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RESUMO

LOPES, Sabrina Gabriela, B.Sc, Universidade Federal de Vicosa, julho de 2025.
CARACTERIZACAO DE SOROS UTILIZANDO O KIT EIE LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA | BIO-MANGUINHOS® PARA CONSTRUCAO DE SOROTECA
CANINA. Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva

A leishmaniose ¢ uma doenga tropical negligenciada causada por parasitos do género
Leishmania sp., transmitida por picada de fémeas infectadas de dipteros dos géneros Lutzomyia
sp. € Phlebotomus sp. Esta enfermidade acomete principalmente os cdes, que sdo reservatorios
naturais do agente etioldgico e podem desenvolver duas formas clinicas principais: a
leishmaniose tegumentar canina (LTC), com manifestacdes cutaneas e a leishmaniose visceral
canina (LVC), de caréter sistémico. Este trabalho visa auxiliar na constru¢do de um banco de
soros caninos (soroteca) por meio de amostras coletadas no Hospital Veterinirio da
Universidade Federal de Vigosa para serem utilizados em diferentes pesquisas, buscando
facilitar o acesso a material de testagem para futuras técnicas de diagndstico sorolégico de LVC.
Foram coletadas 480 amostras devidamente catalogadas de acordo com as informacdes do
prontudrio de cada animal que continha suas suspeitas clinicas estabelecidas pelos médicos
veterindrios responsaveis. Para que parte da validagcao destas suspeitas clinicas fosse realizada,
estas amostras foram submetidas a ensaio imunoenzimatico (ELISA) utilizando o kit “EIE

leishmaniose visceral canina | Bio-Manguinhos®”

, que é um teste preconizado pelo Ministério
da Satide, cujos resultados evidenciaram uma divergéncia com a suspeita clinica, sugerindo a
necessidade de realizagcdo de testes moleculares ou parasitologicos nas amostras, para que seus

diagndsticos sejam completamente validados.

Palavras-chave: Soroteca canina. Leishmaniose visceral. Ensaio imunoenzimatico. ELISA.

Leishmania sp.



ABSTRACT

LOPES, Sabrina Gabriela, B.Sc, Universidade Federal de Vicosa, julho de 2025.
CARACTERIZACAO DE SOROS UTILIZANDO O KIT EIE LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA | BIO-MANGUINHOS® PARA CONSTRUCAO DE SOROTECA
CANINA. Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by parasites of the genus Leishmania sp.,
transmitted through the bite of infected female dipterans of the genera Lutzomyia sp. and
Phlebotomus sp. The disease primarily affects dogs, which are natural reservoirs of the
etiological agent and may develop two main clinical forms: canine cutaneous leishmaniasis
(CCL), characterized by cutaneous lesions, and canine visceral leishmaniasis (CVL), a systemic
condition. This study aims to contribute to the development of a canine serum bank (serotheque)
by collecting samples from the Veterinary Hospital of the Federal University of Vigosa, to be
used in various research projects. The objective is to facilitate access to testing material for
future serological diagnostic techniques for CVL. A total of 480 samples were collected and
properly cataloged based on information from each animal’s medical record, which contained
the clinical suspicions established by the attending veterinarians. To partially validate these
clinical suspicions, the samples were subjected to an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using the “EIE Canine Visceral Leishmaniasis | Bio-Manguinhos®” kit, a test
recommended by the Brazilian Ministry of Health. The results revealed discrepancies in relation
to clinical suspicions, suggesting the need for confirmatory molecular or parasitological testing

to ensure the full and accurate validation of the diagnoses.

Keywords: Canine serum collection. Visceral leishmaniasis. Enzyme-linked immunosorbent

assay. ELISA. Leishmania sp.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 SOROTECA

Soroteca € uma colecdo de soros armazenados sob condi¢des adequadas (geralmente a
-20°C ou -80°C), com o intuito de preservar seus componentes. O objetivo de criar uma
soroteca € manter vidveis amostras para serem utilizadas em pesquisas cientificas, diagndsticos,

desenvolvimento de testes soroldgicos, ou validagdao de biomarcadores.

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA

A leishmaniose é uma doenca zoondtica que também infecta os seres humanos, causada
por parasitos intracelulares obrigatérios do género Leishmania sp. (BRASIL, 2014). E
considerada uma doenca tropical negligenciada, que se enquadra nessa classificacdo devido ao
baixo aporte financeiro disponibilizado para seu controle em compara¢do com outras doengas
e ao fato de estar presente principalmente em paises em desenvolvimento e de baixo poder
socioecondmico, onde parte da populagdao tem condi¢des precdrias de alimentagdo e moradia
(WHO, 2010, PAHO, 2023). Suas manifestacdes clinicas dependem da espécie do parasito que
causa a infecc¢do, tendo duas formas principais: leishmaniose cutanea (LC), que tem como
exemplos de causadores as espécies Leishmania major, Leishmania brasiliensis e Leishmania
amazonensis, sendo as duas ultimas as principais no Brasil; leishmaniose visceral (LV), causada
principalmente pela Leishmania chagasi nas Américas e Leishmania infantum na Europa e
Africa; (WHO, 2025, NEVES, et al., 2019). A forma visceral é a mais grave da doenga, sendo
fatal em 95% dos casos ndo tratados (WHO, 2025) e afeta principalmente figado, baco, medula
Ossea e linfonodos, além de outros tecidos (WHO, 2010, PAHO, 2023). Ao longo do
desenvolvimento da doenca ocorre perda significativa de peso, além de hepato e
esplenomegalia, acarretando aumento significativo da regido abdominal do paciente, o que

causa uma série de complicagdes, podendo levar a fatalidade (BRASIL, 2014). (FIGURA 1)
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Figura 1: Paciente em fase final de LV, apresentando perda de peso e aumento da regido

abdominal ocasionada pela hepatoesplenomegalia.

Fonte: Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral. 2014, BRASIL.

A transmissao da doenga se dd pela picada de fémeas de insetos hemat6fagos, chamados
flebotomineos ou fleb6tomos, dos géneros Phlebotomus sp. na Europa e Lutzomyia sp. nas
Américas, que transmitem o agente etiolégico durante sua alimentacdo (ROCHA, et al., 2013).
Os parasitos presentes no vetor se encontram em sua forma promastigota, caracterizada por ser
uma célula alongada que possui flagelo e € mdvel, a qual adentra o hospedeiro durante a picada
do inseto e interage principalmente com os macréfagos, que a fagocitam. Apos adentrar nas
células por fagocitose, a Leishmania passa para sua forma amastigota, que € uma célula ovalada,
que apresenta um flagelo curto e é imovel (ROCHA, et al., 2013, NEVES, et al., 2019). Uma
vez dentro do macréfago, o parasito se multiplica de forma intensa por divisdo bindria, até
causar lise da célula. As formas amastigotas liberadas adentram em outras células fagocitarias,
inclusive as que se encontram circulantes no sangue, de forma que quando outro flebotomineo
realizar o repasto sanguinea no hospedeiro serd infectado, completando o ciclo. (ROCHA, et

al., 2013, NEVES, et al., 2019) (FIGURA 2).
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania. (1) o flebotomineo se alimenta, injetando as formas
promastigotas na pele; (2) macréfagos fagocitam as formas promastigotas; (3) as formas
promastigotas se transformam em amastigotas no interior da célula; (4) as formas amastigotas
se multiplicam intensamente, rompendo o macréfago e adentrando novas células (5) outro
flebotomineo se alimenta do sangue infectado (6) macréfagos infectados que foram ingeridos
se rompem (7) e as formas amastigotas se transformam em promastigotas no interior do

intestino do inseto (8). Formas promastigotas se dividem e migram para a probdscide do vetor.
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Fonte: Centers For Disease Control and Prevention, EUA.

(https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/).

Pelo fato de o parasito infectar macréfagos para realizar sua multiplicagdo, ja se observa
que ele € capaz de evadir o sistema imune do paciente, o que evidencia a alta complexidade da
resposta imune do organismo infectado (NEVES, et al., 2019, ELMAHALLAWY, et al.,2021).
Um dos fatores que permitem Leishmania escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro é
a presenca da glicoproteina gp53 em sua superficie, que impede a acdo do sistema complemento

por sua inativagdo e impede que enzimas presentes no fagolisossomo do macréfago sejam


https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/
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capazes de causar danos a ela (NEVES, et al., 2019, ELMAHALLAWY, et al., 2021). Além
disso, as taxas de linfécitos T helper, responsdveis pela secrecio de citocinas especificas e de

imunoglobulinas, principalmente da classe IgG, ficam aumentadas (NEVES, et al., 2019).

1.3 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC)

Com o processo de wurbanizacdo da leishmaniose, que ocorreu devido ao
desenvolvimento das cidades, os reservatérios naturais de Leishmania chagasi, que sdo animais
que favorecem a manutencio do ciclo de vida do parasito, tornando os flebotomineos que se
alimentam de seu sangue infectados com o agente etiologico de LV (DANTAS-TORRES,
2007), antes representados por algumas espécies de mamiferos silvestres, passaram a ser os
cdes (LAINSON E RANGEL, 2005). Por esse motivo a LV se tornou mais disseminada, uma
vez que eles sdo animais presentes na maioria dos ambientes domésticos e sdao facilmente
acessados pelo fleb6tomo por estarem expostos a ele durante o hordrio ativo e, portanto, se
tornaram o principal elo entre o vetor, que € o responsavel pela transmissao da LV, e os seres
humanos (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Quando o cao € infectado, Leishmania presentes
em seu organismo se distribuem de maneira que os insetos vetores tenham pleno acesso a elas,
ficando abundantes em suas visceras e na derme, sendo o local propicio para picadas do
fleb6tomo (WHO, 2010, PAHO, 2023).

A doenca se manifesta no organismo do cdo, causando a leishmaniose visceral canina
(LVC), a depender da imunocompeténcia e idade do animal (BRASIL, 2014). No geral, a
infeccdo € cronica e generalizada e pode permanecer latente ou evoluir para a forma grave,
sendo fatal para o animal (BRASIL, 2014). A LVC possui trés classificacdes, a depender de
como a doenca se manifesta: assintomdtica, onde ndo hd manifestacao de nenhum sinal clinico
indicativo da doenga. E a mais prevalente nos caes; oligossintomdtica, onde ocorre
aparecimento de alguns sintomas, como o aumento dos ganglios linféticos, perda de peso e
alteracdes na pelagem; sintomdtica, onde hd a manifestacio de vdarios sintomas, como perda
significativa de massa corporal, alteracOes na pele e perda dos pelos, espessamento das unhas,

perda parcial do movimento das patas e ceratoconjuntivite (FIGURA 3 — BRASIL, 2014).



16

Figura 3: cdo diagnosticado com LVC, com perda de massa, queda da pelagem e

ceratoconjuntivite.

Fonte: Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral. 2014, BRASIL

1.4 METODOS DIAGNOSTICOS PARA LVC

Atualmente, a LVC deve ser diagnosticada considerando uma juncdo de fatores,
baseando-se em observacdes clinicas, epidemiologia e testes soroldgicos e parasitolégicos
(FARIA, et al., 2012). Em primeiro lugar, é necessdria uma avaliacdo feita por um médico
veterindrio, possibilitando a realiza¢do do diagndstico clinico, que se baseia na sintomatologia
e histdrico do cdo. Porém, a LVC possui sintomas similares aos de outras doengas, como a
babesiose e a erliquiose, além de existirem cdes positivos que sdo assintomaticos, o que faz com
que esse tipo de diagnéstico tenha confiabilidade reduzida (FARIA, et al., 2012, BRASIL,
2014).

Os testes parasitologicos se baseiam em encontrar o parasito no organismo do animal.
Para esse fim, pode-se utilizar a técnica de andlise histologica do tecido potencialmente
infectado, que consiste na busca microscopica de amastigotas em amostras de linfonodos,
medula dssea ou do baco. Embora essa técnica apresente especificidade de até 100%, sua
sensibilidade pode ser reduzida, uma vez que o material coletado pode ser proveniente de uma
regido ainda ndo infectada. Ademais, o procedimento de obtencdo da amostra, geralmente
realizado por meio de bidpsia, pode representar riscos a vida do animal. (FARIA, et al., 2012).
Outra técnica é o cultivo in vitro e in vivo da amostra bioldgica, que tem o objetivo de

multiplicar as Leishmania que podem estar presentes nela, mas geralmente ndo € um método
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muito utilizado pelo excesso de tempo necessario para que se obter os resultados (FARIA, et
al., 2012, ROCHA, et al., 2013). Além disso, hd o método molecular, que busca pelo material
genético de Leishmania utilizando técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que
fornece resultado qualitativo, informando a presenca ou auséncia do parasito apenas e a de PCR
em tempo real (QPCR), que fornece resultado quantitativo que permite a determinacio da carga
parasitdria na amostra analisada (FARIA, et al., 2012).

Atualmente, alguns dos métodos empregados no diagndstico incluem a reagdao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), que utiliza o parasito como antigeno (FARIA et al., 2012);
os testes rapidos imunocromatogrificos, como o Dual Path Platform (DPP), baseados na
interacdo entre anticorpos e antigenos recombinantes; € o ensaio imunoenzimdtico (ELISA),
que também se fundamenta na ligagdo entre anticorpos e antigenos recombinantes. Apesar dos
testes sorologicos possuirem grande capacidade de resultar em razodveis niveis de sensibilidade

e especificidade, nenhum deles se mostra tao eficaz quanto, por exemplo, a qPCR. (Tabela 1).

Tabela 1 — Taxas de sensibilidade e especificidade de alguns testes sorolégicos para diagndstico

de LVC disponiveis atualmente, em comparagdo com a técnica molecular de qPCR.

Teste Sensibilidade Especificidade
gPCR 95% 98%
RIFI 85% 71%
DPP - LVC® 83% 93%
ELISA — EIE LVC® 76% 83%

Fontes: Revista de Educagao Continuada em Medicina Veterindria e Zootecnia do CRMV-SP,

2014, GONCALVES, 2018.

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) € uma técnica baseada na interacao entre anticorpos
e antigenos, seguida da formacao de uma reagdo cromogénica a partir de um substrato incolor.
Essa reacao permite a detec¢do e quantificacio de antigenos ou anticorpos presentes na amostra,
por meio da medicdo da intensidade da coloragcdo desenvolvida (MASOODI, et al., 2021). O
teste possui diferentes formas, como o ELISA indireto, ELISA competitivo, ELISA direto € o
ELISA sanduiche (MASOODI, et al., 2021, DRIJVERS, et al., 2017). O tipo indireto, que é o
empregado no kit “EIE leishmaniose visceral canina | Bio-Manguinhos®”, que foi escolhido
para este estudo por ser um teste preconizado pelo Ministério da Saude, utiliza placas com os
antigenos de interesse adsorvidos, onde se liga a por¢do Fab dos anticorpos anti-Leishmania

possivelmente presentes no soro. Apds essa ligacdo ser estabelecida, utiliza-se um anticorpo
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anti-imunoglobulina marcado com uma enzima, que liga sua por¢do Fab na porcao Fc do
anticorpo do soro e serd responsdvel pela emissdo de cor da reacdo. Nesse contexto, o presente
estudo pretende contribuir para a constru¢do de um banco de soros caninos, bem como para a
confirmacao dos diagndsticos das amostras catalogadas, por meio da aplicagdo do ELISA para

leishmaniose visceral canina, fornecido por Bio-Manguinhos®.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Auxiliar na construcdo de um banco de soros caninos para utilizagdo de seus antigenos
na testagem de técnicas diagndsticas a serem desenvolvidas futuramente.
Objetivos especificos:
1. Coletar, catalogar e armazenar soros disponibilizados pelo Hospital Veterindrio da
UFV;
2. Realizar teste de confirmacdo dos diagndsticos do material catalogado utilizando a
técnica de ensaio imunoenzimdtico EIE leishmaniose visceral canina | Bio-

Manguinhos®.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. COLETA, TRIAGEM E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Amostras de sangue foram colhidas dos cdes pelos médicos veterindrios durante
atendimento no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa. O material utilizado
para esta pesquisa foi o excedente do que foi coletado normalmente durante a rotina de
atendimento do Hospital, de forma que nenhum cado tenha sido submetido a desconforto
adicional para que ela fosse realizada. A permissdo para utilizacdo das amostras foi solicitada
aos tutores dos animais por intermédio de formulario de consentimento fornecido pela
American Kennel Club (AKC) (Anexo A) e o uso das amostras foi certificado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), processo n°
30/2025 (Anexo B).

Apbs a coleta, o sangue foi centrifugado a 1.500 x g/10 min, de acordo com protocolo
do Laboratério de Imunoparasitologia — LIP/DBG/UFV. Os soros e as células foram
armazenados em microtubos comuns de 1,5 mL e em microtubos contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), respectivamente, que foram identificados com nimero
devidamente catalogado e correlacionado com as informagdes dos prontudrios dos animais, em
que constam a localizacao e o diagndstico clinico de cada um deles. Todos esses procedimentos

foram realizados pela equipe do Hospital.

As amostras foram transportadas para o Laboratorio de Infectologia Molecular Animal,
onde foram mantidos em seus microtubos originais. Tanto as amostras de soro quanto de células

foram armazenadas em freezer a -20 °C para uso em experimentos posteriores.
3.2. REALIZACAO DO ELISA

Como parte da validagdo do diagnostico informado das amostras, foi realizado o ELISA
utilizando o kit “EIE leishmaniose visceral canina | Bio-Manguinhos”, lote 16UELO01Z, cujo

manual de instrugdes presente no kit (Anexo C) foi devidamente seguido.

Um total de 480 amostras foram submetidas ao ELISA e elas foram separadas em cinco
grupos (Tabela 2): suspeita de LVC (8 amostras), vacinados para LVC (7 amostras),
hemoparasitoses ativas (23 amostras), historico de hemoparasitoses (16 amostras) e demais

diagnoésticos (426 amostras),

Para iniciar o teste, o diluente das amostras foi preparado seguindo o volume indicado

para 96 reagdes: 1,4 g de lecitina de leite, 14 mL de diluente de amostras 5X e 56 mL de agua
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destilada, que foram misturados utilizando um agitador magnético, resultando em
aproximadamente 70 mL de diluente preparado, do qual 500 pL foram distribuidos em
microtubos de 1,5 mL, 3 deles identificados como “controle positivo™, “controle negativo”,
“sem soro” e o restante com o niimero das amostras conforme com a organizagao da soroteca.
Apds esse processo, o microtubo identificado como “sem soro” foi separado, ja que ele deveria
possuir apenas o diluente, € nos demais foram pipetados 5 pL dos controles disponibilizados no

kit e das amostras de soro canino conforme a identificacdo previamente realizada.

Em seguida, as amostras foram distribuidas em placas de 96 pogos com antigenos de
Leishmania major like ja adsorvidos (100 pL por poco), de modo que na primeira fileira
houvesse dois pogos com o controle positivo, trés com o controle negativo, dois com o diluente
sem soro € nas demais fileiras foram distribuidas as 89 amostras da soroteca. As placas foram
incubadas a 37 °C por 30 minutos para que os anticorpos presentes nas amostras positivas se
ligassem ao antigeno presente nas suas cavidades. Apos a incubagdo, o conteudo liquido da
placa foi descartado e foi feita lavagem em lavadora automatica (6 vezes com 200 pL de tampao
de lavagem por poco com intervalo de 45 segundos entre lavagens), para remover todo o
conteudo nao ligado. O tampao de lavagem foi preparado de acordo com o manual de instru¢des
do kit (25 mL de tampao de lavagem 20X (incluso no kit) em 475 mL de dgua destilada para
lavagem de uma placa). Apos finalizada a lavagem, foram adicionados 100 pL do anticorpo
conjugado anti-imunoglobulina G marcado com a enzima peroxidase, que foi previamente
diluido 1:100 no diluente utilizado na preparagdo das amostras. A placa foi novamente incubada
a 37 °C por 30 minutos para ligagdo do anticorpo conjugado as imunoglobulinas G ligadas aos
antigenos. Apos esse processo, o conteudo dos pogos foi descartado e a placa foi submetida ao

mesmo processo de lavagem citado anteriormente.

Ap0s a ultima etapa de lavagem, foram adicionados 100 pL de substrato a cada pogo,
previamente preparado com 12 mL de diluente, 120 pL da substancia cromogénica
tetrametilbenzidina (TMB) e 24 pL de peréxido de hidrogénio (H202). Em seguida, a placa foi
incubada a 37 °C por 30 minutos, protegida da luz. Nas reagdes positivas, observa-se o
desenvolvimento de coloragdo azulada, resultante da interagdao da solug¢ao reveladora com o
conjugado enzimatico. Ao final do tempo de incubagdo, foram adicionados 50 pL de acido
sulfurico (H2SO4) por poco para interromper a reacdo, promovendo a mudanga da coloracio
azul para amarela nas amostras reagentes, enquanto 0s poc¢os sem rea¢ao mantiveram-se

incolores.
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A leitura de absorbancia foi feita em espectrofotdmetro da marca Heales, modelo MB-
850, com incidéncia de luz a 450 nandmetros (nm). Os controles positivos deveriam estar dentro
da faixa de leitura >0,500 de densidade optica (DO) e os negativos na faixa de >0,050 < 0,120
DO para que os resultados do teste pudessem ser considerados como validos. Depois da leitura,
foram realizados os célculos do cut-off (CO), que foi realizado multiplicando a média da DO
dos controles negativos (XCN) por dois (CO = XCN x 2) e da faixa cinza (FC), que € o resultado
do valor encontrado de CO multiplicado por 1,2 (FC = CO x 1,2), conforme descrito no manual
de instrugdes do kit. Os calculos permitiram deteccdo dos valores dos resultados positivos
(DO>CO), dos resultados negativos (DO<CO) e dos resultados indeterminados, que

apresentaram densidade Optica entre o valor do CO e da FC.

4. RESULTADOS

Quatro grupos avaliados no ELISA compostos por um total de 54 amostras de interesse:
suspeita de LVC, vacinados para LVC (que foram selecionadas devido ao fato do cdo possuir
anticorpos anti-Leishmania, mas que ndo deveriam dar positivo no teste), hemoparasitoses
ativas e historico de hemoparasitoses (que foram selecionadas para testar possiveis reagdes
cruzadas), as quais 52 apresentaram resultados negativos, 1 resultado positivo e 1
indeterminado (ambos do grupo de amostras com suspeita ou diagnostico de LVC), como ¢

mostrado na figura 4.



Tabela 2 - Separagdo das amostras por grupos.
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Resultado obtido no

Grupos de Amostras N° das amostras
amostras por grupo ELISA
Suspeita de LVC 8 amostras 85, 112, 121, 175, 248, 277, 298, 1 amostra positiva
400 (n°400)
1 amostra
indeterminada (n° 298)
6 amostras negativas
Vacinados para 7 amostras 125,169, 174, 202, 216, 294, 443 7 amostras negativas

LvC
Hemoparasitoses
ativas

Historico de
hemoparasitoses

Demais
diagnosticos

23 amostras

16 amostras

426 amostras

51, 55, 87, 105, 118 (duplicada),
134, 180, 205, 215, 234, 256, 272,
279, 291, 299, 303, 312, 362, 405,

418, 430, 437,

1,47, 100, 140, 164, 168, 181,
192, 230, 233, 238, 288, 310, 316,

320, 353
Demais amostras

23 amostras negativas

16 amostras negativas

2 amostras positivas (n°
138 ¢ 210)
424 amostras negativas

Fonte: Elaboragao propria, 2025
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Figura 4 - Resultados do grupo de amostras de interesse
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

Ja no grupo de amostras com demais diagnosticos, houve dois resultados positivos,
como ¢ mostrado na figura 5, cujos diagnosticos clinicos foram informados como sendo de

anaplasma e displasia coxofemoral.
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Figura 5 - Resultados do grupo de amostras com demais diagnésticos.
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

Apos a obtengdo dos resultados, foi calculada a compatibilidade dos dados clinicos com

os resultados do teste, utilizando as equacdes de sensibilidade e especificidade:

Sensibilidade = verdadeiros positivos « 100
ensHICate = Werdadeiros positivos + falsos negativos
Tade: — fal .

8 amostras
Sensibilidade = x 100
(8 amostras + 6 amostras)

Essa equagdo informa a capacidade do teste de identificar nas amostras quais sio
positivas para a doenga e resultou num valor de 57%, que difere do real valor de sensibilidade

do teste, que ¢ de 94,54%.

o verdadeiros negativos
Especificidade= - - — x 100
(verdadeiros negativos + falsos positivos)

: i cidader 428 amostras % 100
specificidade= (428 amostras + 2 amostras)
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Essa equacdo informa a capacidade do teste de identificar que as amostras negativas sao
verdadeiramente negativas e o resultado obtido foi de 99,53%, que se mostrou similar a do teste,

cujo valor ¢ 91,76%.

5. DISCUSSAO

Como a cidade de Vigosa e regido ndo sdo areas endémicas para a leishmaniose
(BRASIL, 2024), a quantidade de soros de cdes positivos para LVC foi muito pequena, tanto
na suspeita estabelecida pelos médicos veterinarios, quanto no resultado do ELISA. Porém os
soros obtidos ainda serdo amplamente utilizados nos testes a serem desenvolvidos, mesmo que

a maioria das amostras tenha obtido resultado negativo.

O kit Bio-Manguinhos representa uma ferramenta promissora para a deteccao confiavel
de resultados positivos e negativos, refletindo sua elevada sensibilidade (94,54%) e
especificidade (91,76%). No entanto, o diagndstico clinico da leishmaniose visceral canina
(LVC) ¢ desafiador, considerando a diversidade e a baixa especificidade dos sinais clinicos
associados a doenca (ROCHA, et al., 2020). Além disso, muitos animais podem permanecer
assintomaticos ao longo de toda a vida. Nesse contexto, a dificuldade em identificar
clinicamente caes positivos para LVC pode ter contribuido para a discordancia observada entre
os resultados do EIE-Bio-Manguinhos-LVC e os dados clinicos neste estudo. Cabe destacar
ainda que a sensibilidade e a especificidade do teste podem variar de acordo com a regido em
que ¢ aplicado (Tabela 3), o que pode estar relacionado ao fato de a area ser ou nao endémica,
bem como a pressao seletiva exercida pelo ambiente sobre o parasito. Essa pressao pode resultar

em variabilidade genética que, por sua vez, pode influenciar o desempenho do teste diagndstico.
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Tabela 3 — Comparagdo dos resultados de especificidade e sensibilidade do kit EIE Bio-

Manguinhos encontrados na literatura.

Autor Local Especificidade Sensibilidade
LIRA et al., 2006 Recife - PE 87,5% 72%
CAMARGO, 2008 Bauru e Botucatu - SP 99% 93,33%
TEIXEIRA et al., 2019  Brasilia - DF 11,59% 90,54%
BORIJA, 2017 Salvador - BA 87% 67%

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

A baixa sensibilidade observada no teste durante este estudo pode estar relacionada a
utilizagdo de antigenos provenientes da espécie Leishmania major, agente etiologico da
leishmaniose cutanea. No entanto, o alvo diagndstico do teste € a leishmaniose visceral, causada
Ipor Leishmania chagasi. Embora ambas pertencam ao mesmo género, apresentam diferencas
genéticas significativas, especialmente em genes relacionados ao metabolismo, a organizacao
celular e ao transporte intracelular, o que pode comprometer a reatividade cruzada e,
consequentemente, a eficacia diagnostica do ensaio (ROCHETTE et al., 2008), o que pode

interferir no reconhecimento por parte do anticorpo.

Porém, os resultados obtidos utilizando o kit “EIE leishmaniose visceral canina | Bio-
Manguinhos” no que se refere a detec¢ao de 6 amostras negativas dentre as 8 com suspeita de
LVC sugerem algum desvio de interpretacao feita na suspeita clinica de positividade. Conforme
citado acima, o teste sorologico utilizado apresenta relevante confiabilidade no que diz respeito
a sensibilidade, apesar do antigeno utilizado no teste ser proveniente de espécie nao causadora
de LV. Além disso, foram testadas 5 amostras do grupo de interesse utilizando o kit DPP- LVC®
Bio-Manguinhos, nele se observou positividade em 2 amostras, onde uma foi positiva e outra
indeterminada no ELISA, e negatividade no restante delas (dados ndo amostrais), evidenciando
uma grande semelhanca entre os resultados dos dois testes, fato que corrobora para a possivel

imprecisdo ocorrida na suspeita clinica.

Uma vez que o diagnodstico da LVC ¢ algo complexo de ser realizado devido as
limitagdes dos testes sorologicos, diagndstico clinico e parasitologico, além do alto custo da
realizacdo dos testes moleculares, o controle profilatico da leishmaniose deve ser realizado com
o uso de repelentes e coleiras impregnadas com inseticidas, ja que o controle do vetor ¢
complexo, por ser dificil conté-lo, devido ao fato dele ser uma espécie silvestre (NEVES, et al.,

2019). Ademais, a vacina que era disponibilizada no Brasil contra a LVC, sorolégicos
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Leishmune®, teve sua licenca de fabricacio e comercializagdo suspensa pelo Ministério da
Satde (MS) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) na nota
técnica de n°038//2014/DFIP/SDA do ano de 2014, devido ao ndo cumprimento do regulamento
n° 31/2007, ou seja, por ndo atender completamente os requisitos para estudos de fase 3, que se
refere a avaliagdo da eficacia vacinal prevista no citado regulamento (BRASIL, 2014), o que

reduziu uma das possibilidades de profilaxia.

O diagnostico correto, precoce, sensivel e especifico da LVC ¢ de extrema importancia
para a identificacdo rapida e precisa da doenga, especialmente em regides nao endémicas,
contribuindo significativamente para o controle epidemiologico (SOUZA et al., 2019). No
entanto, a identificagdo de cades infectados ainda se baseia em métodos diagnosticos que
apresentam limitacdes quanto a sensibilidade e especificidade. Resultados falso-negativos
dificultam o controle da enfermidade, impedem o tratamento adequado dos animais infectados
e comprometem as estratégias de vigilancia sanitaria (MARCONDES et al., 2019). Além disso,
a imprecisdo diagnéstica pode levar ao abatimento indevido de cdes saudaveis, quando
identificados como falso-positivos (DA ROCHA et al., 2018). Nesse contexto, a busca por
novos testes diagnosticos para a LVC, que apresentem maior sensibilidade e especificidade em
comparacao aos atualmente disponiveis no mercado, mostra-se essencial. A construcdo de
sorotecas devidamente validadas permite a realizacdo de estudos mais robustos, tanto pela
quantidade de amostras disponibilizadas, quanto pela qualidade assegurada por sua validacao.
O presente trabalho contribui para esse processo ao participar da validacao da soroteca por meio
da aplicagdao de um teste sorologico comercialmente disponivel. Os resultados obtidos serao
comparados com métodos de maior especificidade, como a qPCR, conferindo maior
confiabilidade as amostras e viabilizando seu uso em pesquisas futuras voltadas ao
desenvolvimento de novos testes diagnosticos para a LVC, como na utilizagdo da proteina
recombinante LPG3 de Leishmania chagasi (artigo em submissdo) para desenvolvimento de
teste ELISA, e também na utilizacdo de seus peptideos lineares ou em quimera (projeto 03313-
A, AKCCHEF, 2024 - 2027), além do aprimoramento de antigenos do teste ELISA utilizando a
rLiNTPDase2 de Leishmania infantum (SOUZA, A. C. A. de et al., 2020).

6. CONCLUSAO

Este estudo ¢ uma andlise inicial utilizando o kit “EIE leishmaniose visceral canina |

Bio-Manguinhos”, que nos forneceu resultados de analises de uma soroteca que estd sendo
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construida para utilizagdo em pesquisa de novos testes de diagnostico de LVC. Esses resultados,
juntamente com os de testes complementares de maior especificidade como qPCR e DPP,
permitird que a soroteca seja consolidada e o procedimento podera ser expandido futuramente

para a analise de novos testes imunolégicos para LVC.

Em segunda andlise, se destaca a necessidade da criagdo de uma técnica diagnostica
acessivel e eficaz para que a LVC possa ter seu diagndstico realizado em cdes o mais rapido
possivel e de forma correta. Dessa maneira seu tratamento podera ser feito precocemente,
evitando a evolugdo da doenga, a atuacao deles como reservatorio de Leishmania e a eutanasia
de animais saudaveis. A busca por novas técnicas de diagndstico sorologico depende de
validac¢do das metodologias a serem testadas, que, por sua vez, depende de uma soroteca robusta

e confidvel e esse trabalho contribui para esse processo.
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ANEXOS

ANEXO A — Formulario de consentimento do proprietario/ Agéncia responsavel

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO DO PROPRIETARIO/AGENCIA
RESPONSAVEL

Titulo: Padronizacao e avaliacao do uso de peptideos lineares LPG3 isolados ou em forma
quimera para o sorodiagnoéstico de LVC por ELISA

1. Por que esse estudo sera realizado? Este estudo é parte de um projeto que visa desenvolver
um sorodiagndstico para o diagndstico da Leishmaniose visceral canina. O objetivo é que este
estudo conduza a um simples teste que permita a detec¢ao de animais infectados.

2. Que animais/pacientes podem participar no estudo? Qualquer cdo com mais de 2,5kg.

3. Por que o meu animal NAO pode participar no estudo? Pacientes que ja tiveram
Leishmaniose Visceral Canina, foram tratados e estdo saudaveis, nao sdo elegiveis para participar
deste projeto. Caes com menos de 2,5 kg ou com menos de 6 meses de idade nao serao elegiveis.

4. O que acontecera com meu animal, se participarmos do estudo? Os caes serdo gentilmente
imobilizados e 10 ml de sangue (cerca de 2 colheres de chd) serdo coletados de uma veia do
pescogo ou perna. Pressdo direta sera aplicada por um curto periodo apds a coleta de sangue. Uma
pequena area de pelo pode ser cortada para a recolha de sangue.

5.Ha algum beneficio do estudo para o meu animal? O seu cdo nao recebera nenhum beneficio
direto da participacao neste estudo.

6. Ha algum risco ou desconforto para o meu animal? A coleta deste volume de sangue
geralmente € muito bem tolerada na maioria dos caes, exceto em caes muito pequenos (razao pela
qual os caes com menos de 2,5 kg sdo excluidos). A principal complicagdo € um leve hematoma
no local da coleta de sangue que se resolve rapidamente por si s6 (geralmente alguns dias).
Ocasionalmente, uma pequena quantidade de pelo deve ser raspada.

7. Eventos adversos imprevistos: eventos adversos significativos que afetam a satide do seu céo
sdo muito improvaveis e, se ocorrerem, serao tratados pelo veterinirio da sua familia ou
veterindrios do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa.

8. Responsabilidades do dono: vocé deve levar o seu cao a consulta conforme determinado pelo
veterinario responsavel e informar qualquer infecgdo/doenga do seu cdo descoberta antes deste
estudo.

9. Liberacao do participante: Como o conforto do seu cao ¢ a nossa principal prioridade, o seu
cao pode ser retirado do estudo caso a coleta de sangue cause perturbacao significativa ou caso
nao consigamos obter sangue apos trés tentativas durante uma visita.

10. Obrigacdes financeiras: A coleta de sangue seré feita sem custos.

11. Confidencialidade: Toda a informacao sobre o dono e seu cdo serd mantida confidencial, e
quaisquer dados de pesquisa gerados pelo seu cdo serdo mantidos em anonimato para futuras
apresentagdes ou publicagdes.

12. Pessoas para contato a respeito deste estudo: Os participantes podem contactar qualquer
uma destas pessoas com perguntas sobre este estudo:

Nome: Eduardo de Almeida Marques da Silva (Principal Pesquisador-Coordenador)
Telefone: 55(31)36125044
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Email institucional: eduardo.marques@ufv.br
Endereco: Laboratorio de imunoparasitologia, Universidade Federal de Vigosa-MG, Brasil
CEP: 36570-900

Nome: Evandro Silva Favarato (Veterinario responséavel pelo projeto)

Telefone: 55(31)36124619

Email institucional: esfavarato@ufv.br

Endereco: Departamento de veterinaria, Universidade Federal de Vigcosa—MG, Brasil
CEP: 36570-900

13. Agradecimentos do proprietario: Como proprietario legal (ou agente deste animal), eu
entendo e reconhego o seguinte: a. Estou concordando em participar de um estudo de pesquisa na
Universidade Federal de Vigosa.

b. Sou livre para retirar o meu consentimento e descontinuar a participacdo no estudo a qualquer
momento.

c. A decisdo de meu animal participar deste estudo é exclusivamente minha e a participacdo é
voluntaria.

d. A decisdo de se retirar do estudo ou de desconsiderar as recomenda¢des dos veterinarios
envolvidos no estudo, isenta os investigadores das obrigacdes atuais e futuras (tanto médicas
como financeiras) para com o animal de estima¢do e/ou proprietario abrangido por este estudo.
e. Eu discuti os procedimentos/beneficios e riscos da participag¢do no estudo e tive a oportunidade
de ter minhas perguntas sobre o estudo respondidas.

Assinatura do dono/agente

Data

14. Garantias do veterinario responsavel:

a. Expliquei os detalhes do estudo e respondi as perguntas o melhor que pude.

b. Se o0 animal é um paciente no Hospital Veterinario, discuti a inscricdo do paciente neste
estudo com o membro superior da faculdade responsavel pelos cuidados deste paciente.

Veterinario responsavel Data

Testemunha Data
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ANEXO B — Certificado do Conselho de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Vicosa

__ MINISTERIO DA EDUCACAO
UF \ / UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
Y PROREITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Jniversidade Federal de Vicosa

Campus Universitdrio - Vicosa, MG - 36570-900- Telefone: (31) 3612 2315

Vicosa, 12 de maio de 2025

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vicosa, CEUA/UFV, certifica
que o Processo n° 30/2025, com o Projeto de Pesquisa intitulado, “Utilizacio em pesquisas para
desenvolvimento e padronizacio de testes rapidos para o diagnostico moleculares e
imunolégicos de doencas de acometimento em cies” coordenado pelo(a) professor(a) Juliana
Lopes Rangel Fietto do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular esta de acordo com a
legislacao vigente, Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com as Resolu¢cdes Normativas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal, CONCEA e, apresenta
especificidade, caracterizando “A4 ndo utiliza¢do de animais vivos”, portanto sendo aprovado por

esta comissdo em 12 de maio de 2025.
CERTIFICATE

The Ethics Committee in Use of Animals of the University of Federal de Vigosa, CEUA-UFV, cer-
tify that 30/2025 Process, with the Research Project titled, “Use in research for the development
and standardization of rapid tests for the molecular and immunological diagnosis of diseases
affecting dogs”, coordinated by Professor(a) Juliana Lopes Rangel Fietto fron Department of Bio-
chemistry and Molecular Biology, is of according to current legislation, Law No. 11,794, of Octo-
ber 08, 2008, with the Normative Resolutions issued by the National Council for the Control of An-
imal Experimentation, CONCEA and, presents specificity, characterizing "Non-use of live animals",

therefore being approved by this commission in May 12, 2025.

2 z i : Documento assinado digitalmente
Py 2 5 FABRICIO LUCIANI VALENTE
déﬂ“ﬂ ALty g \Lb Data: 13/05/2025 16:36:45-0300
Prof. Fabricio Luciani Valente

verifique em https://validar.iti.gov.br
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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ANEXO C — Manual de instrugdes do kit EIE leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos®
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