséo das densidades 6pticas dos sete animais do grupo infectado com os maiores valores
de densidade optica IgG anti-rk28, testados simultaneamente, por ELISA para rKLOS8, rK28,
rLb6H, 39r2,39r4 e rK39. Teste t de student ou Mann-Whitney. A: * = p < 0,05 em relagao ao
antigeno rLb6H. # = p < 0,05 em relagéo a 39r2.
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Em conjunto as avaliagbes das amostras mais reagente e menos reagentes
para o antigeno de referéncia rK28, indicam que dentre os antigenos novos (rKLOS,
rLb6H, 39r2 e 39r4), rLb6H apresenta melhor atividade dentre os animais positivos que
permaneceram nao detectados por rK28. Entretanto, dentre as amostras com maior

reatividade a rK28, o antigeno rLb6H apresentou as menores absorbancias.

4.4.4 Curvas ROC indicam elevada acuracia para todos os antigenos utilizados

Tendo em vista que as amostras de soro de cdes usadas nesse estudo
passaram por um critério externo de classificagao conhecido como padrao ouro para o
diagnostico da LVC (demonstragdo do parasito em aspirados de tecidos) e que foram
distintamente detectadas pelos antigenos em estudo, passamos a avaliar qual a
proporgcao de caes corretamente detectados, através da analise da curva ROC. A curva
ROC é uma representacao grafica que ilustra a acuracia global do ELISA empregando
cada um dos antigenos rKLOS8, rK28, rLb6H, 39r2, 39r4 e rK39 para o diagndstico da
LVC (Figura 19), representada pelos valores de area sob a curva (ASC), além de
sensibilidade, especificidade nos diferentes pontos de corte (cut-off).

Representados pelos valores da area sob a curva (ASC), encontramos um
desempenho excelente (acima de 0,9) para os ELISAs rKLOS8 (0,906; 95% IC = 0,788 -
0,971), rk28 (0,945; 95% IC = 0,840 — 0,990), 39r2 (0,929; 95% IC = 0,818 — 0,982),
39r4 (0,945; 95% IC = 0,840 — 0,990) e rK39 (0,954; 95% IC = 0,853 — 0,993). O maior
valor de ASC foi alcangado pelo antigeno rK39 e foi significativamente maior (p < 0,05)
que a ASC de rLb6H (0,876; 95% IC = 0,750 — 0,952). Importante salientar que com
excecao de rK39 e rLb6H (p = 0,0492), ndo houve diferenga significativa entre as

acuracias dos demais antigenos.
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Figura 19 — Estudo e comparagao das curvas ROC geradas a partir do ELISA antigeno

especifico
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Fonte: Elaborado pela autora (2021)
A analise da curva ROC foi realizada, comparando as areas sob a curva (ASC) para rKLO8 vs

rk28 (p = 0,2420), rKLO8 vs rK39 (p = 0,0743), rKLO8 vs rLb6H (p = 0,5710), rKLO8 vs 39r2 (p
= 0,4324), rKLO8 vs 39r4 (p = 0,1972), rK28 vs rK39 (p = 0,7204), rK28 vs rLb6H (p = 0,1708),
rk28 vs 39r2 (p = 0,4714), rK28 vs 39r4 (p = 1,0000), rK39 vs rLb6H (p = 0,0490), rK39 vs 39r2
(p = 0,3197), rK39 vs 39r4 (p = 0,6628), rLb6H vs 39r2 (p = 0,2741), rLb6H vs 39r4 (p = 0,0886)
e 39r2 vs 39r4 (p = 0,4077). Estatistica: teste ndao paramétrico Wilcoxon. Valores de p < 0.05
foram considerados estatisticamente significativos.
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Os valores de sensibilidade e especificidade de cada ELISA antigeno-
especifico também foram determinados através da curva ROC, bem como os pontos de
corte (cut-off) de cada teste (Tabela 5).

O antigeno de referéncia, rK28, apresentou o0s maiores valores de
sensibilidade e especificidade, em conjunto (91,43% e 100%, respectivamente). Dentre
os antigenos novos, rLB6H e rKLO8 apresentaram os maiores valores de sensibilidade
(91,43% e 85,71%, respectivamente), seguidos por 39r2 (80%), 39r4 (80% e rK39
(82,86%). Em relagcdo a especificidade, o valor maximo (100%) foi atingido pelos
antigenos rk28, 39r2, 39r4 e rK39, seguidos por rKLO8 (85,71%) e rLb6H (71,43%).

Tabela 5 — Sensibilidade e especificidade dos antigenos rKLO8, rK28, rLb6H, 39r2,
39r4 e rK39 no diagndstico soroldgico da LVC
Antigenos Cut-off Sensibilidade [95% IC] Especificidade [95% IC]

rKLO8 0,04 85,71 69,7 — 95,2] 85,71 57,2 — 98,2]
rk28 0,02 91,43 [76,9 — 98,2] 100,0 [76,8 — 100,0]

rLb6H 0,06 91,43 [76,9 — 98,2] 71,43 [41,9 — 91,6]
39r2 0,04 80,00 [63,1 — 91,6] 100,0 [76,8 — 100,0]
39r4 0,05 80,00 [63,1 — 91,6] 100,00 [76,8 — 100,0]
rK39 0,04 82,86 [66,4 — 93,4] 100,00 [76,8 — 100,0]

Elaborado pela autora (2021)

O cut-off (ponto de corte), sensibilidade e especificidade foram determinados com base na
analise da curva ROC. Valores de sensibilidade e especificidade apresentados foram aqueles
correspondentes ao ponto da curva ROC mais proximo de sensibilidade e especificidade igual a
100%. IC: intervalo de confianca.
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4.5 AVALIAGCAO DA RESPOSTA DAS SUCLASSES DE ANTICORPOS IgG1 E IgG2
CONTRA OS ANTIGENOS rKLOS8, rk28, rLb6H, 39r2, 39r4 E rK39 E A SUA RELAGAO
COM SINTOMAS CLINICOS EM AMOSTRAS DE CAES COM CONFIRMAGAO
PARASITOLOGICA DA INFECCAO POR Leishmania

Sabe-se que a reatividade de anticorpos IgG em caes infectados por
Leishmania se correlaciona com o status clinico do animal, onde se observa maior
reatividade em caes sintomaticos em comparagédo a cées assintomaticos (NOGUEIRA
et al., 2019). Entretanto, embora muitos estudos tentem correlacionar perfis de
susceptibilidade e resisténcia com a reatividade de anticorpos IgG1 e 1gG2, os
resultados séo conflitantes.

Uma vez que os estudos para avaliagao da utilidade de subclasses de I1gG
como biomarcadores da LVC sdo conduzidos em condigdes diversas, com antigenos
diferentes entre si, desde antigenos brutos a antigenos recombinantes de espécies e
cepas diferentes de Leishmania (TEIXEIRA NETO et al.,, 2010; LIMA et al., 2017;
CHAABOUNI et al., 2018), buscamos avaliar a reatividade de anticorpos IgG1 e 1gG2
em soro de caes com LVC, frente aos antigenos rKLO8 de L. donovani, rK28, 39r2,
39r4 e rK39, de L. donovani, com sequéncias homologas em L. infantum e ao rLb6H de
L. braziliensis. A figura 20 ilustra o delineamento experimental para a avaliagdo da

reatividade 1gG1 e IgG2 entre os grupos clinicos de céaes.
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Figura 20 - Organograma do estudo da reatividade das subclasses IgG1 e IgG2 e sua

relagdo com os sintomas clinicos da leishmaniose visceral canina
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Elaborado pela autora (2021)

Delineamento experimental da avaliagdo da reatividade de subclasses de anticorpos 1gG (IgG1
e 1gG2) anti-rKLO8, rK28, rLB6H, 39r2, 39r4 e rK39 em soro de caes infectados por Leishmania,
provenientes de Belo Horizonte. Cdes com infecgdo por Leishmania confirmada foram
categorizados em assintomaticos (AD), oligossintomaticos (OD) e sintomaticos (SD). Cées do
grupo SAE (nao infectados) forma utilizados como controle. Os antigenos foram usados na
concentracao de 500ng/ml. Amostras de soro diluidas a 1:2000. Anticorpos anti-dog IgG1:
peroxidase e IgG2: peroxidase foram adicionados a 1:4000 e 1:2000, respectivamente.

4.5.1 As reatividades IgG e IgG2, para todos os antigenos estudados, se mantem
elevadas em todos os grupos clinicos (AD, OD e SD), porém, IgG1 apresenta

elevagao significativa somente em caes sintomaticos

A reatividade de 1gG e IgG2 em todos os animais infectados (grupos AD, OD
e SD) foi significativamente maior (p < 0,05) em comparagédo ao grupo controle SAE
para todos os antigenos estudados (Figura 21). Em relagdo aos anticorpos IgG1,
somente o grupo SD apresentou reatividade superior a do grupo controle (p < 0,05)
para os antigenos rK28 (Figura 21E), 39r2 (Figura 21K), 39r4 (Figura 21N) e rK39
(Figura 21Q).

Ao avaliar as respostas de IgG2 entre os grupos infectados, nota-se que
houve maior reatividade em caes do grupo SD em relagdo a AD (p < 0,05) para os
antigenos rKLO8 (Figura 21C), rK28 (Figura 21F), 39r2 (Figura 21L), 39r4 (Figura 210)
e rK39 (Figura 21R), e de caes do grupo SD para OD para os antigenos rK28, 39r4 e
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rkK39. Enquanto, ndo houve diferenga de reatividade de IgG2 entre os grupos OD e AD,
para nenhum dos antigenos testados.

Em relagdo as reatividades de IgG1, sdo observados valores mais elevados
para o grupo SD em relagéo a AD (p < 0,05) para os antigenos 39r2 (Figura 21K), 39r4
(Figura 21N) e rK39 (Figura 21Q). Ao passo que, somente para o antigeno 39r4 (Figura
21N), a reatividade |IgG1 do grupo SD se mostrou superior ao do grupo OD (p < 0,05).

Tendo em vista as diferentes respostas sorolégicas em relagdo ao status
clinico, foi realizada a avaliagdo de correlagdo com as reatividades, e observou-se sua
relacdo com IgG e IgG2 (valores de r de Spearman, figura 21) para todos os antigenos,
e com a reatividade de 1gG1 para os antigenos 39r2 (Figura 21K), 39r4 (Figura 21N),
rk39 (Figura 21Q) e de forma baixa para rK28 (Figura 21E). Nao houve correlagao entre
as reatividades 1gG1 e status clinico para os antigenos rKLO8 (Figura 21B) e rLB6H
(Figura 21H). Portanto, podemos notar que as reatividades IgG e 1gG2 s&o elevadas em
todos os grupos clinicos, porém, IgG1 apresenta elevacéo significativa somente em
caes sintomaticos para os antigenos rK28, 39r2, 39r4 e rK39. Ainda, € possivel
perceber que esse perfil de reatividades se repete de forma uniforme para todos os
antigenos que possuem dominios conservados entre as espécies de L. infantum e L.
donovani, como no caso de rK28, 39r2, 39r4 e rK39. Portanto, podemos supor que a
reatividade IgG1 se difere para os antigenos rKLO8 e rLB6H por ndo possuirem a

mesma sequéncia entre as espécies L. donovani e L. infantum.



Figura 21 - Reatividades de anticorpos IgG, IgG1 e 1IgG2 antigeno-especificos e a

relagdo com o status clinico na leishmaniose visceral canina
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A correlagdo entre as reatividades das imunoglobulinas 1gG, I1gG1 e 1gG2
também foi avaliada (Tabela 6). Observa-se que para todos os antigenos houve forte
correlagdo entre os niveis de IgG e IgG2 (valor de r acima de 0,9 para os antigenos
rKLO8, rK28, 39r4 e rK39 e acima de 0,8 para os antigenos rLb6H e 39r2),
demonstrando que IgG2 é importante componente da reatividade de IgG.

A correlagao entre as reatividades de IgG e IgG1 apresentou os maiores
valores para os antigenos 39r4 e rK39 (r = 0,7754 e r = 0,6950, respectivamente),
embora tenha sido possivel observar correlagdes positivas para todos os antigenos,
ainda que em menores valores. Enquanto os menores valores de correlagcdo, embora
ainda significativos, foram observados para IgG1 e 1gG2, com exce¢ado dos antigenos
39r4 e rK39 que apresentaram valores de r elevados para essa correlagéo (r=0,7973 e

0,6687, respectivamente).

Tabela 6 - indices de Correlagdes Spearman entre as reatividades dos

anticorpos IgG, I1gG1 e IgG2 anti-Leishmania

Antigeno IgG x 1gG1 IgG x 1gG2 IgG1 x 1gG2
rKLO8 r=0,4083 p=0,0036 r=0,9310p <0,0001 r=0,3214p=0,0243
rK28 r=0,5690 p <0,0001 r=09352 p<0,0001 r=0,5133 p=0,0002
rLb6H r=0,3572p=0,0118 r=0,8214p <0,0001 r=0,2985p =0,0372
39r2 r=0,5437 p<0,0001 r=0,8872p <0,0001 r=0,5100p =0,0002
39r4 r=0,7754 p<0,0001 r=0,9387 p<0,0001 r=0,7973 p <0,0001
rK39 r=0,6950 p <0,0001 r=0,9736 p<0,0001 r=0,6687 p<0,0001

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Correlagdes entre reatividades de anticorpos I1gG, IgG2 e 1gG2 anti-rKLOS8, rK28, rLb6H, 39r2,
39r4 e rK39 em caes infectados por Leishmania. r = indice de correlagdo Spearman a p < 0,05.
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5 DISCUSSAO

No ano de 2015, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classificou a
leishmaniose visceral como uma doencga tropical negligenciada (DTN) devido a baixa
atencao voltada a doenca, resultando em altas taxas de mortalidade e disseminagao
endémica nas regides mais pobres do mundo (KAIMING Bl et al., 2018). O céao
representa um importante elemento no ciclo de transmissdo da leishmaniose visceral,
portanto, a deteccdo da infeccdo nesses animais é parte fundamental no
monitoramento da doenga em regides endémicas e ndo endémicas (DANTAS-TORRES
et al., 2019; GIUNCHETTI et al., 2019).

O diagndstico da LVC é complexo pois a acuracia dos métodos depende de
diversos fatores incluindo o estagio da infec¢do, o tipo de resposta imune desenvolvida
pelo cdo, a técnica empregada e até a natureza do antigeno usado nos testes
sorologicos (DE CARVALHO et al., 2018). Conhecer os fatores que influenciam esses
meétodos diagndsticos e buscar seu aprimoramento é de grande importancia uma vez
que, ao contrario do que acontece em paises desenvolvidos, onde os caes infectados
sdo submetidos a diferentes protocolos de tratamento que, embora ndo eliminem a
infeccdo, causam melhora do quadro clinico, nos paises em desenvolvimento, como o
Brasil, a eutanasia recomendada de caes infectados gera conflitos sociais (TRAVI et al.,
2018).

A tecnologia de producdo de antigenos recombinantes, bem como a
caracterizagdo de sitios imunodominantes especificos, permitiram o desenvolvimento
de uma segunda geracdo de ensaios ELISA, aumentando a sensibilidade e
especificidade na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, tornando os testes mais
consistentes, além de reduzir custo e tempo de producdo (BADARO et al., 1996;
ROSATI et al., 2003; PORROZZI et al., 2007; MARTINS et al., 2015; VENTURIN et al.,
2015).

Um fator complicador na analise e validagdo dos antigenos candidatos ao
aprimoramento do diagndstico da LVC consiste na dificuldade da escolha de animais
controle positivos, uma vez que ha falhas no diagndstico, independentemente do

método, ja que testes altamente especificos, como a demonstracdo do parasito ou a
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técnica de PCR, podem n&o ser os mais sensiveis para todas as formas clinicas da
LVC (TEIXEIRA et al., 2019).

Apesar da LV, no Brasil, estar associada a espécie Leishmania infantum
chagasi, os antigenos utilizados no diagndstico da LVC possuem origens variadas
(promastigota ou amastigota de diferentes espécies de Leishmania) (SCHWANKE et al.,
2014). Essa diversidade se justifica pelo fato de espécies de Leishmania apresentarem
homologia genética que varia de 69 a 90% e devido a isso, antigenos heterdlogos, ou
seja, provenientes de espécies que nao a causadora da doenca na regidao, serem
usados no diagndstico da infecgdo e no desenvolvimento de vacinas (VALE et al.,
2009).

No presente estudo anticorpos IgG presentes nas amostras de soro de caes
infectados foram amplamente reagentes aos antigenos e tanto os antigenos novos
(rKLOS8, rLb6H, 39r2 e 39r4) quanto os usados como referéncia (rK28 e rK39) foram
capazes de diferenciar caes infectados de caes controle ndo infectados. Nossos
achados demonstraram valores satisfatérios de sensibilidade e especificidade para os
antigenos rKLO8 e rLb6H (PEREIRA et al., 2020). Contudo, a menor sensibilidade dos
antigenos de referéncia (rK28 e rK39) em relagdo aos valores encontrados na literatura
(GHOSH et al.,, 2016; MAIA et al., 2012) reforca a necessidade da utilizacdo de
amostras confirmadas parasitologicamente para esses ensaios (FUJIMORI et al., 2021).
Nesse sentido, observa-se que, o bloco de resultados, utilizando amostras com
confirmacao da infecgéo, refletem o melhor desempenho para os antigenos novos,
testados previamente (rKLO8 e rLb6H), bem como para o antigeno de referéncia rK28.
Entretanto, os valores de sensibilidade para rK39 apresentaram valores similares nos
dois conjuntos experimentais (82% e 82,86%).

A elevada sensibilidade do antigeno rK28 encontrada nesse estudo (91,43%
- confirmados parasitologicamente) estd de acordo com a literatura que demonstra
sensibilidade para este antigeno entre 91% e 100%, e sua importante aplicabilidade nos
testes soroldgicos baseados em ELISA para o diagnéstico da LVC (VENTURIN et a,;
2015; LAURICELLA et al.; 2016; FUJIMORI et al., 2021). Em contrapartida, o outro
antigeno utilizado como referéncia, rkK39, tem se mostrado sensivel para detectar caes
sintomaticos (sensibilidade de 93% a 100%) (BADARO et al., 1996; RHALEM et al.,
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1999; ROSARIO et al., 2005), porém se mostra menos sensivel para cées
assintomaticos com infecgdo comprovada (sensibilidade de 52,9% a 64,7%) (RHALEM
et al.,, 1999; PORROZZI et al., 2007), o que pode influenciar a sensibilidade geral do
antigeno. Outro fator importante que pode interferir no desempenho de rK39 é a
sensibilidade flutuante de acordo com a regido estudada (REITHINGER et al., 2002;
GOTO et al., 2009; LAURICELLA et al., 2016). Em conjunto, esses fatores explicam
valores inferiores de sensibilidade em relagdo a outros estudos com esse antigeno
(SCALONE et al., 2002; MAIA et al., 2012; FUJIMORI et al., 2021).

O presente estudo mostra pela primeira vez a comparacédo da sensibilidade
da sequéncia de 39 aminoacidos duplicada (39r2), quadruplicada (39r4) e a sua verséo
original, rK39 (6,5 repeticdes). As proteinas de repeticdo tém sido encontradas no
genoma de varios organismos, de virus a seres humanos, e sdo caracterizados pela
presencga de duas ou mais copias de uma sequéncia de aminoacidos (GOTO, COLER e
REED, 2007). Essas proteinas imunodominantes sdo potentes antigenos de células B
(WICKSTEAD, ERSFELD e GULL, 2003), e tém ganhado destaque no diagnédstico da
leishmaniose, apresentando acuracia superior ao antigeno lisado de L. infantum (GOTO
et al., 2006). Adicionalmente, Goto et al., 2010, avaliou o efeito do aumento do numero
de repeticdes sobre a acuracia dos antigenos, observando melhor desempenho para as
proteinas maiores. Além disso, foi possivel constatar a imunodominancia do antigeno
com maior numero de copias usando apenas 25% da concentragdo usual. De modo
semelhante, nossos achados mostram que rK39 apresentou maior sensibilidade que
suas variagdes menores (39r2 e 39r4), bem como maior avidez na ligagado antigeno-
anticorpo e imunodominancia (Apéndice B, figuras S4 e S7).

Ainda compondo o grupo de antigenos novos, foi avaliado o desempenho de
rKLO8 no diagndstico da LVC, tendo em vista sua atividade promissora na detecgéo da
leishmaniose visceral em humanos, apresentando performance superior ao antigeno
rkK39 (ABASS et al., 2013). De modo semelhante, o presente estudo demonstra que
rKLO8 foi mais sensivel que rK39 (com confirmacgao parasitolégica) também para o
diagnéstico da LVC, com valores de 85,71% e 82,86%, respectivamente. Em estudo
anterior, desenvolvido em nosso laboratério, mostramos que a combinagao dos

antigenos rKLOS8 e rK26 aumenta a sensibilidade e a especificidade para a LVC (ABAD
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et al.,, 2016). Também, Pereira et al. (2020) encontrou sensibilidade de 77,30% e
especificidade de 100% para rKLOS8 usado isoladamente no ELISA para diagndstico da
LVC. Em conjunto, esses resultados indicam e relevancia desse antigeno, de 6,3
repeticdes, que apresenta sensibilidade proxima a proteina quimérica rK28 e superior
ao antigeno de repetigao rk39.

Outra abordagem possivel para o diagnostico da LV é a utilizagdo de
antigeno de espécies de Leishmania relacionadas, como o presente no teste ELISA
confirmatorio preconizado pelo Ministério da Saude, compreendendo antigeno L.major-
like. Nesse sentido, o antigeno recombinante derivado de L. braziliensis, rLb6H, ja foi
avaliado para o diagndstico da LV em humanos, apresentando elevada sensibilidade
(SATO et al.,, 2017). De modo semelhante, nossos dados demonstram que este
antigeno também apresenta elevada sensibilidade em amostras de cades com
confirmacgéao parasitolégica da infeccao por Leishmania (91,43%).

A avaliagdo da especificidade também é parte fundamental na validagéao de
testes diagnodsticos. Nesse sentido, nossos dados demonstram que antigenos que
apresentam sequéncias idénticas nas espécies L. infantum e L. donovani (rK28, 39r2,
39r4 e rK39) apresentaram especificidade maxima (100%) no ELISA sendo que apenas
um animal saudavel teve reatividade de anticorpos IgG contra 39r2 e 39r4. Sendo,
ainda, importante salientar que o aumento do numero de repeticbes elevou a
especificidade de rK39 em relagdo a 39r2 e 39r4, excluindo o animal erroneamente
detectado pelos ultimos. Em contrapartida, os antigenos derivados de L. donovani e L.
braziliensis (rKLO8 e rLb6H, respectivamente) apresentaram especificidades de 85,71%
e 71,43%, reconhecendo quatro e oito animais saudaveis, respectivamente. Os
elevados valores de especificidade alcangados por rK28 e rK39 estdo de acordo com a
literatura (GOTO et al.,, 2009; VENTURIN et al., 2015; LAURICELLA et al., 2016;
FUJIMORI et al., 2021), e podem estar relacionados com o nivel de homologia dos
antigenos recombinantes usados no diagnodstico com a espécie envolvida nos casos de
LVC na regido estudada (L. infantum). O antigeno rK39 possui sequéncia de
aminoacidos idéntica entre L. donovani e L. infanfum (VENTURIN et al., 2015), da
mesma forma que as sequéncias compreendidas no antigeno de fusdo rK28 (rkK39,
rK26 e rK9) também s&o idénticas nas mesmas espécies (DANTAS-TORRES et al.,
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2018). Enquanto rKLOS8 é baseado em uma sequéncia de cinesina de L. donovani do
Sudao que apresenta 93% de identidade com uma proteina cinesina de L. infantum
(ABASS et al., 2013), a proteina rLb6H, de L. braziliensis, mostrou mais de 90% de
identidade ao nivel de aminoacidos com homologos em L. infantum do Brasil (SATO et
al., 2017).

Interessantemente, a homologia dos antigenos utilizados se reflete no
padrdo de reatividade observado, uma vez que, as amostras (com confirmagao
parasitolégica) altamente reativas a rK28 apresentam baixa reatividade a rLb6H,
enquanto os demais antigenos, com maior proximidade ao antigeno de referéncia
supracitado, se comportam de maneira semelhante a este. Em contrapartida, as
menores reatividades para rK28 podem ser detectadas por rLb6H, como demonstrado
no painel de reatividades (pagina 72).

Por mais que os valores de acuracia (sensibilidade e especificidade) sejam
um bom parametro para a validagéo de testes sorologicos, também €& desejavel que os
antigenos utilizados apresentem baixa ou nenhuma reatividade com anticorpos gerados
a partir da vacinagao. Além disso, a vacinagao em massa de caes representa uma
ferramenta adicional para o controle da LVC (RIBEIRO et al., 2013), embora essa
medida ndo seja adotada pelo Ministério da Saude do Brasil devido a diversos fatores
dentre eles a dificuldade em diferenciar resultados sorologicos positivos por vacinagéo
e por infeccdo (MARCONDES e DAY 2019). Contudo, a vacina Leish-Tec® utiliza
antigeno recombinante A2 de amastigota de L. donovani e a possibilidade de
reatividade a antigenos de promastigotas ainda & controversa (TESTASICCA et al.,
2014), embora animais vacinados possam apresentar elevados niveis de anticorpos
IgG2 anti-A2 por breves periodos apos a vacinagdo (FERNANDES et al., 2008). Nesse
sentido, avaliamos a reatividade de cées vacinados com Leish-Tec®, frente aos
antigenos rKLOS, rK28, rLb6H e rK39.

Nossos resultados mostram que para todos os antigenos houve reatividade
(valores de DO acima do ponto de corte) com soro de caes vacinados, mesmo nao
havendo diferenga estatistica entre os grupos (PEREIRA et al. 2020). Entretanto, a
quantidade de animais vacinados com anticorpos detectaveis foi variavel para cada

antigeno. Enquanto 25% das amostras foram reativas a rLb6H, 13% reagiram a rKLOS8
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e rk39, e 4,5% dos animais foram reagentes ao antigeno de referéncia, presente no
teste DPP®, rK28.

Em contraposi¢ao aos resultados encontrados em nosso estudo, Testasicca
et al. (2014) observou apenas uma soropositividade ao acompanhar, por 14 meses,
cées vacinados com a Leish-Tec®, empregando os testes oficiais adotados pelo
Ministério da Saude para o diagndstico da LVC (ELISA L.major-like e DPP®). Por outro
lado, Fernandes et al. (2014) observou 30,9% de soroconversdo de caes vacinados 11
meses apos a primeira dose da vacina, ao testa-los com antigeno bruto de L. infantum.
Importante considerar que no nosso estudo, ndo foram incluidos cées recebendo a
primo vacinagdo com Leish-Tec® e a coleta de amostras se deu no momento da
avaliagcao soroldgica, previamente ao reforgo anual da vacina. Assim, nao podemos
supor que a reatividade de anticorpos nesses animais se deva a soroconversao
transitoria por vacinagao recente. Além disso, cdes vacinados, incluidos nesse estudo,
embora testados anualmente para infeccao por Leishmania, sao sujeitos a ocorréncia
da infecgdo natural. Sendo assim, a presenca de anticorpos anti-Leishmania nesses
caes pode ser em decorréncia de infecgao prévia ou posterior a vacinagao.

Outra importante observagdo neste estudo foi a ampla dispersao das
densidades 6pticas ao redor da mediana em cada um dos ELISA antigeno-especificos.
Essa variabilidade pode estar relacionada a diversidade das respostas imunes de cada
cao, diferengas na carga parasitaria ou na fase da doenga, cada uma das quais é
conhecida por influenciar o diagnéstico de LVC (VALE et al., 2009; PEIXOTO et al.,
2015). Por isso, a categorizacdo de animais de acordo com as manifestacdes clinicas
pode ser util para o entendimento dos processos imunopatolégicos da LVC (TEIXEIRA
NETO et al., 2010) e como esses processos podem influenciar na sensibilidade dos
antigenos. No presente estudo, os caes infectados foram divididos em assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos, de acordo com a classificagao clinica sugerida por
Mancianti et al. (1988) para a LVC (REIS et al., 2006).

Nossos resultados mostram que a reatividade de anticorpos IgG em todos
grupos clinicos estudados (AD, OD, SD) foi maior em relagdo ao grupo controle,
independente da origem do antigeno. Além disso, todos os antigenos apresentaram

elevada capacidade de deteccdo de cdes do grupo sintomatico (92,30% a 100%). A
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exuberante gamaglobulinemia apresentada pelos animais sintomaticos é relatada em
diversos estudos empregando ELISA com as mais variadas preparagdes antigénicas
com elevada sensibilidade para essa manifestacédo da doenca (DA COSTA-VAL et al.,
2007; PORROZZI et al., 2007; CANDIDO et al., 2008; COURA-VITAL et al., 2011; LEAL
et al., 2014). Esses dados corroboram estudos que mostram elevada sensibilidade de
rk28 e rK39 na deteccéo de caes sintomaticos (BADARO et al., 1996; PORROZZI et al.,
2007; SANTAREM et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2018). O presente estudo é o
primeiro a descrever a eficacia dos antigenos rKLOS8, rLb6H, 39r2 e 39r4 em detectar
cées com LVC sintomatica.

Embora um numero similar de caes oligossintomaticos tenha sido detectado
pelos diferentes antigenos, um maior nimero de caes assintomaticos foi detectado por
antigenos provenientes de L. braziliensis e L. donovani (rLb6H e rKLOS,
respectivamente). De fato, estudo de Vale et al. (2009) mostra forte reatividade de
anticorpos IgG de caes infectados com L. infantum, assintomaticos e sintomaticos, a
antigenos heterdlogos provenientes do complexo L. braziliensis. Mendes et al. (2017)
também demonstrou a utilidade do antigeno Bi-epitopo derivado da proteina A2,
expressa em L. donovani, na detecgao de caes infectados por L. infantum no Brasil.

Assim como foi observado nos estudos de Reis et al. (2006), Teixeira Neto et
al. (2010) e Chaabouni et al. (2018), foi possivel notar que os niveis de IgG se
correlacionam (p < 0,0001) com o status clinico, sendo menores para o grupo AD e
maiores para o grupo SD. A excecgao foi observada no antigeno rLB6H para o qual a
reatividade se mantém em niveis similares entre os diferentes grupos clinicos. Assim,
diferente dos demais antigenos, a reatividade a este parece nao ser influenciada pela
forma clinica da doenca.

Tendo em vista esse perfil de reatividade distinto de rLb6H, este antigeno se
destaca como o0 mais eficaz na detecgdo de caes assintomaticos (100%) e
oligossintomaticos (90,90%), grupos onde ha maior dificuldade de detecgdo por
métodos soroldgicos. A elevada reatividade de anticorpos IgG anti-rLb6H em caes
assintomaticos levanta importantes discussdes. Muitos autores sugerem que o status
assintomatico compreende a fase inicial da LVC, antes da soroconversdo e que 0s

meétodos sorologicos durante essa fase sdo menos sensiveis (REIS et al., 2006;
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COURA-VITAL et al., 2011; GIUNCHETT!I et al., 2019). Sendo assim, os resultados do
presente trabalho demonstram uma importante aplicabilidade de rLb6H, por ser
amplamente reconhecido por anticorpos IgG dos céaes infectados, independente da
forma clinica.

Outros fatores a se considerar em relagdo a importancia de rLb6H para o
diagnodstico de LVC sao a distribuicdo geografica da Leishmania braziliensis, principal
espécie causadora de leishmaniose cutdnea na América Latina (STEVERDING, 2017) e
o fato de que, assim como humanos, os caes também podem ser co-infectados por L.
infantum e L. braziliensis (SILVA et al., 2011), o que poderia causar reagdes cruzadas
em testes sorolégicos em regides onde ha sobreposicdo de endemicidades (MADEIRA
et al., 2005), condicdo em que se enquadra a Regidao Metropolitana de Belo Horizonte
(Minas Gerais), regiao de origem dos animais aqui avaliados (PASSOS et al., 2001;
MADEIRA et al., 2006; DANTAS-TORRES et al., 2010; MARCONDES et al., 2011).

Interessante notar que o antigeno rKLO8 apresentou atividade bastante
similar aos antigenos de referéncia, rK28 e rK39, no grupo OD (81,81% de
sensibilidade para os trés antigenos), superior a esses para o grupo AD (81,81% e
72,72%, respectivamente) e superior a rK39 no grupo SD (100% e 92,30%,
respectivamente). Além disso, foi possivel observar que o aumento de numero de
repeticdes aumentou a sensibilidade dos antigenos tanto para o grupo AD quanto para
OD (grupo AD: 63,63% para 39r2 e 72,72% para 39r4 e rK39; grupo OD: 72,72% para
39r2 e 39r4 e 81,81% para rK39).

Importante notar, que cada antigeno recombinante usado no estudo foi
capaz de detectar alguns animais positivos que néo foram detectados por outros. Essas
diferengcas entre o reconhecimento de soros assintomaticos e sintomaticos pelos
diferentes antigenos sugerem que a Leishmania pode expressar proteinas diferentes a
medida que a doenga progride e isso pode refletir uma alteragdo na selecdo do
repertorio clonal de plasmacitos especificos (VALE et al., 2009). Porrozzi et al (2007),
em seu trabalho que compara a aplicagao de trés diferentes antigenos (rK26 e rK39 de
L. infantum e rA2 de L. donovani) no ELISA para diagnéstico da LVC, conclui que
antigenos recombinantes devam ser usados em paralelo para obtencdo de

sensibilidades maximas dos testes diagndsticos.
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A possibilidade da LVC apresentar diversas forma clinicas esta relacionada
diretamente com interag&o entre o parasito e o sistema imune do hospedeiro. (REIS et
al., 2010). Muitos estudos tentam correlacionar os niveis de anticorpos IgG e suas
subclasses IgG1 e IgG2 com perfis de susceptibilidade e resisténcia a LVC no sentido
de melhor compreensao dos mecanismos imunopatologicos envolvidos (MARCONDES
e DAY, 2019). Alguns estudos apontam relag&o entre os niveis de |IgG1 e a doenga
sintomatica, enquanto IgG2 se relaciona com a forma assintomatica (QUINELL et al.,
2003; LIMA et al., 2017). Por outro lado, Reis et al. (2006) e Teixeira Neto et al. (2010)
relatam niveis de IgG1 em cées assintomaticos maiores que em cées sintomaticos.
Esses resultados demonstram que ainda s&o necessarios maiores conhecimentos a
respeito da participacdo das subclasses IgG1 e IgG2 nas diferentes formas clinicas da
LVC, assim como os eixos Th1/Th2 envolvidos (REIS et al., 2009).

Comparando as reatividades de anticorpos 1gG, 1gG1 e 1IgG2 em cées AD,
OD e SD, nota-se, para todos os antigenos, elevados niveis de IgG e IgG2 em todas as
formas clinicas da LVC, quando comparadas ao grupo controle, com forte correlagao
entre o status clinico e os niveis dessas imunoglobulinas. Entretanto, os niveis de 1gG1
somente se elevam nos animais SD e mais especificamente, somente para os
antigenos com sequéncias idénticas em L. infanfum (rK28, 39r2, 39r4 e rK39) espécie
causadora de LVC no Brasil.

Portanto, o presente estudo demonstra que a associacao de IgG1 e IgG2
com perfis de resisténcia e susceptibilidade pode ser influenciado pelo antigeno
empregado. Assim como demonstrado por Chaabouni et al. (2018), o presente trabalho
reforgca que IgG e IgG2 s&o produzidos em elevadas quantidades por caes infectados,
independente da forma clinica da doenca, desde assintomatico a sintomatico. Ainda, o
antigeno derivado de L. braziliensis, rLb6H, falhou em demonstrar diferencas nos niveis

de IgG, 1gG1 e IgG2 entre os grupos clinicos.
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Em conjunto, esses dados demonstram diferentes estratégias para a
realizacdo do diagndstico sorolégico da LVC, como a utilizagdo de antigenos de
repeticdo (39r2, 39r4 e rK39) e antigenos de espécies heterélogas (rKLO8 e rLb6H).
Além disso, as diferentes performances desses antigenos, ressaltam a necessidade da

utilizagdo conjunta dessas estratégias de modo a otimizar o diagndstico da LVC.
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6 CONCLUSAO

E possivel concluir que os novos antigenos testados (rKLOS8, rLB6H, 39r2 e
39r4) apresentam caracteristicas importantes para o diagnéstico da LVC, quer seja na
detecgdo de animais 0s quais ndo reagem aos antigenos de referéncia, como também,
apresentando elevada eficacia, comparavel aos antigenos de referéncia, mesmo néao
sendo proteinas de fusdo. Além disso, a utilizagcdo dos antigenos propostos, permitiu o
aprimoramento da deteccdo da LVC nos grupos de maior dificuldade diagndstica. Por
mais que novas estratégias de validagdo desses antigenos sejam necessarias, N0Ssos
resultados contribuem para o entendimento do seu potencial diagndstico.

Por fim, pode-se concluir que, inicialmente, o antigeno rLb6H n&o se mostra
adequado para fazer a discriminacao entre caes infectados e nao infectados,
entretanto, pode ser muito bem utilizado para a identificagcdo de animais assintomaticos
que nao tenham sido detectados previamente por antigenos de uso padréao no
diagnostico da LVC. Assim, supomos que o uso combinado de diferentes antigenos,
com complementariedade sorodiagndsticas, seja promissor e merece atengdo para

estudos futuros.
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ABSTRACT

Control of canine visceral leishmaniasis (CVL), 2 major zoonatic disease in Bravil and many ather
tropical and subtrapical countries, remains difficult as an scourate and reishle disgnosiss still missing.
In endemic regions, infected dogs are the main parasitic reservoir host of homan Visceral beis b an axis
{VL) infection. Vacdnafian of daogs against Leishmania infeci ani_r siradegy to
prevent ar do betier cantrol CVL, thus, 2 serlagical test that an discr fetwesn o
mhmmmm:wmﬁmmmmﬂﬂlmvﬁﬁdﬂ
nmis Here, four [ were aval | for their ahility to detert and differenfiste be-
rmdc‘lﬂﬂmmﬁmdmﬁknhmwh::hmmmmmdwﬂlﬂ!mknﬁm
vacdne Leish-Ter™ Receiver aperating characteristic (ROC) mrve analysis of the four Leishmania-
specific Igl ELISA revealed superior performance of tE28, followed by rKLOS, rE39 and rLbhéH. The
rmhdmﬁmnsﬂ.mmhﬂ!lﬂmwmlht*ohlwummh
with sera from Leish-Tec™ immunized dogs. Our data show that the rK28-based ELISA s highly
suitatle for CVL screening as it shows high sensifivity with simubtaneaws kow cros-reacfivity. Further,
the high speficity of the rKLO8 indicates its suibility for the confirmation of CVL diagnosis.

caming viscesl o ing, of Reats,
inesins, (K28, K39, KLOE, ribEH

INTRODUCTION

Visceral leishmandssis (VL) i & neglected disesse that represents a serlons public health
problem in the more than 70 countries considered endemic 1] In Brazil, the disesse is
eauised by the protoscan Laishnianis infin tum, which can be transmdtted to man through the
Bite of the sandfly L k Ipis [2]. Visceral leish lasls b & poonotlc disease and

o -

among seversl mammalian hosts, domestic dogs | Canis faniliaris) represent the madin rural

shenticated | Downloaded 112620 02:36 P
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAC DE ETICA NO LSO DE ANIMAILS - CEUA

CERTIFICADO

Cerificamos que 2 protocolo n® 008/2017 — CEUA scbre “Influéncia de reagoes
cruzadas & vacinagdo ra sensbiidade e especificidade do antigeno KLOE ne
diagnastico da Leishmanicse “sceral Canina® projsto de pesquiza sob g
responsabilidade de HENRIQUE COUTO TEIXEIRA com a colaboragio de LiLY
PACLA MARTINEZ ASAD, SYDME! MAGNT DA SILVA E INGRID ESTEVAM PEREIRA
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentac3a Arimal adotados pelo
Conselho Nacicpal de Controle de Experimentagio Animal (CONCER! o foi
aprovada pela COMISSAD DE ETICA NQ US0O DE ANIMAIS (CEUA) ca PRO-
REITORIA CE PESQUISA/JFJF, em reunido realizada em 04/04/2017. O projeta
sera desenvolvido no perioda ce 04/08/2017 a 280272020

CERTIFICATE

We cerify that the pratacel n? 008/2017 — CEUA about "Infugénca de reacBes crzacas
® vacinagdo na sersibilidads e especificidace do artigenc rKLO8 ne diagnostico da
Laishmanicss Viscerzl Canina” under resporsability of HENRIQUE COUTO TEIXEIRA | and
collaboration LILY PACOLA MASTIMEZ ABAD, SYDKNEl MAGNG OA SILVA E INGRID

ESTEVAM FEREIRA is in agreement with tha Ethical Principles in Animal Resaarch
adopted by Braziian Council for Contral of Animal Exgerimentation (CONCEA) and
was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISAMUFIF — ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL HANCLING (CEUA) in 04/04/2017, The project will be
develeped during the pericd of 04/06/2017 tc 28/02/2020

Juiz de Fora, 27 de abril de 2017

_/"
£ _ i :
e e l/ =
5
&5’} WVice-coordenadora Coordenadora
o CELA A

7

113



