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RESUMO

SALES, S.S. Rede Nordeste de Biotecnologia / Universidade Estadual do Maranhéo,
dezembro de 2012. MODULACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE CAES
UTILIZANDO BCG EM ASSOCIA(;AO COM FRA(;AO FLAGELAR DE
Leishmania amazonensi.

Orientadora: Prof2 Dr2 Ana Lucia Abreu Silva.

O proposito do presente estudo foi avaliar a capacidade protetora da fracdo flagelar de
Leishmania (L) amazonensis sob imunomodulacdo do BCG em cées provenientes de
area endémica para leishmaniose visceral canina (LVC) por meio da avaliagcdo
soroldgica, histologica e imunohistoquimica. A priori foi realizado um estudo do tipo
inquérito, sobre a ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania em cdes macho e fémea,
com idade igual ou superior a seis meses e sua correlagdo com as variaveis clinicas:
hipertrofia de linfonodos popliteos, alteracdes cutaneas, onicogrifose, caquexia e lesdes
oculares. Os cédes foram analisados sorologicamente, através do teste de ELISA/ST®,
utilizando-se amostras de sangue periférico num total de 341 amostras analisadas. Desse
total, 173 (50,73%) foram soropositivos e 135 (39,59%) foram soronegativos para
anticorpos anti-Leishmania. Dos animais com sorologia positiva observou-se 79
(45,66%) com hipertrofia de linfonodos, 25 (14,45%) com alteragcbes cutaneas, 23
(13,29%) com onicogrifose, 22 (12,72%) com caquexia e 11 (6,36%) com presenca de
lesGes oculares. Para avaliar a capacidade protetora da fracdo flagelar imunomodulada
pelo BCG, foram avaliados 90 animais com sorologia negativa para LVC, divididos em
trés grupos de 30 animais: Grupo | — animais imunizados com doses de fracdo flagelar e
BCG; Grupo Il — animais imunizados apenas com BCG e o Grupo Il — animais
controles inoculados com PBS. Apos a imunizagdo os animais foram deixados em area
endémica e acompanhados por 14 meses. Na etapa seguinte, 06 cdes de cada grupo,
escolhidos aleatoriamente, tiveram sangue e fragmentos de pele da ponta da orelha
coletados para posterior realizacdo de sorologia anti-Leishmania, imunohistoquimica,
imprinting e histologia. A avaliagdo dos resultados mostrou que todas as amostras
coletadas foram negativas para a presenca de anticorpos anti-Leishmania. Ja a andlise
imunohistoquimica evidenciou formas amastigotas de Leishmania sp na pele de 2
animais, um pertencente ao Grupo Il (5 parasitos/campo) e outro pertencente ao Grupo
Il (18 parasitos/campo). Os animais do grupo | (imunizados com fracdo flagelar e
BCG) ndo apresentaram positividade em nenhuma das analises. A partir dos resultados
obtidos pode-se concluir que a imunizagdo com fracdo flagelar de L. amazonensis em
associacdo com BCG foi capaz de proteger os cées analisados e que a técnica de
imunohistoquimica mostrou-se mais eficiente no diagnostico da LVC no presente
estudo.

Palavras-chave: Imunizagdo. Leishmaniose visceral. Cées.



ABSTRACT

SALES, S.S. Rede Nordeste de Biotecnologia / Universidade Estadual do Maranhdo,
dezembro de 2012. MODULATION OF IMMUNE RESPONSE IN DOGS USING
BCG IN ASSOCIATION WITH THE FLAGELLAR FRACTION OF Leishmania
amazonensis.

Advisor: Prof? Dr2 Ana Lucia Abreu Silva.

The aim of this study was to evaluate the protective effect of the flagellar fraction of
Leishmania (L) amazonensis and BCG in dogs from endemic area for canine visceral
leishmaniasis (CVL). Initially a study was conducted on an epidemiological survey in
order to determine the frequency of antibodies against Leishmania in dogs of both
sexes, with aged above six months and their correlation with clinical variables such as :
hypertrophy of popliteal lymph nodes, skin lesions , onychogryphosis, cachexia and
ocular lesions. A total of 341 dogs were used in this study. The serum of these animals
was submitted to ELISA/S7 ® test. The serological results shwoed that 173 (50.73%)
were positive and 135 (39.59%) were negative for anti-Leishmania antibodies. Among
Seropositive animals was observed that 79 (45.66%) presented lymph node
hypertrophy, 25 (14.45%) skin lesions, 23 (13.29%) onychogryphosis, 22 (12.72%)
cachexia and 11 (6.36%) with the presence of ocular lesions. To evaluate the protective
effect of flagellar fraction and BCG were evaluated 90 seronegative animals divided in
three groups of 30animals: Group | - animals immunized with flagellar fraction doses of
BCG and Group Il - animals immunized with BCG and Group Il - control animals
inoculated with PBS. After immunization the animals remained in the endemic area and
they were followed up during 14 months. For immunohistochemical analysis just 06
dogs of each group were selected randomly. However, all dogs were negative for the
presence of anti-Leishmania, the immunohistochemical analysis showed amastigotes of
Leishmania in the skin of 2 animals, one belonging to the Group Il (5 parasites / field)
and another belonging to the Group Il (18 parasites / field ). The animals of group I
(immunized with BCG and flagellar fraction) did not present parasites in the skin. In
conclusion this study reinforce the same results obtained in murine model that
immunization with flagellar fraction of L. amazonensis in combination with BCG is
able to protect dogs analyzed, and the immunohistochemistry was more efficient in the
diagnosis of CVL in this study.

Key words: Immunization.Visceral leishmaniasis. Dogs.
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APRESENTACAO

Tendo em vista, a importancia epidemiolégica do cdo como reservatorio da
leishmaniose visceral e da situacdo endémica da doenca no Estado do Maranhdo, o
presente trabalho buscou estudar alternativas concretas e viaveis no campo da
imunoprofilaxia da leishmaniose visceral canina (LVC).

O municipio de S&do Luis esta dividido em sete distritos sanitarios, sendo estes:
Itaqui-Bacanga, Centro, Tirirical, Vila Esperanca, Cohab, Bequiméo e Coroadinho. O
distrito Tirirical, de acordo com o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), é o distrito
que apresenta o maior numero de casos de LVC. Deste modo, foi escolhido para a
realizacdo desse estudo imunoprofilatico, sendo necessario a priori um levantamento do
perfil epidemioldgico local para se proceder todas as etapas do estudo, visando o
desenvolvimento de conhecimentos basicos para o controle dessa parasitose.

O estudo realizado resultou na elaboracdo de uma tese composta por dois artigos

cientificos e uma patente depositada:

1. “Fatores clinicos e ndo clinicos relacionados com a frequéncia de anticorpos anti -
Leishmania chagasi em area endémica no municipio de S&o Luis/MA/Brasil” (Artigo

submetido).

2. “Modulagdo da resposta imunolédgica de caes desafiados com associacdo de fragdo
flagelar de Leishmania (L) amazonensis e BCG expostos a uma &rea de transmissdo
ativa de Leishmania chagasi/infantum”

3. “Uso e formulagdes do antigeno imunoprofilatico da fracdo flagelar de promastigota
de Leishmania amazonensis imunomodulada com Bacilo Calmette Guerin (BCG) contra
leishmaniose visceral canina (LVC)” (patente depositada).
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS SOBRE LEISHMANIOSE
VICERAL

1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose causada por diferentes espécies de
protozoarios intracelulares do género Leishmania. A doenca é endémica nas regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, sendo relatado também casos de LV canina na
regido Sul (KRAUSPENHAR et al., 2007; THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).

A LV tem como agente etiologico a espécie Leishmania chagasi/infantum que é
transmitida ao hospedeiro vertebrado atraves da picada de um inseto flebotomineo
hematdfogo da espécie Lutzomia longipalpis (SLAPPENDEL et al., 1998).

O cdo doméstico é considerado um reservatério importante do parasito e,
aparentemente, é o responsavel pela natureza endémica ou epidémica da doenca
(LAINSON & SHAW, 1987; ASHFORD et al., 1998; FUNASA, 2002),
particularmente em areas urbanas, onde ha correlacdo entre a distribuicdo espacial de
cées soropositivos e casos humanos de leishmaniose visceral (OLIVEIRA et al., 2001;
CAMARGO-NEVES et al., 2001).

A espécie canina apresenta alta prevaléncia da infeccdo, por albergar o parasito
na derme, reforcando a importancia dessa espécie no ciclo biolégico da doenca, atuando
como fonte de infeccdo para insetos flebotomineos durante o repasto sanguineo
(MATTOS et al., 2004; LUVIZOTTO et al., 2006).

Visando o controle da LV a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a
eutanasia dos cées soropositivos, associada ao tratamento dos casos humanos e combate
ao vetor; no entanto, reconhece as limitagcbes do primeiro procedimento. Embora, a
eliminacdo de cdes soropositivos seja uma das medidas preconizadas pelos 6rgédos
publicos competentes, tal medida ndo é suficiente para a erradicacdo da doenca
(DIETZE et al., 1997; ASHFORD et al., 1998).

Considerando que as medidas de controle centradas no cdo tém se mostrado
pouco eficiente, o desenvolvimento de vacinas contra a LV tem sido prioridade e
considerada como urgente pela OMS (Da SILVA et al., 2001; BARBIERI, 2006). Esta
necessidade fundamenta-se no aspecto de que ndo basta que a doenca clinica seja
prevenida, uma vez que, € sabido que animais assintomaticos podem atuar como
reservatorios na transmissdo do parasito, mas que os cdes de modo geral possam
apresentar uma reacdo imunoprotetora permanente que culmine com a quebra do

processo infeccioso e 0 desenvolvimento de uma resposta imunoldgica efetiva.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Distribuicéo geografica e epidemiologia

As leishmanioses sdo um complexo de doencgas parasitarias causadas por
protozoarios pertencentes ao género Leishmania, familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. O género Leishmania compreende parasitos heteroxénicos de
hospedeiros mamiferos. Os insetos vetores sdo flebotomineos da familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia
(LAINSON & SHAW, 1987).

As leishmanioses atingem tanto humanos quanto animais, sendo doenca de
ampla abrangéncia geografica, presente em todos os continentes, exceto Antartida e
Oceania. Em uma reviséo recente Alvar et al. (2012) descrevem ocorréncia da doenga
em 98 paises distribuidos nos cinco continentes .

Em todo 0 mundo, estima-se que a leishmaniose acometa cerca de 12 milhdes de
individuos. Aproximadamente dois milhdes de novos individuos s&o infectados
anualmente. Atualmente, a leishmaniose se constitui em um crescente problema de
salde publica, ndo somente no Brasil, onde € considerada uma das endemias de
interesse prioritdrio, como em grande parte dos continentes Americano, Asiatico,
Europeu e Africano. Sua importéncia levou a OMS a inclui-la entre as seis doencas
consideradas prioritarias no seu programa de controle (WHO, 2012).

A leishmaniose é endémica em 88 paises. Aproximadamente 90% dos casos
ocorrem em 5 paises: India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil. A doenca atinge
principalmente as populacBes pobres desses paises; sendo que, na india o carater é
predominantemente urbano (GONTIJO & MELO, 2004; WHO, 2012).

Na América do Sul, principalmente em paises como Brasil, Venezuela e
Colémbia, o éxodo rural e a urbanizacdo crescente tem grande contribuicdo para a
expansdo desta parasitose (PROFETA da LUZ et al., 2001; SILVA et al., 2001).

O Brasil é o principal responsavel pela maioria dos casos registrados na América
Latina e, segundo o Ministério da Salde, a LV inicialmente tinha um caréater rural e,
mais recentemente, vem se expandindo para areas urbanas de médio e grande porte,
(BRASIL, 2004a). A LV constitui, na atualidade, um importante problema de saude
publica, sendo observada, uma expansdo da area de abrangéncia da infeccdo devido,
sobretudo, a fatores demograficos e ecologicos (WHO, 2012).

Embora as leishmanioses sejam consideradas doengas rurais, 0 recente

aparecimento destas enfermidades em grandes centros urbanos e a reemergéncia em



16

varias cidades do mundo representa um problema de saldde publica emergente
(ASHFORD, 2000).

A LV no Brasil encontra-se em franca expansdo, e desde a década de 90 vem
ocorrendo o aumento significativo do numero de casos (GONTIJO & MELO, 2004).
Com o processo de urbanizacéo, o perfil epidemioldgico das leishmanioses passou a ser
variavel e especifico para cada area. A doenca deixou de ser primariamente silvestre e
passou a se estabelecer em areas rurais e também em regides urbanas, desde que haja
condicdes propicias para a sobrevivéncia dos vetores e a permanéncia de animais
vertebrados que funcionem como reservatorios mantendo o parasito nestes ambientes.

Nas ultimas décadas ocorreram profundas mudancas na estrutura agraria do
Brasil, que resultaram na migracdo de grande contingente populacional para centros
urbanos, isso trouxe para a periferia das cidades, popula¢des humana e canina de areas
rurais onde a doenca era endémica. Segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatisticas), 85% da populacdo do pais vive em &reas urbanas, criando
condicGes favoraveis para a emergéncia e reemergéncia de doencas, sendo que, a maior
incidéncia encontra-se na regidao Nordeste (ALEXANDRINO, 2001; BRASIL, 2002;
GONTHIO & MELO, 2004).

Varios fatores sdo atribuidos a expansdo da ocorréncia da LV no Brasil, entre
elas as mudancas ambientais como as alteragdes climéticas e os desmatamentos que
reduziram a disponibilidade de alimento para 0 mosquito transmissor no ambiente rural,
e que como alternativas mais acessiveis encontra o cdo e o homem para realizarem o
repasto sanguineo (BRASIL, 2004b; MEDEIROS et al., 2005).

O papel do cdo na LV é bem conhecido. Em todos os focos endémicos da
doenca humana esses animais apresentam alta prevaléncia de infeccdo e riqueza de
parasitismo cutaneo, sendo elevada a proporcdo de infeccdes inaparentes (FEITOSA et
al., 2000).

No Estado do Maranhdo a leishmaniose visceral canina (LVC) constitui um
grave problema de Saude Publica, sendo que no municipio de S8o Luis constata-se a
dispersdo da infeccdo devido a circulagdo indiscriminada de cées infectados e a
manutencdo de ambientes peridomiciliares em condic¢Ges propicias a proliferacdo do
vetor. Inquéritos epidemiologicos tem mostrado que na llha de S& Luis a
soroprevaléncia da LVC tem percentuais elevados variando entre 51,61% e 67%
(GUIMARAES et al., 2005; ABREU-SILVA et al., 2008; BARBOSA et al., 2010).
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2.2 Agente etiologico

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozoarios digenéticos
pertencentes ao sub-reino Protozoa, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
género Leishmania que acometem o homem e diferentes espécies de mamiferos
silvestres e domésticos das regibes tropicais e subtropicais do Velho e Novo Mundo.
(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

O género Leishmania apresenta morfologia varidvel quanto ao hospedeiro em
que infecta. Apresenta-se sob duas principais formas: promastigota — forma alongada do
protozoario com cinetoplasto anterior ao nucleo, com flagelo livre a partir da porcao
anterior da célula, que é encontrada no tubo digestério do inseto vetor e a amastigota, a
forma arredondada ou oval e com flagelo curto restrito a bolsa flagelar, encontrada
principalmente no interior de células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro
vertebrado (LAINSON & SHAW, 1987).

O género Leishmania inclui aproximadamente 30 espécies diferentes que séo
classificadas em dois subgéneros: Leishmania e Viannia, possuindo padroes
epidemioldgicos distintos e algumas espécies com acentuada preferéncia por
reservatorios especificos (MOMEM & CUPOLILLO, 2000).

Os protozoarios envolvidos na forma visceral da leishmaniose estdo divididos
em trés espécies pertencentes ao complexo, Leishmania (Leishmania) donovani: O
agente etioldgico L. donovani é responsavel pela doenca na india, Paquistdo, China
Oriental, Bangladesh, Nepal, Suddo e Kénia. Nestas regides, o homem atua como
reservatorio do parasito e a doenca apresenta um perfil antroponético (TAVARES et al.,
2003). Ja a espécie L. infantum € o agente etioldgico da LV zoondtica presente na regido
sudoeste e central da Asia, nordeste da China, norte da Africa e Europa Mediterranea
(NICOLLE, 1908). No Novo Mundo, a espécie L. chagasi € o agente da LV que
também apresenta um carater zoon6tico (CUNHA et al., 1995; TESH, 1995; DESJEUX,
1996; BEVILACQUA et al., 2001).

Em relacédo a origem da LV no Novo Mundo, ha pesquisadores que consideram
a hipotese de o agente causador (L. infantum) da doenca ndo ser originario das Américas
sendo, portanto, introduzido pelos colonizadores europeus e/ou seus cées infectados.
Contudo, no Brasil, a grande maioria dos pesquisadores defende que o parasito foi
introduzido a milhares de anos juntamente com os primeiros canideos silvestres que

chegaram ao Novo Mundo, os quais consideram a doenga como zoonose autdctone das
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Ameéricas onde raposas desempenham o papel de reservatérios naturais, devendo a
espécie ser classificada como L. chagasi. No entanto, estudos utilizando técnicas
bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e L. infantum como sendo uma
Unica espécie e aceitam a hipGtese de origem recente nas Américas (MAURICIO et al.,
2000; GONTIJO & MELO, 2004).

2.3 Vetor bioldgico
O principal vetor da LV no Brasil é Lutzomyia longipalpis, pertencente a ordem
Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae; é um inseto flebotomineo
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diptero vulgarmente denominado de “asa branca”, “birigui”, “tatuquira”, “mosquito
palha”, “cangalhinha”, medindo de 1 a 3 mm apresentando o comportamento de pousar
com as asas entreabertas e de voar em pequenos saltos (LAINSON et al. 1985;
CARRASCO & MORRISON, 1998).

Estes insetos vetores vivem em ambientes variados, mas suas formas imaturas se
desenvolvem em ambientes terrestres Umidos, ricos em matéria organica e de baixa
incidéncia luminosa. Possui habito noturno, periodo no qual, buscam ativamente os
animais vertebrados para realizar o repasto sanguineo. Os adultos sdo encontrados
durante o dia abrigados em fendas nas pedras, cavernas, galinheiros ou no peridomicilio
e intradomicilio. As fémeas sdo atraidas pelos feroménios exalados pelos machos e
também por odores de outros animais, a exemplo de emanacdes da pele de seres
humanos, bem como pelo CO, resultante da respiracdo de cada individuo ou animal
(HAMILTON & RAMSOONDAR, 1994; OSHAGHI et al., 1994; URIBE, 1999;
PINTO et al., 2001; O'SHEA et al., 2002).

A L. chagasi é transmitida pela fémea, a qual apresenta habito hematofago,
especialmente durante seu periodo reprodutivo, em virtude da demanda por um
suprimento protéico necessario a producdo de ovos. Durante o repasto sanguineo, o
inseto vetor se infecta com as formas amastigotas presentes nos macréfagos. Decorridos
alguns dias, aproximadamente sete dias, essas formas amastigotas sofreréo alteragoes
bioquimicas e estruturais e convertem-se em formas intermediarias, exclusiva do vetor,
denominadas paramastigotas e comegam a fixar-se nas paredes do aparelho digestorio
do inseto ate atingir a probdscide, onde se transformam na forma flagelada infectante
denominada promastigota metaciclica. Considera-se que o acimulo destas formas na
probdscide do inseto dificulte novos repastos sanguineos, fazendo com que o vetor

aumente a frequéncia destes repastos, possivelmente ampliando o nimero de animais
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picados. Esta obstrucdo parcial da probdscide provocaria, também, um movimento de
regurgitacdo do contetdo, inclusive com formas promastigotas do parasito, para o
interior do hospedeiro durante o ato de sugar o sangue o que facilitaria a disseminagéo
da infeccdo entre um ndmero maior de hospedeiros (DYE, 1996; LAINSON &
RANGEL, 2005).

2.4 Hospedeiros

Dentre os hospedeiros tem-se os invertebrados e os vertebrados. Os hospedeiros
invertebrados, ou vetores da Leishmania sdo insetos hematdfagos conhecidos como 0s
flebotomineos, dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Enquanto os hospedeiros
vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos, sendo 0s mais comuns 0s
roedores e os canideos, mas também podem aparecer 0s edentados, marsupiais,
procionideos, ungulados e primatas, incluindo o homem (LAINSON & SHAW, 1987).

O principal reservatorio domestico de L. chagasi é o cdo. Ja no ambiente
silvestre, os principais reservatérios sao canideos, destacando-se as raposas, gambas, e
ratos, sendo este Ultimo encontrado naturalmente infectado por L. chagasi, sendo
também considerado como reservatorio silvestre da LV no Novo Mundo (CORREDOR
etal., 1989; ZULUETA et al., 1999; SHAW, 2003).

O céo apresenta grande importancia na manutencdo do ciclo do parasito, por
representar o principal reservatorio domeéstico de L. chagasi, estando a ocorréncia da
infeccdo humana, fortemente associada a LVC. A infeccdo canina geralmente precede o
aparecimento de casos humanos, sendo ainda, mais prevalente que a doenga humana. Os
caes preenchem as condi¢fes necessarias para serem reservatorios de L. chagasi, por
serem altamente susceptiveis a infeccdo, por apresentarem intenso parasitismo cutaneo e
também pelo seu convivio junto ao homem (DESJEUX, 2001; CAMPINO, 2003).

Estudos mostram que a macica migracdo da populacdo rural para os centros
urbanos, leva ao crescimento desordenado destes centros, que € acompanhado por sérios
problemas sécio-econdmicos. A falta de saneamento bésico e as condi¢bes de pobreza,
verificadas nos subdrbios das cidades, favorecem o estabelecimento do ciclo de
transmissdo do parasito nestas localidades. Os migrantes normalmente levam consigo
cdes, porcos e galinhas que sdo mantidos no peridomicilio, criando nestes ambientes

condicdes propicias para a proliferacdo do vetor.
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2.5 Ciclo bioldgico

A transmissdo da LV entre hospedeiros vertebrados ocorre através da picada de
insetos vetores hematdfagos da espécie Lutzomyia longipalpis. Ao picar um vertebrado
infectado o inseto ingere junto com sangue células parasitadas por formas amastigotas.
No interior do tubo digestorio do inseto vetor, as células infectadas se rompem
liberando as formas amastigotas que entdo se transformam em formas promastigotas
que se multiplicam rapidamente no trato digestério médio e anterior do flebotomineo
(ALENCAR et al., 1991; MEHLHORN & PIEKARSKI, 1993; GENARO, 2003).

No interior do flebotomineo as promastigotas assumem a forma de
paramastigotas, aderidas ao epitélio do es6fago e faringe por hemidesmossomas, ao se
soltarem do epitélio, sdo chamadas de promastigotas prociclicas, depois de
promastigotas metaciclicas (forma infectante) que sdo livres e ageis e que se dirigem
para a parte anterior do aparelho bucal. Quando o inseto realiza novo repasto
sanguineo, as formas promastigotas sdo inoculadas juntamente com a saliva, no inicio e
durante a hematofagia (MEHLHORN & PIEKARSKI, 1993; GENARO, 2003).

Uma vez na pele do hospedeiro vertebrado, apds a invasdo das células do SFM,
o0 parasito perde o flagelo dentro do vaclolo parasitoforo e ocorre multiplicacdo por
divisdo binaria. As multiplicacGes sucessivas determinam o rompimento da membrana e
consequentemente, a liberacdo dos parasitos, que sdo fagocitados por novas células
dando sequéncia ao ciclo (MEDEIROS et al., 2005).

2.6 Sinais clinicos

As manifestacBes clinicas da doenca sdo semelhantes em cdes e humanos. O
periodo de incubacdo pode variar de meses a anos €, durante este periodo o parasito se
dissemina pelo corpo do hospedeiro. A forma classica caracteriza-se por sinais e
sintomas de doenca cronica persistente, incluindo febre ondulante, fadiga e perda de
peso; a invasdo das celulas sanguineas e do sistema reticuloendotelial acarreta
hepatoesplenomegalia e linfadenopatia. Porém, o surgimento da doenca e sua evolugéo
sdo consequéncias de um complexo de interacBes entre o parasito e a resposta
imunoldgica do hospedeiro (MANNA et al., 2006; OLIVA et al., 2006; CHAPPUIS et
al., 2007).

No homem as principais formas sdo a forma assintomatica ou inaparente (que
pode regredir ou evoluir), a forma oligossintomatica ou subclinica e a forma

sintomatica, que é subdividida em aguda, subaguda e cronica. A forma sintomatica
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aguda € rara, dura de um a dois meses e pode provocar a morte por anemia. A forma
subaguda manifesta-se principalmente em criancas, € grave e quando ndo tratada pode
causar caquexia e levar a 6bito num periodo de cinco meses a um ano. A forma
sintomatica cronica (calazar classico ou ainda forma classica da LV) tem evolucgédo
prolongada que pode ser de dois e/ou trés anos ou mais (PESSOA & MARTINS, 1988;
MARZOCHI et al., 2001; GENARO, 2003; MEDEIROS et al., 2005).

Os cdes sdo considerados a parte mais vulnerdvel no ciclo de transmissao de L.
chagasi. Estes animais, quando infectados, apresentam intenso parasitismo cutaneo, fato
que os tornam excelentes fontes de infeccao para o vetor (MORENO & ALVAR, 2002).

Os cdes infectados podem ser classificados em: assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos. Os assintomaticos sdo aparentemente normais, e a
infeccdo pode estar na fase inicial; os oligossintomaticos estdo na fase em que se inicia
a manifestacdo da sintomatologia e os sintomaticos manifestam os diversos sintomas da
doenga (GENARO, 2003; GONTIJO & MELO, 2004; MEDEIROS et al., 2005).

Nos cées que desenvolvem a doenca, é observada a ocorréncia de manifestacoes
clinicas especificas, como lesdes na pele do animal, destacando-se dermatite esfoliativa,
alopécia, ulceracbes cutaneas, sobretudo nas orelhas, focinho e ponta da cauda,
onicogrifose e hiperqueratose nasal e digital (CIARAMELLA et al., 1997; ALVAR et
al., 2004).

Dessa forma, os primeiros sinais clinicos observados na LVC sdo a hipertrofia
dos linfonodos popliteos e a ocorréncia de uma dermatite descamante periorbital e
nasal, que se dissemina. O pelo do animal torna-se opaco e inicia-se a alopecia, sendo
acompanhada por onicogrifose e edema das patas. Podem ainda ocorrer febre, coriza,
apatia, diarréia, hemorragia intestinal e em casos mais graves, atrofia muscular com
paresia das patas posteriores, anorexia, perda de peso e caquexia (REIS et al., 2006).

No entanto, observa-se que um percentual considerado de cdes mesmo na
presenca de infeccdo, ndo apresentam sinais clinicos da LV, tornando impossivel o
diagnéstico apenas clinico (BANETH, 2006). Assim sendo, o diagndéstico da doenca €
complexo e deve se fundamentar em informacdes relativas ao estado clinico do animal,
epidemiologia da area, achados parasitolégicos, soroldgicos e moleculares, sendo que
todos os dados devem ser considerados em conjunto (ALVAR et al., 2004).

Um fator de particular importancia é que parte dos animais infectados, mesmo
na auséncia de manifestacGes clinicas da doenca, apresenta parasitismo cutaneo, sendo

potencialmente infectantes para o vetor. Assim, 0s cdes, como reservatorios domesticos
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da L. chagasi, apresentam importante participacao para o controle da LV (MORENO &
ALVAR, 2002).

2.7 Diagnostico

O diagnostico da LV é sempre baseado em dados clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais. A OMS recomenda que se proceda a investigacdo de LV em pacientes
procedentes ou moradores de areas endémicas, que apresentem quadro febril por mais
de 15 dias sem motivo aparente, bem como nos casos onde haja hepatoesplenomegalia.
A sistematizacdo de critérios epidemioldgico, clinico e laboratorial possibilita o
diagndstico precoce, disso resulta importante reducdo da letalidade. O diagndstico
parasitolégico é fundamental e deve ser estabelecido sempre que possivel (BRASIL,
2004c; MEDEIROS et al., 2005).

O diagndstico em cdes pode ser feito com base nas caracteristicas clinicas
apresentadas pelos animais, confirmado por metodos laboratoriais diretos e indiretos
(BONATES, 2003).

Os métodos de diagnostico laboratorial para as leishmanioses podem ser
agrupados em: histopatoldgicos, pesquisa direta do parasito, soroldgicos e moleculares
(ANDRESEN et al., 1996). Existem exames laboratoriais, especificos e inespecificos
para diagndstico da leishmaniose. Os exames especificos baseiam-se na demonstracao
do parasito por métodos diretos ou indiretos; ja os inespecificos como exame clinico e
hemograma, entre outros, sao auxiliares (MEDEIROS et al., 2005). Os métodos diretos
compreendem a visualizacdo do agente etioldgico, enquanto os indiretos baseiam-se na
deteccdo de anticorpos, por meio de provas soroldgicas, além de deteccdo de DNA
(THOME, 1999; FEITOSA et al., 2000).

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagnéstico de Leishmaniose
visceral humana e canina. Muitos avan¢os tém ocorrido nos ultimos anos, mas a
despeito do grande numero de testes disponiveis para o diagnostico da LV, nenhum
apresentam 100% de sensibilidade e especificidade (GONTIJO & MELO, 2004).

Atualmente, o Ministério da Salde (MS) recomenda a utilizacdo de duas
técnicas soroldgicas, o0 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), sendo a RIFI a técnica diagndstica de rotina
(BRASIL, 2004a).



23

2.8 Resposta imunologica

Apb6s o processo de infeccdo, as leishménias sdo suscetiveis a agdo de
neutréfilos, mas, a répida entrada nos macréfagos, permite ao parasito escapar dos
mecanismos microbicidas dos neutréfilos e se multiplicar nas células do SFM
(MACHADO et al., 2004).

Ap0s a entrada do parasito nos macréfagos ocorre o processamento de antigeno
e apresentacdo para as células T. A imunidade celular protetora contra a leishménia é
mediada pelos linfocitos T auxiliares (CD4+) que, quando expostos aos antigenos
apresentados pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), liberam produtos
sollveis e citocinas, que atraem mondcitos e ativam os macrdfagos locais, aumentando
a habilidade fagocitica destas células (CUNNINGHAM, 2002).

A producdo de interleucina 12 (IL-12) pelas células dendriticas e macréfagos
permite que os linfocitos T se diferenciem na subpopulacdo Thl, que produz interferon-
v (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). Estas citocinas estimulam os macrdfagos a produzirem
intermediarios reativos de oxigénio (ROIs) e aumentar a expressao da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), resultando na producéo de oxido nitrico (NO). Tanto
os ROIs quanto o NO sdo substancias toxicas para o parasito. Por outro lado, se houver
a producdo de interleucina-4 (IL-4) pelos linfécitos T, ocorre o desenvolvimento da
subpopulacdo Th2, que confere susceptibilidade a Leishmania, por inibir a producéo de
IFN-y e IL-12, diminuir a expressdo de receptores para IL-12 nos linfocitos e inibir a
producdo de NO pelos macréfagos. Ja a producdo de IL-10 por esta subpopulacdo
estimula os linfdcitos B a produzirem anticorpos (ALEXANDER et al., 1999; BROWN
& REINER, 1999; KHARAZMI et al., 1999; PINELLI et al., 2000).

A resisténcia a LV envolve citocinas como: IL-2, IFN-y e IL-12; e a
suscetibilidade esta associada com a producdo de I1L-10, sendo essa citocina considerada
supressora da resposta imunoldgica celular na LV (GOTO & LINDOSO, 2004;
BACELAR et al., 2000).

A LV é caracterizada pela incapacidade do macrofago em destruir as formas
amastigotas. Tem sido observado que em animais doentes ocorre uma elevacdo dos
niveis de IL-10. O aumento de IL-10 em sinergismo com IL-4 parece ser fundamental
na progressdo da doencga, sendo que ambas sdo capazes de inibir a ativagdo de
macrofagos pelo TNF-o produzido pelas células TCD4+ (NEVES, 2005).

Cées que desenvolvem a forma cronica da leishmaniose visceral possuem menor

numero de linfocitos T e estas células apresentam menor capacidade de proliferacdo, em
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resposta ao antigeno de Leishmania em andlises in vitro e in vivo, quando comparados
aos linfécitos de cdes ndo infectados (PINELLI et al., 1994; DeLUNA et al., 1999).

Anédlises in vitro de linfécitos T citotoxicos CD8+ de cées assintomaticos
indicam a possibilidade de participacdo destas células, na resisténcia a LV, devido a
maior producdo de IFN-y e lise de macrofagos infectados, quando comparado a cées
sintométicos (PINELLI et al., 1995). Em cdes susceptiveis, a diminuicdo de resposta
imunologica mediada por células esta relacionada & diminui¢do do nimero de linfocitos
T CD4+, quando também se observa uma alta producdo de anticorpos (MARTINEZ-
MORENO et al., 1995; BORDOISEAU et al., 1997; CABRAL et al., 1998; MORENO
etal., 1999, GUARGA et al., 2000; LEANDRO et al., 2001, QUINNELL et al., 2003).

Estudo avaliando a resposta imune humoral, mostrou que a concentragdo sérica
de imunoglobulina G, subclasse 1 (IgG1) foi similar ao do grupo controle ndo infectado
e a de imunoglobulina G, subclasse 2 (1gG2) foi bastante elevada nos cées sintomaticos
em relacédo ao grupo ndo infectado (LEANDRO et al., 2001).

Segundo Deplazes et al. (1995), as concentracGes de 1gG total e das subclasses
IgG1 e IgG2 podem identificar suscetibilidade a leishmaniose visceral em caes, sendo
gue 0s animais suscetiveis apresentam maior concentracdo de IgG total e 1gG2, por mais
tempo. Em outros estudos foi observado que cdes naturalmente infectados com L.
chagasi, apresentavam produgdo de imunoglobulinas IgE estando esta associada a
sintomas mais severos. Assim sendo, a producdo de imunoglobulinas na leishmaniose
esta correlacionada a um padrdo de resposta do tipo Th2 (ALMEIDA et al., 2005).

A observacdo de respostas exclusivamente Thl ou Th2 é rara na populagdo
canina. Porém, foi demonstrada a dicotomia da resposta imune celular ou humoral ao
parasito, em cées infectados (MARTINEZ-MORENO et al., 1995; PINELLI et al.,
2000).

Portanto, o resultado da infeccdo é amplamente determinado pelo tipo de
resposta dos cées, sendo que os linfocitos T tém papel fundamental na imunidade a
leishmaniose, por influenciar a producdo de citocinas e interagir com os macrofagos
infectados. Assim, a imunidade contra Leishmania é mediada por uma complexa
interacdo de citocinas, produzidas principalmente por células Thl, ndo tendo os
anticorpos papel relevante na protecdo. (RHALEN et al., 1999; CHAMIZO et al., 2005;
FERNANDEZ-BELLON et al., 2005; ROSYPAL et al., 2005).
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2.9 Imunoprofilaxia

O controle da LV, recomendado pela OMS desde a década de 70, tem como base
trés critérios: diagndstico precoce e tratamento dos casos humanos; eliminacdo dos cées
reservatorios; e controle do vetor com aplicacdo de inseticidas. Embora a eutanésia de
cdes soropositivos seja recomendada pela OMS, a propria entidade reconhece que
existem cdes de grande valor afetivo, econdmico e pratico, por isso, ndo podem ser
mortos indiscriminadamente (RIBEIRO & MICHALICK, 2001).

Tendo em vista que os métodos até agora utilizados tem sido somente
parcialmente efetivos na prevencdo e controle da LVC, novas estratégias tem sido
desenvolvidas. Assim, a prevencdo da doenca nos cées através da vacinagdo surge como
uma alternativa para o controle da LV, j& que ndo existe até 0 momento tratamento
eficaz para o cdo infectado (DUNAN et al., 1989).

Diante desse fato, esforgos vem sendo desenvolvidos na busca de conhecimento
dos mecanismos imunoldgicos da LV e de novos antigenos protetores contra essa
parasitose. Assim, o desenvolvimento de vacinas contra a LVC vem sendo estudado
como medida alternativa de controle. A eficacia de preparacfes vacinais em modelos
experimentais constitui-se hoje em um dos pilares da aquisicdo de conhecimento para o
desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose.

Estudos empregando candidatos a vacina para leishmaniose no ambito de
imunobiol6égicos como extratos brutos de Leishmania tém mostrado alguns resultados
importantes. O extrato bruto de promastigotas de Leishmania (L.) infantum
autoclavados foi utilizado para a vacinacdo de cédes e a combinacdo desse extrato com
BCG como adjuvante induziu resposta imune celular e protegdo nos animais contra a
infeccdo. A vacinacdo de cdes com o complexo ligante de fucose e manose (FML) de
Leishmania (L.) donovani em uma area endémica de leishmaniose visceral no Brasil
(S&o Gongalo do Amaranto, RN) conferiu um efeito protetor significante e durador
contra essa parasitose nessa regido (SILVA et al., 2001).

Protocolos de imunizacdo com a fracdo flagelar de L. (L.) amazonensis visando a
inducdo de resposta celular na leishmaniose visceral murina, vem sendo utilizados por
Do Valle et al. (2007). Os mecanismos de resisténcia e viruléncia de diferentes espécies
do género Leishmania tém sido relacionados a dois grupos principais de imundgenos: 1)
alguns relacionados a moléculas expressas na superficie do parasito ou constituidos por
produtos secretados por eles; 2) um segundo grupo formado por moléculas localizadas

no citosol ou em organelas do citoplasma de amastigotas que constituem, em geral,
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proteinas altamente conservadas. Alguns desses antigenos sdo capazes de induzir altos
titulos de anticorpos cuja producdo tem sido atribuida a estimulos continuados ao longo
da infeccdo pela lise de amastigotas livres no foco inflamatério (REQUENA et al. 2000;
KAR et al., 2000; PROBST et al., 2001).

Dentro desse enfoque, tem sido investigada a imunogenicidade de fragdes
subcelulares de tripanosomatideos e algumas tem apresentado bom potencial como
antigenos protetores em modelo murino. Estudos empregando fracdes flagelares de
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi mostraram que elas sdo capazes de induzir
protecdo contra a infeccdo experimental pelo parasito no modelo murino (SEGURA et
al., 1977; RUIZ et al, 1986), principalmente quando associadas a acao
imunomoduladora do BCG. Estudos empregando detergentes ndo iGnicos como o
lubrol, que desintegra a membrana flagelar, mas preserva as estruturas internas do
flagelo, mostraram que apds esse tratamento a antigenicidade da fracdo flagelar era
mantida quando se utilizava BCG como adjuvante (GONCALVES da COSTA et al.,
1988). Esse fato motivou um grande interesse pelo estudo da estrutura paraxial dos
flagelos de tripanosomatideos (FARINA et al., 1986; CUNHA-e-SILVA et al., 1989;
De SOUZA, 2003). Foi demonstrado também que fracbes subcelulares constituem um
componente importante quando utilizadas na avaliacdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro.

Os eventos imunoldgicos associados a imunoprotecdo e patologia na LVC
mostraram, de acordo com as Ultimas pesquisas, que os padrbes de imunidade protetora
para Leishmania em cdes sdo semelhantes aqueles observados em modelos de
leishmaniose experimental murina e em humanos. O conhecimento destas informagoes
representa uma base importante para a busca de antigenos capazes de intervir no sistema
imunoldgico do cdo, favorecendo o desenvolvimento de eventos imunoldgicos
especificos capazes de combater o parasito durante os estagios iniciais da infecgéo.

Mais especificamente verificou-se que a fragdo microsomal de formas
promastigotas de L. amazonensis é capaz de induzir protecdo em camundongos albinos
quando o BCG é empregado como imunomodulador (GONCALVES da COSTA et al.,
1988). Em camundongos sensibilizados com antigenos de Leishmania foi demonstrado
também que as fragdes subcelulares induzem um estado de imunidade celular capaz de
ser revelado em testes cutdneos por formas viaveis do parasito, sendo mais
significativos quando o desafio se d& com formas amastigotas (ZAMORA MARQUES,
1993).
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Em relacdo aos imunoprofilaticos empregados em intervengdes vacinais na LVC
pode-se agrupé-los em trés classes, que representam diferentes geracfes de antigenos
vacinais no que se refere ao processo de produgédo. As vacinas de primeira geracdo que
correspondem as vacinas inativadas, compostas de antigenos mortos ou fracdes de
antigenos; as vacinas de segunda geracdo que correspondem as vacinas atenuadas ou
geneticamente modificadas; e as vacinas de terceira geracdo que sdo vacinas originadas
a partir de DNA antigénico onde um gene codificante do antigeno € integrado num
plasmideo que depois sera inoculado no hospedeiro (FRANCA, 2003; PALATNICK-
de-SOUSA, 2008).

Quanto ao uso de vacinas anti-Leishmania utilizadas hoje no Brasil tem-se a
vacina desenvolvida na Universidade Federal do Rio de Janeiro, considerada uma
vacina de segunda geracdo, a vacina Fucose Manose Ligante (FML), que com o aval do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estd sendo
industrializada e comercializada com o nome de Leishmune, pela Fort Dodge® Saude
Animal desde 2004 (MELO, 2004).

Mais recentemente a Leish-Tec® tem sido utilizada no combate a LVC,
licenciada pelo MAPA e comercializada desde 2008. Trata-se de uma vacina composta
pelo ativo A2 (proteina recombinante) mais adjuvante, obtida a partir do gene da
Leishmania donovani. Estudos demonstraram que o antigeno A2, especifico do estagio
amastigota de Leishmania, apresenta grande potencial como antigeno vacinal anti-LV
(GHEDIN et al., 1997; CARVALHO et al., 2002).

De acordo com a nota de esclarecimento sobre as vacinas anti-LVC registradas
no MAPA e com a nota técnica que diz respeito a contra indicagdo da vacinacéo animal,
0 MAPA possui hoje em registro as vacinas Leishmune® e Leish-Tec®, produzidas
pelos laboratérios Fort Dodge Saude Animal e Hertape Calier Saude Animal,
respectivamente, e esclarece que estas vacinas ja tiveram 0S ensaios em animais de
laboratdrio (testes pré-clinicos) e estudos de Fase I e I completados, estando os estudos
de fase 111 em andamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

As vacinas desenvolvidas contra LVC tém demonstrado serem bastante
promissoras em modelos murinos, contudo, ao passar para a fase seguinte das provas
cientificas, que testam as vacinas nos modelos caninos, os resultados tornam-se
insatisfatorios (CORRALES & MORENO, 2006). O desenvolvimento de uma vacina

para cdes representa 0 método mais eficaz e pratico para diminuir a incidéncia de
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leishmaniose visceral humana, e também contribui para o desenvolvimento de uma
vacina similar para humanos (GIUNCHETTI et al., 2008).

No entanto, estudos precedentes destacam que o principal requisito para que
uma vacina seja eficaz contra a LV é a inducéo estavel e permanente de resposta imune
celular do tipo Thl. Sendo assim, a questdo critica para escolha e desenvolvimento de
vacinas anti-Leishmania em cées é definir antigenos da Leishmania e adjuvantes e ou
imunomoduladores capazes de fornecer uma favoravel e sustentavel producdo de

citocinas in vivo.
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CAPITULO 2 - FATORES CLINICOS E NAO-CLINICOS RELACIONADOS
COM A FREQUENCIA DE ANTICORPOS ANTI Leishmania chagasi EM CAES
DE AREA ENDEMICA DO MUNICIPIO DE SAO LUIS/MA/BRASIL.

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma antropozoonose de distribuicdo mundial, que
acomete 0 homem, canideos e marsupiais. A doenca é causada por diferentes espécies
de protozoérios do género Leishmania e é transmitida pela picada de insetos
flebotomineos. O cdo vem sendo apontado como principal hospedeiro e reservatorio da
LV, sendo provavelmente o mais importante reservatorio natural relacionado aos casos
humanos. Além disso, tem um papel fundamental na expansdo da doenca em areas
endémicas. O presente trabalho teve como objetivo observar a ocorréncia de anticorpos
anti-Leishmania em cées domiciliados de ambos 0s sexos, com idade igual ou superior a
seis meses, provenientes de area endémica para leishmaniose visceral canina (LVC) e
sua correlacdo com as seguintes variaveis clinicas: hipertrofia de linfonodos popliteos,
alteracdes cutaneas, onicogrifose, caquexia e lesdes oculares. Os cées foram analisados
sorologicamente, através do teste de ELISA/S7®, utilizando-se amostras de sangue
periférico obtidas no periodo de julho/2008 a janeiro de 2009. Das 341 amostras
analisadas, 173 (50,73%) foram soro positivos para anticorpos anti-Leishmania 135
(39,59%) foram soro negativos e 33 (9,67%) apresentaram resultado indeterminado .
Quanto aos sinais clinicos observou-se que dos animais soropositivos 79 (45,66%)
apresentavam hipertrofia de linfonodos popliteos, 25 (14,45%) apresentavam alteracdes
cuténeas; 23(13,29%) apresentavam onicogrifose; 22 (12,72%) apresentavam estado de
emagrecimento e 11 (6,36%) presenca de lesGes oculares. Ao se verificar a associagdo
entre sexo e prevaléncia da doenca, observou-se que dos 173 cdes soropositivos,
56,57% eram machos e que 44,58% eram fémeas. Em relacdo a idade ndo foi observado
uma associagdo significativa (x° = 4,93 p = 0,2948) entre a idade do c&o e o sorologia
para leishmaniose. O elevado nimero de cdes com sorologia positiva para LVC explica,
em parte, a alta endemicidade da doenga no municipio de Sdo Luis/MA. Os resultados
demonstram que o cdo pode ser um importante reservatério doméstico de Leishmania
sp. a semelhanca do que acontece em outras areas endémicas do Brasil.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina; Cées domiciliados; Sorologia.

1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas parasitarias causadas por protozoarios digenéticos
pertencentes ao sub-reino Protozoa, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
género Leishmania, que acometem o homem e diferentes espécies de mamiferos
silvestres e domésticos das regides tropicais e subtropicais do Velho e Novo Mundo

(MARZOCHI, 1994). No peridomicilio o parasito circula entre caes, fleb6tomos e
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humanos, enquanto na floresta raposas, fleb6tomos e marsupiais parecem estabelecer
outro ciclo (WHO,1996).

O cdo exerce um papel importante na urbanizacdo da leishmaniose visceral, o
que pode ser explicado pela estreita convivéncia com o homem e, principalmente por
apresentar alto parasitismo cutdneo mesmo em animais assintomaticos, favorecendo
assim a infeccdo do vetor e, consequentemente a transmissdo da doenga para 0 homem
(DESJEUX , 2001; FRANCA-SILVA ET AL., 2003).

As caracteristicas clinicas da LV sdo semelhantes em cdes e humanos. O periodo
de incubacdo da doenca no céo pode variar de meses a anos, durante o qual o parasito se
dissemina pelo corpo (OLIVA et al., 2006). De acordo com os sinais clinicos, os cées
sdo classificados: assintomatico, quando ndo apresentam sinais clinicos sugestivos de
infeccdo; oligossintomatico, quando apresentam poucos sinais tais como
linfoadenopatia, perda de peso e alteracbes dermatoldgicas; e sintomatico, quando
varios sinais comuns da doenca séo evidenciados (LIMA et al., 2004).

O diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC) pode ser feito com base
nas caracteristicas clinicas apresentadas pelos animais, confirmado por métodos
laboratoriais diretos e indiretos (BONATES, 2003). Os métodos diretos compreendem a
visualizacdo do agente etioldgico, por exemplo, pela demonstracdo do parasito em
pungdes aspirativas de 6rgdos linfdides, enquanto os indiretos baseiam-se na deteccdo
de anticorpos, por meio de provas soroldgicas, além de deteccdo de DNA (FEITOSA et
al., 2000). Atualmente, o Ministério da Saude (MS) recomenda a utilizacdo de duas
técnicas soroldgicas, 0 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e a Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (BRASIL, 2004).

No Brasil casos de leishmaniose sdo registrados na periferia de grandes cidades
como Belo Horizonte, Teresina, Fortaleza, Rio de Janeiro e Sdo Luis (MARZOCHI,
1994; TESH, 1995), sendo que, no estado do Maranhd a LVC constitui um grave
problema de Sadude Publica, uma vez que na Ilha de S&o Luis ha uma grande dispersao
da infeccdo em virtude da circulagédo indiscriminada de cées infectados e,
principalmente devido manutencdo de ambientes peridomiciliares em condig¢Oes
propicias a proliferacdo do vetor. Estudos epidemioldgicos mostraram que na llha de
S&0 Luis a soroprevaléncia de LVC varia de 25 a 51,61% (GUIMARAES et al., 2005;
ABREU-SILVA et al., 2008).

Neste contexto a compreensdo da cadeia epidemioldgica das leishmanioses em

areas de ocorréncia dessa zoonose € importante para promover medidas de prevencao e
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controle. O presente trabalho teve como objetivo observar a ocorréncia de anticorpos
anti-Leishmania em cdes provenientes de area endémica para leishmaniose visceral

canina (LVC) e sua correlagcdo com as seguintes variaveis: idade, sexo e sinais clinicos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O bairro Conjunto S&o Raimundo, pertencente ao distrito sanitario do Tirirical e
estd localizado ao sudeste do Municipio de S8o Luis - Maranhdo, nas coordenadas
geograficas 2° 35' 57°°S e 44° 13' 36> W. Possui um clima tropical quente ¢ imido
(Umido B2), com temperatura média de 26,1°C, precipitacdo pluviométrica anual de
2.328 mm, apresentando duas estacGes bem definidas, uma chuvosa de janeiro a julho, e
outra seca de agosto a dezembro (UEMA, 2010). De acordo com o levantamento
realizado pela prefeitura municipal, o bairro Sdo Raimundo possui 4.139 residéncias,
com uma populacéo de 11.637 habitantes (MARANHAO, 2007).

2.2 Desenho do estudo

O estudo foi transversal do tipo inquérito, com cdes domiciliados sem raca
definida, de ambos o0s sexos, com idade igual ou superior a seis meses, provenientes de
area endémica para leishmaniose visceral canina (LVC) amostrados por conveniéncia
totalizando 341 cdes. Os animais foram submetidos a coleta de sangue periférico e
avaliacdo clinica por técnicas semioldgicas de inspecdo e palpacdo. O soro obtido foi
submetido ao teste ELISA/S7® (Biogene), seguindo as recomendacdes do fabricante. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Estadual do Maranhdo — UEMA, sob numero de protocolo 49/2008. Todos o0s
proprietarios antes da avaliacdo clinica dos animais assinavam o termo de

consentimento livre e esclarecido.

2.3 Procedimentos

O inquérito canino foi realizado por meio do preenchimento de uma ficha
clinica, onde eram anotados os dados referentes a informagdes sobre idade, sexo, peso
estimado e sinais clinicos sugestivos de leishmaniose, tais como: emagrecimento;
onicogrifose; tipo e localizacdo das lesbes cuténeas, presenca de lesdes oculares

(conjuntivite purulenta) e hipertrofia de linfonodos popliteos.
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Posteriormente o animal era imobilizado, realizada assepsia local, coletava-se 5
mL de sangue da veia cefalica, utilizando-se o sistema a vacuo com tubo seco. Apos a
coleta, os tubos permaneciam a temperatura ambiente até a retracdo completa do
coagulo. Todas as amostras foram centrifugadas e o soro obtido foi armazenado a -20

°C para posterior analise soroldgica.

2.4 Diagnostico pelo ELISA/ST®.

Para o diagnostico sorologico de LVC foi realizada a reagdo ELISA (Enzyme-
liked Immunosorbent Assay), seguindo a recomendacéao do fabricante (Biogene).

O célculo do ponto para analise foi feito a partir da média das Densidades
Opticas (D.O) dos soros ndo reagentes, somado ao fator R=0,142 determinando assim, a
amplitude da zona cinza (faixa de indeterminados) e subtraidos do ponto de corte 0,03.
As D.Os dos controles ndo reagentes foram sempre inferiores a 0,100 e as D.Os dos
controles reagentes sempre superiores a 0,300. Todos os célculos foram realizados

seguindo as recomendac@es do fabricante (Biogene).

2.5 Anélise estatistica

Utilizando-se o teste do qui-quadrado de aderéncia verificou-se que as
frequéncias das manifestacGes clinicas ocorrem na mesma frequéncia que outras
populacdes, e observou-se que a proporc¢do de cdes soropositivos difere das proporcoes
de outras populagdes. Para verificar a associagdo das variaveis: sexo, faixa etaria e a
classificacdo em sintomaticos e assintomaticos fez-se o teste de qui-quadrado de
independéncia. Em todos os testes o nivel de significancia (o) aplicado foi de 5%, ou

seja, foi considerado significativo quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 341 cdes investigados, 173 (50,73%) apresentaram sorologia positiva para
anticorpos anti-Leishmania chagasi, 135 (39,59%) apresentaram-se ndo reagentes e 33
(9,67%) apresentaram resultado indeterminado (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados sorologicos dos cdes testados contra anticorpos anti
Leishmania chagasi em area endémica no municipio de Sdo Luis - MA.

o Valores Valor de P
REACAO N (%)
Soropositivos 173 50,73
Soronegativos

g _ 135 39,59 0,0049
Indeterminados 33 9,67
Total 341 100
x’ =792

Estudos de prevaléncia da doenca canina em varias cidades do Brasil tém
detectado indices de positividade que variam desde 3,4% em Cuiabd, Mato Grosso
(ALMEIDA et al., 2005), 9,7% em Montes Claros, Minas Gerais (FRANCA-SILVA et
al., 2003), 34% Mossord, Rio Grande do Norte (AMORA et al., 2006) até 40,3% em
Paulista, Pernambuco (DANTAS-TORRES et al., 2006).

O percentual elevado de animais soropositivos encontrados confirma a alta
endemicidade da area em estudo. De acordo com Feitosa (2000) e Silva (2001) em éareas
endémicas a prevaléncia de leishmaniose em cdes é alta, acometendo em torno de 20 a
40% da populacdo canina. A prevaléncia em S&o Luis (50,7%) é expressivamente alta
(x?=7,92; P= 0,0049) e corrobora com os resultados observados por Barbosa et al.
(2010) e Abreu-Silva et al. (2008) com 67% e 51,61% de positividade,
respectivamente, sendo portanto, alarmante a situacdo em Sao Luis-MA.

A elevada ocorréncia de leishmaniose em cdes representa uma fonte de infecgédo
preferencial para o vetor, exercendo assim, papel importante na transmissdo da doenca
para 0 homem, ja que o cdo se torna responsavel pela manutencéo do parasito nos focos
endémicos, pela alta prevaléncia da doenca nestes animais; além de promover a
dispersdo da doenca para areas nao endémicas (ARIAS et al.,1996).

Quando se relaciona o nimero de animais sintomaticos e assintomaticos,
observa-se no estudo que dos 173 animais reagentes, 97 (54,19%) apresentaram sinais
clinicos sugestivos de LVC e 76 (46,91%) ndo apresentaram sinais clinicos observaveis
(Tabela 2), a presenca de animais assintomaticos reagentes podem servir de fonte de
infeccdo para flebotomineos e disseminacdo da doenga, como ja ressaltaram Alvar et al.
(2004). Os sinais clinicos, observados no presente estudo, ndo apresentaram associacdo
estatistica significativa (x2:1.80; P=0,4059), confirmando que o diagnostico da
leishmaniose visceral canina € complexo e ndo pode ser determinado somente por este

parametro.
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Tabela 2. Variaveis associadas a soropositividade de cédes naturalmente infectados
com leishmaniose visceral em area endémica no municipio de S&o Luis — MA.

Variaveis S(.)'.’O Sorp Indeterminado Total Valor
positivos  Negativos deP

N % N % N % N %
Sinais  Sintomatico 97 519 66 36,87 16 8,93 179 52,50 0.4059

Clinicos Assintomatico 76 46,91 69 4259 17 10,49 162 47,50

6ms-2anos 89 51,44 76 57,57 23 69,69 188 55,13

;‘;‘;jg 3-5anos 46 26,58 37 27,40 05 1515 88 2580 0,2948
>5anos 38 21,96 22 1629 5 1515 65 19,06
Macho 99 5657 58 3314 18 1028 175 5131

Sexo 0,0423

Fémea 74 4458 77 46,38 15 9,04 166 48,68

x? = 1,80 (sinais clinicos); x° = 4,93 ( faixa etéria); x° = 6,32 (sex0)
Intervalo de Confianga: 95%

Na associacdo entre animais assintomaticos soropositivos e soronegativos
observou-se que ha um percentual elevado de animais infectados sem a presenca de
sinais clinicos sugestivos de leishmaniose. Esses dados corroboram com Alvar et al.
(2004) e Baneth (2006) ao afirmarem que cerca de 50% a 60% dos cdes portadores de
formas amastigotas ndo exibem qualquer sinal clinico da doenca.

Vexenat et al. (1994) no Piaui, encontraram mais de 30% dos cées
assintomaticos e Marzochi et al. (1985) em areas endémicas para leishmaniose visceral
no Rio de janeiro, encontraram uma proporcdo de cédes infectados assintomaticos de
63,2%. De acordo com Moreno e Alvar (2002) e Silva et al. (2005), no ambito
doméstico, a maioria dos cdes com sorologia reagente ndo apresenta sinais clinicos
apresentando-se como reservatorios importantes na cadeia de transmissdo da doenca
para 0 homem pelo seu convivio proximo, uma vez que, a doenca no cdo sempre
precede o aparecimento de casos humanos (CAMPINO, 2003).

A andlise da associacao entre a positividade soroldgica e a faixa etaria dos caes,
mostrou que 51,44% dos animais apresentavam idade entre seis meses a dois anos,
26,58% idades entre 3 a 5 anos e 21,96% encontravam-se acima de 5 anos de idade. Ao
se relacionar os cdes soronegativos com a idade, o estudo demonstra que 57,57%
apresentavam idades entre 6 meses-2 anos; 27,40% com idades entre 3-5 anos; e
16,29% com idades acima de 5 anos (Tabela 2).

Apesar do presente estudo mostrar uma prevaléncia maior de cdes soropositivos
com idade entre 6 meses a 2 anos ndo foi observado associago significativa (y*=4,93;
P=0,2948) entre a idade dos cées e a sorologia para leishmaniose, indicando que a

proporcéo de reagente, ndo reagente e indeterminado € a mesma nas trés faixas etarias.
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De acordo com Reichmann (2006), estudos feitos em S&o Paulo correlacionando
faixa etéria e infecgdes por agentes etioldgicos, revelaram um maior percentual de casos
em animais na faixa de até 2 anos de idade, esse percentual elevado pode estar
relacionado a questdes imunologicas, ja que caes jovens de até 1 ano de idade podem
apresentar imunocomprometimento mais acentuado que cédes adultos e assim compor
um estrato populacional de maior risco quando submetidos a infeccdes, sendo estes
grupos etarios os mais envolvidos em casos de prevaléncia de LVC.

Os dados da sorologia para populacdo de acordo com o sexo estdo discriminados
na Tabela 2. Dos cdes machos testados, 56,57% foram reagentes, 33,14% nao reagentes
e 10,28% indeterminados. Os resultados obtidos de fémeas demonstraram que 44,58%
dos animais apresentaram sorologia reagente, 46,38% n&o reagentes e 9,04%
apresentaram resultado indeterminado. A analise destes dados demonstra uma maior
prevaléncia da doenca em animais do sexo masculino (5x°=6,32; P=0,0423).

Apesar dos machos apresentarem um percentual maior de positividade em
relacdo as fémeas, estudos no Brasil ndo evidenciaram predisposi¢do sexual relacionada
a infecgdo (FEITOSA et al., 2000; GONTIJO e MELO, 2004). No entanto, Juli&o et al.
(2007) observaram diferenca significativa entre machos e fémeas para a infecgéo por
Leishmania sp, sendo os machos os mais frequentemente parasitados e corroborando
assim, com os resultados do presente estudo em que a prevaléncia nos machos foi
maior.

A Tabela 3 mostra que a linfoadenopatia e as lesdes cutaneas sdo 0s sinais

clinicos mais frequentes nos caes portadores de leishmaniose visceral.

Tabela 3. Frequéncia de sinais clinicos apresentados por cées soropositivos para
leishmaniose visceral em area endémica no municipio de Sdo Luis - MA.

Sinais clinicos AnlrrEil;SSSé)lré)og/g)s]ltlvos Valor de P
Hipertrofia de linfonodos popliteos 79 (45,66%)
Alteraces cutaneas 25 (14,45%)
Onicogrifose 23 (13,29%)
Caquexia 22 (12,72%) 0,0001
Lesdes oculares 11 (06,36%)
Total 160 (92,48%0)

x* = 90,00

As manifestacfes clinicas observadas nos cées soropositivos sdo similares as
observadas por Feitosa et. al. (2000), Silva et al. (2001), Rondon et al. (2008) e

Thomaz-Soccol et al. (2009). Entretanto, os sinais clinicos ndo ocorreram com igual
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frequéncia nos cdes soro positivos evidenciando diferenca estatistica (3°=90,0;
P=0,0001) entre estes sinais.

Alguns autores relatam que a linfoadenopatia € um dos sinais clinicos mais
frequentes na LVC, variando de 56 a 81% (CIARAMELLA et al., 1997; FEITOSA et
al., 2000).

As principais alteracbes cutaneas observadas no presente estudo foram:
dermatites esfoliativas difusa, dermatites ulcerativas nas orelhas e cauda, lesGes
crostosas de focinho e alopecia localizada ou disseminada. De acordo com Feitosa et al.
(2000), as alteracdes dermatologicas sdo os sinais clinicos mais comuns na leishmaniose
e segundo Cavalcanti et al. (2005), cerca de 68% dos cdes acometidos apresentam tais
alteracOes. Para Solano-Gallego (2004), estes sinais podem se iniciar como lesdo Unica,
comumente no ponto de inoculacdo do parasito, ou como lesdo mudltipla com a
disseminacdo do parasito originando lesdes ndo pruriginosas, descamacdo epidérmica e
alopecia difusa.

Outro sinal clinico sugestivo de LVVC é o alongamento das unhas o que pode ser
observado neste estudo em 13,29% dos cdes. Também Feitosa et al. (2000), observaram
que 51% dos animais em estudo apresentavam onicogrifose. O alongamento das unhas
costuma ser explicado pelo estimulo do parasito na matriz ungueal, sendo que, o estado
de apatia em que o animal permanece durante a doenca, também dificulta o desgaste
natural das unhas (LETOSQUARD & DONATIEN, 1983; MARZOCHI et al., 1985).

A leishmaniose é uma doenca debilitante sendo evidenciado no estudo 12,72%
dos animais em estado de caquexia. Almeida et al. (2005), também observaram que os
sinais de emagrecimento e ulceragdes perfizeram um percentual de 80% dos casos. A
perda de peso também foi observada por Martinez-Moreno et al. (1995), em um estudo
sobre aspectos clinicos patol6gicos dos cdes com LVC.

Em relacdo as lesbes oculares observou-se que 6,36% dos cées apresentavam
conjuntivite purulenta, sinal clinico este, sugestivo de LVC, encontrados em outros
estudos, (ALMEIDA et al., 2005).

Segundo Lima et al. (2004) e MS (2006), as manifestacGes clinicas apresentadas
por cdes infectados podem ser evidenciadas com leve perda de peso e alteragOes
dermatoldgicas até sinais mais severos como, alteragdes cuténeas incluindo alopecia,
dermatite furfuracea, Ulceras, onicogrifose, linfoadenopatia, emagrecimento acentuado

e ceratoconjuntivite.
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O elevado numero de cdes com sorologia positiva para LVC explica, em parte, a
alta endemicidade da doenga no municipio de S&o Luis/MA. Os resultados demonstram
que o cdo pode ser um importante reservatério doméstico de Leishmania sp. a
semelhanca do que acontece em outras areas endémicas do Brasil. Assim, por ter um
importante papel na compreensdo da epidemiologia da leishmaniose visceral urbana, os
inquéritos caninos sao de extrema importancia para um bom entendimento da doenca,

assim como seu controle.
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CAPITULO 3 - MODULACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA DE CAES
DESAFIADOS COM FRACAO FLAGELAR DE Leishmania (L) amazonensis
ASSOCIADO AO BCG E EXPOSTOS A UMA AREA DE TRANSMISSAO
ATIVA DE Leishmania chagasi/infantum

RESUMO

O proposito do presente estudo foi avaliar a capacidade protetora da fracdo flagelar de
Leishmania (L) amazonensis sob imunomodulacdo do BCG em cées provenientes de
area endémica para leishmaniose visceral canina (LVC) por meio da avaliacédo
soroldgica, histologica e imunohistoquimica. Para realizacdo do estudo, um total de 90
animais foram divididos em trés grupos de 30 animais cada: Grupo | — animais
imunizados com doses de fracdo flagelar e BCG; Grupo Il — animais imunizados apenas
com BCG e o Grupo Il — animais controles inoculados com PBS. Apés a imunizagao
os animais foram deixados em &rea endémica e acompanhados por 14 meses. Na etapa
seguinte, 06 cdes de cada grupo, escolhidos aleatoriamente, tiveram sangue e
fragmentos de pele da ponta da orelha coletados para posterior realiza¢do de sorologia
anti-Leishmania, imunohistoquimica, imprinting e histologia. O tamanho amostral foi
obtido dentro do critério de aceitacdo do proprietario. A avaliacdo dos resultados
mostrou que todas as amostras coletadas foram negativas para a presenca de anticorpos
anti-Leishmania. A analise histopatoldgica das bidpsias mostrou somente infiltrado
inflamatorio adenexial. Ja a analise imunohistoquimica evidenciou formas amastigotas
de Leishmania sp na pele de 2 animais, um pertencente ao Grupo Il (5 parasitos/campo)
e outro pertencente ao Grupo Il (18 parasitos/campo). Os animais do grupo |
(imunizados com fracdo flagelar e BCG) ndo apresentaram positividade em nenhuma
das andlises. A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a imunizacdo com
fracdo flagelar de L. amazonensis em associacdo com BCG foi capaz de proteger 0s
cdes analisados. Além disso, verificou-se uma maior sensibilidade na deteccdo da
infecgdo pela técnica de imunohistoquimica.

Palavras-chave: Imunohistoquimica; Fracdo flagelar de L.(L) amazonensis; BCG.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma antropozoonose de distribuicdo mundial,
que acomete 0 homem, e diversas espécies de mamiferos. A doenca € causada por
diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania e transmitida aos hospedeiros
vertebrados pela picada de insetos flebotomineos. Desde a sua descoberta no inicio do
século XX , a doenca tem sido descrita no novo e velho mundo, atingindo a Asia,
Africa, Europa e Américas, excluindo-se apenas os locais onde o vetor flebotomineo
ndo esta presente (ASHFORD & BATES, 1998).
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A leishmaniose visceral canina (LVC), do ponto de vista epidemioldgico, €
considerada mais importante que a leishmaniose visceral humana (LVH), pois além de
ser mais prevalente, os animais infectados apresentam intenso parasitismo cutaneo
servindo como fonte de infeccdo para os insetos vetores. Estas caracteristicas tornam o
cdo domeéstico o principal reservatério do parasito (ASHFORD, 1996). A pele dos cées
tem esse aspecto importante para a LV por ser a regido do corpo que mais manifesta os
sinais clinicos, e o local onde acontece a primeira interacao entre o parasito e o sistema
imunoldgico do cédo, além de ser o local onde se encontra grandes quantidades de
formas amastigotas do parasito (CIARAMELLA et al., 1997). No entanto, a maioria dos
caes infectados nédo apresenta sinal clinico, e mesmo na pele clinicamente sadia pode
haver a presenca de parasitos, o que alerta para a importancia desses animais no ciclo de
transmisséo da doenca (CABRAL et al., 1998).

O diagnostico da LVC pode ser feito com base em caracteristicas clinicas
apresentadas pelos animais, confirmado por métodos laboratoriais diretos e indiretos.
Os métodos diretos compreendem a visualizagdo de formas amastigotas do parasito em
puncdes aspirativas de orgdos linfoides, medula dssea, aspirado esplénico, bidpsia
esplénica e esfregaco sanguineo corados com corantes de rotina tais como Giemsa,
Wright e pan6tico; enquanto os indiretos baseiam-se na deteccdo de anticorpos, por
meio de provas soroldgicas (FEITOSA et al., 2000; BONATES, 2003). Atualmente as
técnicas soroldgicas recomendadas pelo Ministério da Saude para o inquérito
epidemioldgico canino sdo o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (BRASIL, 2004).

A deteccdo de formas amastigotas de Leishmania sp em bidpsias de pele é uma
outra alternativa para o diagnéstico de LVC. Existem, atualmente, as técnicas
imunohistoquimicas que oferecem a vantagem de aumentar a sensibilidade e a
especificidade das técnicas parasitoldgicas por apresentar alto grau de contraste entre 0s
parasitos e as células hospedeiras (FERRER et al., 1988; TAFURI et al., 2004).

Além de métodos de diagndsticos, ha também, a necessidade de medidas
profilaticas voltadas para o controle da LVVC. Atualmente a principal medida profilatica
recomendada pelo Ministério da Satde no controle da LVC consiste na eutanasia dos
caes, porem essa medida, além de criar conflitos entre os proprietarios e os agentes de
Saude Publica, representa uma medida de controle ineficaz pela reintroducdo de novos
animais nas areas endémicas (MARZOCHI et al., 1985; DIETZE et al., 1997).
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Deste modo, a busca por estratégias de formulagdes vacinais eficazes contra a
LVC que visem & interrupgdo do ciclo de transmissdo da doenga vem sendo investigada
como medida alternativa de controle. Trabalhando nessa perspectiva, 0 nosso grupo de
pesquisa realizou um ensaio vacinal utilizando a fracdo flagelar de Leishmania
amazonensis em associacdo com BCG em cées provenientes de area endémica para LV
a fim de avaliar seu efeito protetor através da avaliacdo de diferentes pardmetros, como
sorologia, histopatologia, imunohistoquimica e perfil de citocinas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no bairro S& Raimundo, pertencente ao distrito do
Tirirical, que fica localizado ao sudeste do Municipio de Sdo Luis - Maranhdo, nas
coordenadas geograficas 2° 35' 57’S e 44° 13' 36> W. Segundo levantamento
realizado pela prefeitura municipal este bairro possui 4.139 residéncias, com uma
populagdo de 11.637 habitantes (MARANHAO, 2007). A escolha do local de estudo
teve como base a alta soroprevaléncia de LVC demonstrada em estudos prévios
(BARBOSA et al., 2010; SALES, 2012).

2.2 Desenho do estudo

A partir de inquérito soroldgico prévio em area endémica para LVC, foram
selecionados 90 cdes sorologicamente negativos ao teste ELISA/S7®, sendo estes,
divididos em trés grupos de 30 animais cada. Grupo | — composto por animais que
receberam uma dose subcutdnea de BCG e duas doses de fracdo flagelar de L.
amazonensis por via intradérmica com intervalos de 21 dias entre doses; Grupo Il —
composto por animais que receberam trés doses subcutaneas de BCG com intervalos de
21 dias entre doses e Grupo Il — composto por animais que receberam trés doses
subcutaneas de PBS com intervalo de 21 dias entre doses.

ApoOs a imunizacdo dos animais, estes foram deixados na &rea em estudo e
acompanhados por 14 meses, quando entdo 6 animais de cada grupo, escolhidos
aleatoriamente, tiveram fragmentos de pele da ponta da orelha coletados para os testes
imunohistoquimico (IHQ), imprint (IP) e histolégico (corados por hematoxilina-eosina,
HE), para avaliar o grau de protecdo oferecido pela fracdo de L. amazonensis através
quantificacdo da carga parasitaria , assim como o sangue coletado para deteccdo de

anticorpos anti-Leishmania. O tamanho amostral de 18 animais foi obtido dentro do
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critério de aceitacdo do proprietario que, a partir de um termo de consentimento livre e
esclarecido, optava pela inclusdo dos animais ao processo de avaliagdo da carga
parasitaria.

As fracdes flagelares de L. (L.) amazonensis utilizadas nesse estudo foram cepas
MHOM/BR/76/Ma-5, provenientes de isolados de caso humano de leishmaniose
cuténea difusa, cedidas pelo Laboratério de Imunomodulagdo e Protozoologia do
Instituto Oswaldo Cruz (I0C), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) / Rio de Janeiro —
RJ. O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade

Estadual do Maranh&o — UEMA e aprovadosob numero de protocolo 49/2008.

2.3 Andlise sorologica

Foram coletados 2 mL de sangue periférico atraves da puncao da veia cefalica de
cada animal, utilizando-se o sistema vacuttainer com tubo seco. Apos a coleta, as
amostras foram devidamente acondicionadas e transportadas ao laboratério de
anatomopatologia da UEMA. As amostras de sangue foram mantidas a temperatura
ambiente até a retracdo completa do coagulo, quando entdo foram submetidos a
centrifugacdo para posterior coleta do soro. Os soros obtidos foram aliquotados em
tubos tipo Eppendorf, identificados e armazenados a -20 °C para posterior analise
sorolégica através da reacdo ELISA/S7® /Biogene, segundo as recomendacdes do

fabricante .

2.4 Coleta de biopsias de pele

Os animais eram avaliados clinicamente para verificacdo dos padrbes
fisioldgicos e em seguida sedados usando-se xilazina a 2% na dosagem de 0,2 mg/kg/pv
via intramuscular. Para a bidpsia foi feita a escolha da pele da ponta da orelha dos cées,
onde se procedeu ao processo de infiltragdo de lidocaina a 2% por via subcuténea e apos
a sedacéo e o bloqueio regional da pele, era feita entdo a retirada de fragmentos e estes
secados com papel absorvente e depois fixados em paraformoldeido a 4% e formalina
tamponada a 10%, pH 7,4. Posteriormente, no laboratorio, os fragmentos de tecido
foram incluidos em parafina liquida a 45 °C e cortes de 5 um de espessura foram

obtidos para as analises imunohistoquimica e histopatoldgica.
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2.5 Analise histologica
2.5.1 Hematoxilina-Eosina (HE)

As laminas eram inicialmente desparafinadas em xilol, hidratadas em solugcfes
de alcoois decrescentes, e a seguir, lavadas em agua corrente. Logo ap0s, eram coradas
com hematoxilina e, apds nova lavagem, coradas em eosina. As laminas foram, entdo,
imersas em &gua corrente, desidratadas em solugBes de alcool crescente e
posteriormente diafanizadas em xilol e montadas em balsamo sintético.

Para a avaliacdo da reacdo inflamatoria foi feita a analise semi-quatitativa, na qual a
intensidade inflamatoria era interpretada em escores de 1 a 4, onde: 1- auséncia de

inflamacdo; 2- inflamacgéo discreta; 3- inflamagdo moderada e 4- inflamacdo intensa.

2.5.2 Imprinting

Apds a bidpsia foi feita a oposicdo do fragmento de pele sobre lamina de vidro
de borda fosca, que ap6s secagem era fixada em metanol e corada pelo Giemsa. A
andlise feita foi qualitativa observando-se a presenca ou auséncia de formas

amastigotas.

2.6 Analise imunohistoquimica

A técnica de Imunohistoquimica para marcacdo de formas amastigotas de
Leishmania sp em material embebido em parafina seguiu o protocolo de Tafuri et al.
(2004). A presenca de parasitos na pele foi avaliada utilizando-se a técnica da
estreptoavidina-peroxidase. A andlise foi quantitativa levando-se em conta o nimero de
amastigotas encontradas em até 20 campos microcdpicos na objetiva de 40X.

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um positivo.
Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicdo aos anticorpos primarios.
Como controle positivo foi utilizado uma lamina com corte histologico de pele de
orelha de um céo naturalmente infectado com Leishmania (L) chagasi.

2.7 Obtencao de celulas mononucleares de sangue periférico (PBMC)

A técnica de PBMC foi realizada em dois periodos: com seis meses e quatorze
meses apos a ultima imunizacdo. Nesses periodos procederam-se as coletas de sangue
periférico, onde eram coletados 8 mL de sangue por venopunc¢do na veia cefalica, em
um sistema vacuttainer com tubos contendo heparina. As amostras eram transportadas

ao laboratorio para os procedimentos de obtencdo de células mononucleares. No
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laboratdrio, as amostras de sangue eram transferidas para tubos Falcon de 50 mL, e uma
quantidade proporcional de soro fisiologico era acrescentada, sendo a mistura levemente
homogeneizada. Em seguida essa mistura era transferida para outro tubo Falcon
contendo Ficoll-Paque e levados pra centrifugacdo por 40 minutos a 15000 rpm a 10 °C.
Apbs a centrifugacdo era retirada a camada de plasma e o anel leucocitario (anel de
PBMC) era entdo coletado e transferido para um novo tubo Falcon acrescido de soro
fisiologico 3X o volume de células obtido. Procedia-se uma segunda centrifugacdo por
10 minutos a 14 °C em 1000 rpm, onde era desprezado o sobrenadante e o pellet
(sedimento) era ressuspenso com 15 mL de soro fisioldgico e centrifugado por 10
minutos a 800 rpm a 10 °C. Apos a ultima centrifugacdo o sobrenadante era desprezado
e o pellet final de células ressuspenso em meio RPMI 1640 completo em um volume de
1 mL. 10 pL de células ressuspensa em meio RPMI completo era misturado a 10 uL de
corante azul de Tripan e colocados em camara de Neubauer para contagem e ajuste de
células. A contagem era ajustada para 2x20% 61u1as /ML. Apdbs o ajuste as amostras eram
plaqueadas em placas de 48 po¢cos com e sem estimulos de L. amazonensis e incubadas
em estufa de CO, a 5% por 48 horas. Apds essa etapa procedia-se entdo, o teste de
ELISA de citocina. O mesmo procedimento do ELISA de citocinas foi utilizado para

avaliar a linfoproliferacdo no soro sanguineo.

2.8 Deteccdo de citocinas pelo método de ELISA

A concentracdo das citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura foi
determinada pelo método imunoenzimatico (DuoSet® - ELISA Developmente System)
de acordo com as recomendac@es do fabricante, para o IFN-y, IL-12 e IL-10. Placas de
96 pocos foram preparadas, adicionando-se 100uL de anticorpo de captura diluido em
PBS conforme a citocina estudada. As placas eram incubadas por 12 horas em
temperatura ambiente e depois lavadas com tampéo de lavagem, PBS, e blogueadas com
300 uL de solugdo de bloqueio em cada poco. As placas eram vedadas e incubadas a
temperatura ambiente por no minimo 1 hora, e novamente lavadas em solucéo tampdo e
secadas. Em seguida eram acrescentados 100 plL das amostras de sobrenadante de
cultura de PBMC e/ou soro sanguineo e dos padrdes seriadamente diluidos com ponto
inicial de curva em 1000 pg/mL. As placas eram entdo vedadas e agitadas levemente
por 1 minuto e iincubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Depois desse tempo,

eram lavadas e secadas, e 100 puL de anticorpo de deteccdo conforme a citocina
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estudada era colocado em cada pogo, as placas novamente eram vedadas e incubadas
por 2 horas em temperatura ambiente. Apo6s a incubacdo, as placas eram novamente
lavadas e secadas, e em seguida eram acrescentados 100 pL de Streptavidin-HRP em
cada poco e uma nova incubagdo por 20 minutos a temperatura ambiente. Repetida a
lavagem e secagem das placas, eram acrescentados 100 pL de solucdo substrato em
cada poco e incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos ao abrigo da luz.
Finalmente era acrescentado 50 pL de solugéo de parada em cada po¢co com uma leve
agitacdo. A leitura das placas era realizada em um aparelho espectrofotémetro com
comprimento de onda de 450 nm. Todos 0s passos descritos para a realizagdo dessa
etapa estavam descritos no “Kit DuoSet® - ELISA Developmente System” para cada
citocina estudada. Os reagentes utilizados nesse experimento pertence ao Kit DuoSet da
R&D Systems.

2.9 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. A flutuacao
das citocinas, foi analisada como medidas repetidas no tempo. O modelo incluiu os
efeitos fixos de tratamento, periodo e a interacdo tratamento e periodo. O modelo
utilizado para a andlise foi:

Yij = u+ Ti +Pj + TixPj + eij

Sendo: Yij as medidas observadas nas unidades experimentais; u a média geral,
Ti o efeito de tratamento; Pj o efeito das datas experimentais; TixPj a interacdo entre
tratamento e datas experimentais e eij o0 erro experimental.

Para execucdo das analises estatisticas foi utilizado o procedimento PROC
MIXED do programa estatistico SAS®, versdo 9. Para todas as analises considerou-se
nivel de significancia de 5% (P<0,05).

Os escores do tipo celular verificados no infiltrado inflamatorio da pele foram
avaliados por regressao logistica, considerando os efeitos de grupo. A comparagéo entre
grupos foi feita pelo teste de comparac@o multipla de Bonferoni (p < 0,05). Em todos os
testes o nivel de significancia (a) aplicado foi de 5%, ou seja, foi considerado

significativo quando p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os animais em estudo submetidos ao ensaio sorolégico apresentaram-se
negativos. Nas técnicas histolégicas de imprint e HE ndo se observou a presenca de
parasito, mas ao exame microscopico, os fragmentos de pele corados por HE de todos
0s animais, independente do grupo estudado, apresentaram-se com lesbes qualitativas

muito semelhantes, variando apenas na intensidade (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacéo da intensidade da inflamacéo (escore inflamatorio) em pele
de caes provenientes de area endémica para leishmaniose visceral.

Grupo Média DP
I 0,1297° + 0, 2085
I 0,3891° + 0, 0965
i 0, 3806 ° + 0, 1294

F=5, 623; p=0, 015
ANOVA com comparagdo das médias (Log) pelo teste de comparacdo de Boferoni, a, b, letras diferentes
na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa entre as médias do grupo (p < 0,05).

Os resultados demonstraram que 0s animais do grupo | apresentaram reacao
inflamatoria considerada discreta, no grupo Il foi visualizado uma reacéo inflamatéria
variando de discreta a intensa e o grupo Ill apresentou uma reacdo inflamatoria de
discreta a moderada, sendo o exsudado celular misto, constituido principalmente de
células mononucleares como linfocitos, plasmaécitos e em menor quantidade observou-
se polimorfonucleares distribuidos difusamente.

De acordo com Xavier et al. (2006), em animais oligossintomaticos e
sintométicos observa-se um processo inflamatério crénico, principalmente na pele da
orelha. Esse processo inflamatério cronico se caracteriza por infiltrado inflamatdrio
mononuclear, difuso nas camadas superficiais da derme e focal em torno dos vasos,
foliculos pilosos e glandulas submucosas.

A presenca de reacdo inflamatoria pode ocorrer principalmente por ser a regido
auricular area-alvo de injurias, levando ao prurido regional e a auto-traumatismos e
como consequéncia uma maior migracdo de  células  inflamatdrias
(mondcitos/macrofagos) para a regido como relatado por Tafuri et al. (2000) e Moura et
al. (2008).

A técnica utilizando a IHQ revelou que os animais pertencentes ao grupo 1l e 1l
apresentavam marcac0es positivas para a forma amastigota da Leishmnia sp, sendo um

animal do grupo Il (5 parasitos por campo) e outro animal do grupo 111 (18 parasito por
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campo) (Gréafico 1). A carga parasitaria da pele foi quantificada contando-se o nimero
de amastigotas marcadas. Observou-se que na pele dos cées do grupo Il houve maior
quantidade de formas amastigotas de Leishmania sp por campo analisado em relagéo
aos animais do grupo Il ndo havendo diferenca estatistica entre os dois grupos. Quanto
aos animais do grupo | todos foram negativos em relacdo a presenca de formas
amastigotas (Figura 2).

Portanto, a técnica de IHQ ao detectar a presenca de formas amastigotas na pele
dos cées (Figura 1), permitiu avaliar a prote¢do conferida aos animais imunizados com
fracdo flagelar de L. amazonensis e 0s grupos controles, o que ndo foi possivel pelos
testes do IP e HE. De acordo com Bourdoiseau et al. (1997), embora 0 HE seja
especifico e usado como avaliacdo de rotina para Leishmanias, ha certa dificuldade para
visualizacdo das amastigotas e, algumas vezes, 0s exames podem ser inconclusivos,
uma vez que, a positividade pela HE é sempre menor quando comparado a analise feita
pela técnica de IHQ.

18

18
16
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10

Quantificacdo de Leishmania sp

oNnN A OO ®

Grupo Il

Grupo 111

Grafico 1 — Determinacdo do numero de amastigotas de Leishmania sp em tecido
auricular de cées pela técnica de imunohistoquimica.



Figura 1 - Imunomarcacédo de formas amastigotas de Leishmania sp na pele de céo
assintomatico pela técnica de estreptoavidina — peroxidase, 400X (seta).

Figura 2 — Corte histoldgico da orelha de cées assintomaticos e soronegativos, nao
sendo observado presenca formas amastigotas de Leishmania sp pelo teste de
imunohistoquimica, 400X.
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De acordo com Maia e Campino (2008), a IHQ é empregada como ferramenta
diagndstica importante para a confirmacdo da LVC, principalmente quando a carga
parasitaria é baixa ou quando as alteracGes histoldgicas, apesar de sugerirem a doenca
ndo evidenciam o parasito.

Segundo Tafuri et al. (2004), a IHQ apresenta desempenho diagnostico
superior, pois permite facil visualizacdo dos parasitos marcados permitindo uma melhor
visualizagéo do parasito, por possibilitar um alto grau de contraste entre os parasitos e o
tecido do hospedeiro, sendo possivel o diagndstico mais preciso da LVC (ORDEIX et
al., 2005).

A andlise feita pela IHQ permite a identificacdo de leishmanias na pele dos cées,
independentemente da sua condicdo clinica, permitindo avaliar seu potencial como
reservatorio, sendo assim, essa técnica mostra-se como uma ferramenta importante pela

sua maior sensibilidade frente as outras técnicas histopatoldgicas.

4. CONSIDERACOES

No presente estudo sobre a avaliacdo da resposta celular em cées imunizados
com a formulacdo vacinal composta por proteina flagelar de L. amazonensis associada
ao BCG, ndo foi possivel a observacdo do perfil de citocinas relacionadas a resisténcia
e/ou susceptibilidade de forma conclusiva, uma vez que, ndo houve diferencas entre os
grupos estudados. Ao longo do experimento foi observada apenas uma flutuacdo nas
trés citocinas estudadas.

No entanto, observou-se que durante um periodo de quatorze meses, 0S caes
imunizados com a fracdo antigénica de L. amazonensis, ndo apresentaram sorologia
positiva para LVC e ao teste de IHQ ndo apresentaram formas amastigostas de
leishmanias, mostrando que essa formulacdo vacinal foi imunogénicas e ofertou
protecdo nesse periodo. Porém, a realizacdo de estudos complementares sdo ainda
necessarios para se conhecer melhor a resposta imune oferecida por essa formulagédo

vacinal e a manutencéo dessa protecao observada durante o periodo do experimento.
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CAPITULO 4 - USO E FORMULACOES DO ANTIGENO
IMUNOPROFILATICO DA FRACAO FLAGELAR DE PROMASTIGOTA DE
Leishmania amazonensis IMUNOMODULADA COM BACILO CALMETTE-
GUERIN (BCG) CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC).

1. CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se ao wuso e formulagbes do antigeno
imunoprofilatico de fracdo flagelar de promastigota de Leishmania amazonensis
imunomodulada com bacilo Calmette Guerin (BCG) contra leishmaniose visceral
canina (LVC) atuando assim, como um bloqueador na cadeia de transmissdao da
leishmaniose visceral (LV).

Mas especificamente a invencgdo refere-se ao uso do antigeno de fragdo flagelar
de promastigota de L. amazonensis no estimulo de respostas celulares linfoproliferativas
capazes de gerar uma reacdo imunoprotetora, tornando-se assim, um potencial candidato

a vacina.

2. REIVINDICACOES

1. Uso do antigeno da fracdo flagelar de promastigota de Leishmania
amazonensis associado ao imunomodulador BCG, caracterizado por estimular respostas
celulares linfoproliferativas capazes de gerar uma reacdo imunoprotetora em cées na
prevencédo de leishmaniose visceral (LV).

2. Uso do antigeno imunoprofilatico de fracdo flagelar de promastigota de L.
amazonensis imunomodulada com bacilo Calmette Guerin (BCG) caracterizado por
apresentar uma acao imundgena contra a leishmaniose visceral canina (LVC) atuando
assim, como um blogueador na cadeia de transmisséo da leishmaniose visceral (LV).

3. Uso do antigeno flagelar de promastigota de L. amazonensis de acordo com a
reivindicagdes 1, caracterizado por ser administrado em trés doses com intervalos de 21
dias entre dose, sendo a primeira dose de BCG por via subcutanea e as duas de fracdo
flagelar por via intradérmica.

4. Uso de antigeno da fracdo flagelar de promastigota de L. amazonensis de
acordo com a reivindicagao 2, caracterizado por ser na preparacdo de vacina adicionado
ou ndo de veiculos farmacoldgicos adequados para bloquear a leishmaniose visceral
canina (LVC).
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5. Formulagbes imunoprotetoras de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
anteriores, caracterizado por apresentar uma agdo imunogénica e protetora contra
leishmaniose visceral.

6. FormulacGes imunoprotetoras de acordo com qualquer uma das reivindicacGes

anteriores, caracterizado pelo fato de gerar pelo menos uma resposta imune celular.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Consentimento livre e esclarecido

Caro(a) Senhor(a)

Eu, Sofia Sousa Sales, Médica Veterinaria sob CRMV n° 0781, doutoranda da Rede Nordeste de Biotecnologia
— RENORBIO, sob a orientagéo da Dra. Ana Lucia Abreu Silva sob CRMV n° 0375 estabelecidas no Curso de
Medicina Veterinaria, Laboratério de Anatomopatologia, da Universidade Estadual do Maranhao, localizada
na Cidade Universitaria Paulo VI, nesta cidade, cujo telefones de contato sdo 32573676/99649404/81120884,
estamos desenvolvendo uma pesquisa cujo titulo é:”Avaliacdo da resposta imunoldgica a partir da aplicagdo de
proteinas imunizantes de leishmania () amazonensis sob modulagdo de mycobacterium bovis em cées de area
endémica para calazar no municipio de Sdo Luis - MA.”O objetivo deste estudo é de Imunizar cdes nédo
infectados domiciliados e avaliar as respostas linfoproliferativas dos animais imunizados com a fragéo flagelar
e imunomodulados pelo Mycobacterium bovis, BCG. O estudo visa uma maior eficacia nas medidas de controle
da leishmaniose canina através da imunoprofilaxia como alternativa capaz de eliminar a transmissao e
impedir a ocorréncia de novas epidemias, implementando o desenvolvimento de novas tecnologias
imunoterapéuticas que previna ndo sd a doenga, mas também a possibilidade da transmissdo do agente em
animais imunizados. Sendo assim, é necessario que o Sr.(a). permita a execuc¢do do procedimento de imunizagédo
do seu cdo em que realizaremos os seguintes procedimentos: o cdo recebera durante a pesquisa a aplicacao de
trés doses do imundgeno aqui proposto a intervalos de 21 dias e por ocasido da aplicacdo, serd realizada a
coleta de sangue e todo o processo de avaliagdo clinica do animal. Sua participacdo é voluntéria e importante para
0 aumento do conhecimento a respeito do processo da resposta imunoprofilatica do animal frente a aplicacéo de
antigenos flagelares, o que pode colaborar para que os cdes de modo geral possam apresentar uma
permanente reagdo imunoprotetora que culmine com a quebra do processo infeccioso e o desenvolvimento de
uma resposta imunoldgica efetiva. Informo que o Sr(a). tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo,
sobre qualquer esclarecimento de eventuais dlvidas. VVocé poderd, caso sinta necessidade, entrar em contato com o
Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA), da Universidade Estadual do Maranh3o, no campus
universitario no Curso de Medicina Veterinaria, localizado na Cidade Universitaria Paulo VI — Bairro
Tirirical pelo telefone 3257 3676 e comunique-se com a Profa Dra Ana Lucia Abreu Silva e a Profa Dra Alana
Lisléia de Sousa. Também é garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo. O Sr(a). tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas e caso
seja solicitado, daremos todas as informacdes que solicitar. Nao existirdo despesas ou compensagdes pessoais para a
sua participacdo em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Se existir qualquer despesa adicional, ela
serd absorvida pelo orcamento da pesquisa. Nds nos comprometemos a utilizar os dados coletados somente para
pesquisa e os resultados serdo veiculados através de artigos cientificos em revistas especializadas e/ou em encontros
cientificos e congressos. Este termo esta sendo elaborado em duas vias, sendo que uma via ficard com o Sr.(a) e outra
arquivada com 0s pesquisadores responsaveis.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficiente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para mim, em relagéo ao
estudo “Avaliacdo da resposta imunolégica a partir da aplicagdo de proteinas imunizantes de leishmania (I)
amazonensis sob modulagdo de mycobacterium bovis em cées de area endémica para calazar no municipio de
S&o Luis - MA.”. Eu discuti com a Médica Veterindria, Sofia Sousa Sales, sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados e as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso aos resultados e de esclarecer minhas ddvidas a qualquer tempo.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou
no atendimento neste servico.

Data / /

Assinatura do Participante
Nome:
Endereco:
Fone:

Data / /
Assinatura do Pesquisador

Data / /

Assinatura do Pesquisador
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APENDICE B - FICHA DE COLETA DE DADOS

FICHA DE COLETA DE DADOS

RENORBIO — UEMA / COLETA ELISA

FRASCO N¢

Nome do animal

Data da coleta

Estado Geral : ( ) Ativo/ ( ) Apatico

Proprietario:

Idade

Enderego/Fone

Investigadores

Sexo

Peso estimado

Ectoparasitas: ( ) Pulgas / (

) carrapatos

Para’m.etros Pontuagao Classificagao Observagoes
Clinicos

Estado Normal — Magro (1) Caquético (2)
nutricional obeso(0)
Pelagem Bom- Regular(1) Ruim(2)

6timo(0)
Unhas Normais(0) | Aumentados(1) | Grandes(2)
Coloracdo Roseas(0) Rdsea clara(1) Palidas(2)
das mucosas
Lesdo em Ausentes(0) | Apenas 1 2 ou + lesdes
mucosas lesdo(1) (2)
Linfonodos Normais (0) | Aumentados Aumentados 2
popliteo apenas um par | pares (2)

(1)

Secregao Ausente (0) | Serosa, mucosa | Mucopurulenta
ocular (2) (2)
Total de
pontos
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ANEXO C - PARECER DA COMISSAO DE ETICA E EXPERIMENTACAO
ANIMAL

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO

DECLARACAO

Declaramos para devidos fins que o projeto intitulado “Avaliacao da resposta imunolégica em
caes imunizados com proteina flagelar de promastigotas de Leishmania (leishmania)
amazonensis sob modulacao de Mycobacterium bovis, BCG, em areas endémicas para
leishmaniose visceral no Municipio de Sao Luis — MA™ em execucdo pela doutoranda do
Programa de Pos-Graduacdo do RENORBIO — Medicina Veterinaria da UEMA. Sofia Sousa
Sales. sob a orientacdo da Profa. Dra. Ana Lucia Abreu Silva do Departamento de Patologia da
UEMA. foi aprovado pela Comissdo de Etica e Experimentacido Animal -CEEA do Curso de
Medicina Veterinaria da UEMA. conforme protocolo n° 049/2008. por atender as Normas de

Bem Estar na Experimentacao |[Animal.

Séo Luis. 01 de novembro de 2012

I/q‘{‘»s%c4m_

Profa. Dra. Alana Lislea de Sousa
Presidente do CEEA/CMV/UEMA
(Docente UEMA - Matricula 9357)
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INFORMATIVO DE TRAMITAGCAO DE PATENTE

DADCO DO DEPO U

(21) Numero do Processo: Pl 1003830-2

(54) Titulo: “USO E FORMULACOES DO ANTIGENO IMUNOPROFILATICO DA FRACAO FLAGELAR DE PROMASTIGOTA DE LEISHMANIA
AMAZONENSIS IMUNOMODULADA COM BACILO COLMETT GUERIN (BCG) CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
(LVC)”

(72) Inventores: Sofia Sousa Sales, Ana Lucia Abreu Silva, Katia da Silva Calabrese, Celeste da Silva Freitas de Souza.

(71) Nome do Depositante: Universidade Estadual do Maranh3o (BR/MA)

Revista RPI n2 RPI 2111 (Por meio da Revista de Propriedade industrial (RP1), o INPI efetua a publicidade dos atos, despachos e decisBes sobre o
depdsito). (link para download: http://revista.inpi.gov.br/ConsultalNPlasp).
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