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WAJIMA, N. R. Metaloproteinases 2 e 9 sérica em gatos naturalmente infectados com
Leishmania spp. 2023. 64 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

RESUMO

Leishmaniose visceral € uma zoonose negligenciada causada pelo protozoario
intracelular do género Leishmania, e ocorre em regiées onde o clima é tropical e
subtropical. Tem como hospedeiro definitivo o homem e o cdo, porém estudos
recentes tém demonstrado o gato como hospedeiro, capaz de disseminar a doencga,
participando, entéo do ciclo epidemioldgico da enfermidade. A leishmaniose apresenta
sinais clinicos diversos, variando conforme a imunidade do hospedeiro e da espécie
de Leishmania, podendo ser subclinica em gatos, assim como ocorre em caes. O
diagnostico definitivo é dado através de exames laboratoriais sendo eles: citologia,
histologia, imunohistoquimica, cultura celular e reacdo em cadeira pela polimerase
(PCR), ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI). As metaloproteinases (MMPs) séo gelatinases, endopeptidases
dependentes de zinco, que sdo responsaveis pela degradacdo da membrana basal,
apresentando importancia na disseminacdo de neoplasia, remodelacéo de tecidos,
modulacao da inflamacao, migracao celular em processos inflamatorios. O papel das
MMPs est& relacionado com a patogenia de lesdoes da leishmaniose visceral em
humanos e caes ja relatados em literatura. Este € o primeiro trabalho avaliando a
atividade das metaloproteinases em gatos com diagnéstico sorolégico e/ou molecular
para leishmaniose. Em uma regido endémica para leishmaniose visceral, 272 felinos
foram testados por métodos paralelos (ELISA e gPCR), resultando em 26 animais
positivos (grupo infectado). A atividade das metaloproteinases séricas foi avaliada
pela técnica de zimografia. Tanto no grupo controle quanto no grupo infectado néao
houve a presenca da atividade das MMP-2 e 9 na forma ativa, somente na forma
inativa. Comparativamente, gatos com leucemia viral felina (FELV) ndo apresentaram
atividade mais intensa desas metaloproteinases, dessa forma ndo demonstrando que
a imunossupressao pudesse aumentar a atividade das metaloproteinases. Portanto,
gatos assintomaticos com leishmaniose visceral ndo apresentam alteracdo da
atividade das metaloproteinases 2 e 9, néo participando dessa via na disseminacao

da doenca e da ativacao da cascata de inflamacgéo.

Palavras-chaves: Leishmaniose. Metaloproteinases. Zimografia. Felinos.



WAJIMA, N. R. Serum metalloproteinases 2 and 9 in cats naturally infected with
Leishmania spp. 2023. 64 f. Dissertation (Master's Degree) - Sao Paulo State
University (Unesp), School of Veterinary Medicine, Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a neglected zoonosis caused by intracellular protozoan of the
genus Leishmania, and occurs tropical and subtropical regions. Its definitive host is
man and dog, but recent studies have shown the cat as a possible host, capable of
spreading the disease, thus participating in the epidemiological cycle of the disease.
Leishmaniasis presents different clinical signs, varying according to the host's
immunity and the Leishmania species, and the disease may even be subclinical in cats,
as it occurs in dogs. The definitive diagnosis is given through laboratory tests, which
are: cytology, histology, immunohistochemistry, culture cells and PCR, ELISA and
immunofluorescent antibody test (IFAT). Metalloproteinases (MMP) are gelatinases,
zinc-dependent endopeptidases, which are responsible for the degradation of the
basement membrane, presenting importance in the dissemination of neoplasia, tissue
remodeling, modulation of inflammation and cell migration in inflammatory processes.
The role of MMP is related to the development of visceral leishmaniasis in humans and
dogs already reported in the literature. This is the first work evaluating the activity of
metalloproteinases in cats positive for leishmaniasis. In a endemic region for visceral
leishmaniasis, 272 cats were tested by parallel methods (ELISA and gPCR), resulting
in 26 positive animals (infected group). Serum metalloproteinases activity was
detected by zymography technique. In both the control and infected groups, there was
no presence of MMP-2 and 9 activities in the active form, only in the inactive form.
Comparatively, cats with feline viral leukemia (FELV) did not show high activity of these
metalloproteinases, thus not demonstrating that immunosuppression could increase
the activity of metalloproteinases. Therefore, asymptomatic cats with visceral
leishmaniasis do not show activity of metalloproteinases 2 and 9, not participating in
this pathway in the dissemination of the disease and in activation of inflammation

cascade.

Keywords: Leishmaniasis. Metalloproteinases. Zymography. Feline.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Revisao de literatura

1.1.1 Aspectos gerais da Leishmaniose Visceral

Leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose negligenciada causada pelo
protozoario intracelular Leishmania infantum (sinbnimo Leishmania chagasi),
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (COTTON, 2017).

Estima-se que no mundo 556 milhdes de pessoas correm o risco de
desenvolver a doenca na forma visceral (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE — OPAS — ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE — OMS, 2018). No Brasil
cerca de 3.500 casos em humanos sdo diagnosticados anualmente, com letalidade
meédia de 8,1% (MARTINS-MELO et al., 2014). No entanto, nos ultimos anos, o
namero global de casos de LV humana diminuiu substancialmente, de 200.000 a
400.000 casos em 2012 para aproximadamente 17.000 casos anualmente em 2018
(ALVAR et al. 2012; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE — OPAS —
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE — OMS, 2020).

A transmissao é realizada a partir da picada de mosquitos fémeas do género
Phlebotomus e Lutzomyia conhecidos popularmente como mosquito palha, Birigui ou
tatuquiras, no qual ja somam 98 espécies (MAROLI et al., 2013). ALV € endémica em
regiao tropical e subtropical, no qual em altas temperaturas, baixa luminosidade e a
presenca de matéria organica favorecem o desenvolvimento do mosquito
(CARVALHO et. al., 2010; SOLANO-GALLEGO, 2009). A atividade desses vetores é
crepuscular e noturna, sendo que no intra e peridomicilio € encontrado préximo a uma
fonte de alimento (BRASIL, 2006).

Quando ocorre a hematofagia pelo flebétomo, ha a inoculagdo da forma
infectante do protozoario: promastigota metaciclica. O protozoario € fagocitado pelo
sistema fagocitico mononuclear, especialmente por macréfagos, o parasito por sua
vez, perde seu flagelo, passando para a forma imovel, amastigota. Ocorrem entéo
sucessivas divisdes binarias e as células densamente parasitadas se rompem
liberando as amastigotas, que serdo fagocitadas por novos macréfagos. Desta forma

se da a disseminacdo hematogena e linfatica do protozoario (MAROLI et al., 2013). A
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infecc@o do vetor ocorre durante o repasto sanguineo da fémea, quando a mesma

ingere macroéfagos parasitados, dando continuidade ao ciclo (Figura 1).

Figura 1 — Ciclo de transmisséo vetorial da Leishmania spp. em felinos.
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Fonte: Dias et al., 2021.

Os seres humanos e os cdes domésticos (Canis lupus familiaris) sdo os
principais hospedeiros da leishmaniose considerados relevantes diante a Satude Unica
(MAIA et al., 2012). Recentemente, vérios estudos tém demonstrado a capacidade do
gato doméstico (Felis catus) em se comportar como reservatério do parasito
(GALLEGO et. al., 2020; MAIA; CAMPINO, 2011; MAROLI et al., 2007),
compartilhando o0 mesmo parasito, L. infantum isolados tanto em caes quanto em
humanos, indicando que essa espécie também € importante na epidemiologia da
infeccdo de leishmaniose (CARDOSO, et al., 2021; PEREIRA et al., 2020). Os estudos
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ainda ndo comprovaram se 0s gatos participam da transmissdo direta da doenca
(NASCIMENTO et al.,, 2022), o que reforca a importancia de estudos sobre a
disseminacéo da doenca, principalmente no Brasil (MENDONCA et al., 2020).

1.1.2 Leishmaniose visceral felina

Hoogstraal e Dietlein, no ano de 1964, ja descreviam a leishmaniose felina
(LVF), porém a epidemiologia ainda permanecia incerta. Asfaram e colaboradores
(2019) citaram o gato como uma peca relevante dentro da epidemiologia da doenca,
e no ano seguinte, Mendoncga e colaboradores (2020) ja citaram o gato como capaz
de transmitir o protozoario para os flebotomineos e ser considerado como reservatoério
da doenca. Até o momento, seis espécies do subgénero Leishmania: L. mexicana, L.
venezuelensis, L. amazonensis, L. infantum, L. major, L. tropica e uma do subgénero
Viannia (L. braziliensis) foram descritas em gatos (PENNISI et al., 2015; PEREIRA;
MAIA, 2021).

A prevaléncia da doenca para a espécie felina apresenta grande variabilidade
de acordo com o método de diagnéstico empregado e tipo de amostra, regido
geografica avaliada e presenca ou nao de sinais clinicos. Em locais endémicos, foram
relatados prevaléncia de até 10% da LVF (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019).
No Brasil, a prevaléncia é estimada entre 7 a 8%, dependendo do tipo de diagnostico
empregado, sendo as espécies mais comuns: Leishmania braziliensis, L. infantum, e
Leishmania amazonensis (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019; CARNEIRO et al.,
2020; COSTA-VAL et al., 2020; COURA et al., 2018).

A leishmaniose visceral apresenta sinais clinicos variaveis, dependendo da
complexidade de interacdo espécie vetor, espécie da Leishmania e imunidade do
hospedeiro, podendo apresentar-se de forma subclinica ou assintomatica em gatos,
assim como ocorre em cédes (PACE, 2014). Estudos sobre a doenca em felinos ja
destacaram que a ocorréncia de individuos assintomaticos € mais frequente que a

daqueles que possuem manifestacéo de sinais clinicos (VIDES et al., 2011).

Os sinais clinicos mais comuns na LVF sao: linfadenomegalia, les6es cutaneas
e mucocutaneas (nédulos, ulceras, papulas, alopecia) em regido de face, membros
distais e pescoco (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020). A dermatite nodular € a

principal lesdo cutanea associada a LVF, encontrada principalmente nas pélpebras,
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seguido de dermatite ulcerativa (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; SILVA et al.,
2020). Os sinais sistémicos incluem: letargia, perda de peso, anorexia, lesdo oral

(gengivoestomatite cronica) e ocular (uveite) (COSTA-VAL et al., 2020).

Os principais achados laboratoriais sdo: anemia normocitica normocrénica
(anemia arregenerativa), trombocitopenia, hiperproteinemia por hiperglobulinemia
com gamopatia policlonal, e hipoalbuminemia (SILVA et al., 2023). Aproximadamente
um quarto dos gatos doentes podem apresentam proteinuria, sugerindo uma possivel
associacdo entre LVF e doencas renais como descritas nos cides (FERNANDEZ-
GALLEGO et al., 2020; MARCOS et al., 2009). Gatos com LVF tem concentracdes
mais elevadas de fésforo inorganico do que os gatos ndo infectados, reforcando o
pressuposto de doenga renal associada a LVF (CHATZIS et al., 2020).

Os retrovirus tém grande impacto na saude dos felinos, causando efeitos
Imunossupressivos importante, no qual pode elevar o risco de infec¢cdes oportunistas
como doencas transmitidas por vetores (HARTMANN et al., 2012). Um terco dos
animais apresentam coinfeccdo por outros agentes infecciosos, como o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), leucemia felina (FELV), Coronavirus felino (FCoV),
Bartonella henselae e o Toxoplasma gondii (PEREIRA; MAIA, 2021).

1.1.3 Diagnostico Leishmaniose Visceral Felina

O diagnéstico de LVF pode ser desafiador para os médicos veterinarios, e deve
ser considerado como diagnostico diferencial com outras doengas, principalmente em
areas endémicas, uma vez que o paciente pode ser assintomatico (PEREIRA, MAIA,
2021). O diagnéstico definitivo é obtido através de exames laboratoriais sendo eles:
testes diretos, que demonstram a presenga do parasita ou seus componentes, como
citologia, histologia, imunohistoquimica, cultura celular e teste de reacdo de cadeia
em polimerase (PCR), e a forma indireta dos seus componentes como a sorologia,
gue avalia a resposta do hospedeiro a infeccdo, como ensaio de imunoabsorc¢éo
enzimatica (ELISA) e imunofluorescéncia indireta (RIFI) (PENNISI et al., 2013;
SOARES et al., 2015).

A citologia deve ser realizada quando o0 paciente apresenta alteracdes
tegumentares como a presenca de nodulos, ulceragdes e linfadenomegalia. Para este

exame pode-se realizar impressdes dessas lesdes e/ou puncdo bidpsia aspirativa
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(PBA) de linfonodo (SILVA et al., 2020). Também é possivel realizar citologia de
medula éssea, ou de outros 6rgdos, como o baco e figado, em busca da forma
amastigota da Leishmania spp. (MARCONDES et. al., 2018).

A cultura de parasitas € um teste preciso que permite o diagnéstico conclusivo
da infeccdo ativa do parasita. No entanto, ndo € um teste adequado para um
diagnéstico rapido e é restrito a laboratorios especializados a fins de pesquisa
(PRATLONG et al., 2004). Embora amostras de sangue, medula éssea ou linfonodo
possam ser utilizadas, alguns autores consideram que o0 sangue nao é uma amostra
adequada para cultura em gatos devido a baixa parasitemia, resultando em menor
sensibilidade do método de cultura (MARTIN-SANCHES et al., 2007).

A reacdo de PCR permite a deteccdo de DNA da Leishmania em varias
amostras, como sangue total, medula 6ssea, linfonodo, bago, swab conjuntival e pele.
Apesar do PCR apresentar uma boa acuracia na deteccdo do DNA de Leishmania
spp., € importante realcar que um resultado PCR-positivo pode apenas refletir uma
infeccdo latente e, por esta razdo, deve ser cuidadosamente interpretado num
contexto clinico (PEREIRA, MAIA, 2021). O valor diagnostico de cada teste depende
de muitos fatores, incluindo a amostra biolégica utilizada, reagentes, técnicas
utilizadas, dessa forma o diagnodstico conclusivo da doenca € dado através da soma
de sinais clinicos e testes diagnésticos (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019)
(Figura 2).
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Figura 2 - Algoritmo de diaghdstico de leishmaniose felina em gatos assintométicos,

doadores de sangue e reprodutores em area endémica.

GATOS CLINICAMENTE
SADIOS (AREA ENDEMICA LV)

a cada 6-12 meses antes da monta

DOADORES DE SANGUE REPRODU;FAO

PCR SOROLOGIA

Negativo

Infeccao Subclinica

OICIO
OICIO

—
—
Exposto —
—

® ©

Infeccao Recente

Fonte: Adaptado de Pereira Maia (2021)

1.1.4 Resposta imune do felino com Leishmaniose Visceral

Ha pouca informacao sobre a resposta imune dos gatos naturalmente expostos
e infectados com LVF, porém h& evidéncias que sugerem que gatos apresentem
resisténcia, resultando em uma baixa prevaléncia da doenca na espécie e
manifestacdo da doenca clinica (AKHTARDANESH et al., 2018; SOLANO-GALLEGO
et al. 2007). Sabe-se que resposta imune mediada por células T desempenham um
papel crucial no controle da infeccéo por Leishmania, orientando a reposta imune por
meio de producao de citocinas, e agcéo fagocitica dos macréfagos (BANET et al., 2008;
MARTIN-SANCHEZ et al., 2007). O desenvolvimento da doenca é influenciado pelo
perfil genético do hospedeiro, o que explica a diferenca na resposta imune em cées e
gatos (DAY, 2016).

A susceptibilidade a infeccéo e desenvolvimento de sinais clinicos em caes esta
intimamente ligada a resposta imune adaptativa: presenca de resposta do tipo T
helper 2 (Th2) e uma resposta prejudicada de T helper 1 (Thl) (SOLANO-GALLEGO
et al., 2009). Entretanto, em um estudo realizado em gatos infectados com Leishmania

spp. foi observado a existéncia de uma baixa carga parasitaria no sangue dos gatos,
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juntamente com os baixos titulos de anticorpos, possivelmente devido a prevaléncia
da resposta imune Thl (BANETH et al., 2020; PRIOLO et al., 2019), o que é diferente

do que é descrito em caes.

Tanto gatos sadios quando s infectados por Leishmania spp. produzem IFN-y
especifico em resposta ao parasito, porém os gatos com leishmaniose apresentaram
uma maior producdo de citocinas proé-inflamatéria, indicando que ha uma resposta
celular na doenca (PRIOLO et al., 2019). A presenca de anticorpos contra Leishmania
spp. em felinos demonstra que esses animais podem ser infectados, porém, em
contrapartida, foi observado experimentalmente, que animais infectados
apresentavam auséncia de titulos de anticorpo, demonstrando uma baixa atividade de
resposta humoral (AKHTARDANESH et al., 2018). Titulos baixos de anticorpos com
diagnéstico parasitologico positivo indicam que os gatos podem nao desenvolver uma
resposta imune humoral intensa (SOBRINHO et al., 2012), e em contrapartida,

apresentaram uma resposta celular mais eficaz.

1.1.5 Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMPs) sdo gelatinases, endopeptidases dependentes
de zinco, que sdo responséaveis pela degradacdo e remodelamento da matriz
extracelular, participando de processos fisiolégicos, como cicatrizacdo de feridas,
angiogénese, desenvolvimento embrionario, plasticidade sinaptica, polaridade celular,
migracdo e proliferacdo celular. As MMPs desempenham papéis importantes
principalmente na invasdo tumoral, sendo estudadas e relacionadas a metéstases
(KLEINER et al., 1999).

As MMPs atuam modulando secrecdo de quimiocinas e citocinas que
impulsionam o recrutamento de células inflamatérias, realizam feedback negativo que
reduzem a inflamacéo. Por fim, quando a infeccéo é eliminada, as MMPs iniciam os
processos de reparo do tecido (ELKINGTON; O’KANE; FRIEDLAND, 2005),
participando dessa forma de processos fisiol6gicos e patoldgicos, agudo ou crdnico
(MURPHY; NAGASE, 2008; SMITH et al., 2002; VISSE; NAGASE, 2003).

O excesso de atividade das MMPs resulta tanto do aumento da ativacéo de

MMPs quanto da diminuicdo da secrec¢do do inibidor tecidual de metaloproteinases
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(TIMP), e pode levar a danos graves aos tecidos, e disseminacdo de patdgenos.
(GEURTS et al., 2012).

O papel das MMPs estd relacionado com a patogenia de lesbes da
leishmaniose visceral em seres humanos e cdes (GADISA et al., 2017; MACHADO et
al., 2010; MARANGONI et al., 2011; MELO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013). O
hospedeiro estimula da produgcéo de MMPs pelos macréfagos, levando a degradacgéo
da matriz celular, promovendo a disseminagdo do parasita para outros sitios em seres
humanos (CARVALHAL et al., 2004). Embora os macréfagos sejam a principal via de
eliminacao da infec¢céao, o parasita possui mecanismos de escape da resposta imune,
permitindo sua sobrevivéncia e disseminacao, o que altera a produgao de citocinas e
outros mediadores da resposta imune, principalmente a metaloproteinase (OLIVEIRA
et al., 2013).

A avaliacao da quantidade de MMPs tanto em tecido quanto em soro tem sido
avaliada para servir como biomarcadores de monitoramento de tratamento, prevendo
resultados clinicos favoraveis de leishmaniose visceral em seres humanos (GADISA
et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013). Contudo, um estudo relatou que a MMP-9 pode
representar um biomarcador de prognosticos desfavoravel, que indica a disseminagéo
do parasita e lesbes mais agressivas na forma ulcerativa e na forma mucocutanea
(MARETTI-MIRA et al., 2010). Apesar do aumento da MMP-9 estimular a migragéao
leucocitaria favorecendo o hospedeiro no controle da doenca, h4 a destruicdo da
matriz da membrana basal, que pode servir como facilitador de disseminagao da
doenca em humanos para a fase ulcerativa, sugerindo que a progressao da doenca
para a fase ulcerativa pode estar associada ao aumento dos niveis de niveis de MMP-
9, bem como por um desequilibrio entre MMP-9 e seu inibidor TIMP (MURASE et al.,
2018).

Embora as MMPs sejam essenciais para uma resposta inflamatéria normal, a
atividade descontrolada dessas proteases ap0s a infec¢do acaba causando graves
danos aos tecidos, disseminacao microbiana e até morte do hospedeiro. Além de ser
induzida a secrecdo de MMP pelas pelos macrofagos do hospedeiro, os proprios
patégenos também podem produzir metaloproteases que sSd0 necessarias para a
viruléncia, por exemplo a falcilisina pelos parasitas da malaria (MURATA;
GOLDBERG, 2003), GP63 pelos parasitas da Leishmania e metaloprotease
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desintegrinas (ADAMS) (MCGWIRE et al., 2003) e a toxolisina 4 secretada pelos
micronemas de Toxoplasma gondii (LALIBERTE; CARRUTHERS, 2011).

A metaloproteinase tem sido estudada em gatos principalmente como marcador
de monitoramento de progressdo de neoplasias, como metastases (TAMAMOTO et
al., 2014; AKKOC et al., 2012). Apesar de haver trabalhos em cées sobre MMPs,
estudos em gatos ainda se mostram escassos, principalmente em doengas
infecciosas como a leishmaniose. Portanto, este trabalho, tem como objetivo avaliagéo
da atividade sérica das metaloproteinases 2 e 9 em gatos naturalmente infectados por
Leishmania spp. em regido endémica (Aracatuba-SP), sendo até entdo, um trabalho

inédito.
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2.1 Resumo

Leishmaniose é uma zoonose negligenciada causada pelo protozoario intracelular do
género Leishmania, no qual apresenta trés formas principais em humanos:
leishmaniose visceral, tegumentar e mucocutanea. Tem como hospedeiro definitivo o
homem e o cdo, porém estudos recentes tém demonstrado o gato como hospedeiro
capaz de disseminar a doenca, participando, entdo do ciclo epidemioldgico da
enfermidade. A leishmaniose apresenta sinais clinicos diversos, variando conforme a
imunidade do hospedeiro (cdo ou gato) e da espécie de Leishmania, podendo levar a
doenca subclinica. As metaloproteinases (MMPs) sdo gelatinases, endopeptidases
dependentes de zinco, que sao responsaveis pela degradacao de proteinas da matriz
extracelular, apresentando importancia na disseminacao de neoplasias, remodelacao
de tecidos, e principalmente na modulacdo da inflamacé&o. Este € o primeiro trabalho
avaliando a atividade das metaloproteinases em gatos com leishmaniose
assintomaticos. Em uma regido endémica para leishmaniose visceral, o soro de 26
gatos sororeagentes para ELISA e/ou PCR positivos para Leishmania spp. foram
avaliados pela técnica de zimografia quanto a presenca e atividade das
metaloproteinases 2 e 9. A forma inativa das MMPs 2 e 9 foi detectada nos grupos
controle e infectados. Nao houve a deteccdo das formas ativas das MMP-2 e 9 nos
grupos avaliados. A infecgcdo pela leucemia viral ndo alterou o resultado para
metaloproteinases na forma inativa. Portanto, gatos com leishmaniose visceral ndo

apresentam atividade sérica das metaloproteinases 2 e 9 na forma ativa.



24

2.2 Abstract

Visceral leishmaniasis is a neglected zoonosis caused by intracellular protozoan of the
genus Leishmania, and occurs tropical and subtropical regions. Its definitive host is
man and dog, but recent studies have shown the cat as a possible host, capable of
spreading the disease, thus participating in the epidemiological cycle of the disease.
Leishmaniasis presents different clinical signs, varying according to the host's
immunity and the Leishmania species, and the disease may even be subclinical in cats,
as it occurs in dogs. The definitive diagnosis is given through laboratory tests, which
are: cytology, histology, immunohistochemistry, culture cells and PCR, ELISA and
immunofluorescent antibody test (IFAT). Metalloproteinases (MMP) are gelatinases,
zinc-dependent endopeptidases, which are responsible for the degradation of the
basement membrane, presenting importance in the dissemination of neoplasia, tissue
remodeling, modulation of inflammation and cell migration in inflammatory processes.
The role of MMP is related to the development of visceral leishmaniasis in humans and
dogs already reported in the literature. This is the first work evaluating the activity of
metalloproteinases in cats positive for leishmaniasis. In a endemic region for visceral
leishmaniasis, 272 cats were tested by parallel methods (ELISA and gPCR), resulting
in 26 positive animals (infected group). Serum metalloproteinases activity was
detected by zymography technique. In both the control and infected groups, there was
no presence of MMP-2 and 9 activities in the active form, only in the inactive form.
Comparatively, cats with feline viral leukemia (FELV) did not show high activity of these
metalloproteinases, thus not demonstrating that immunosuppression could increase
the activity of metalloproteinases. Therefore, asymptomatic cats with visceral
leishmaniasis do not show activity of metalloproteinases 2 and 9, not participating in
this pathway in the dissemination of the disease and in activation of inflammation

cascade.
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2.3 Introducéo?

Leishmaniose visceral € uma zoonose negligenciada causada pelo protozoario
intracelular Leishmania infantum pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. [1]. Estima-se que no mundo 556 milhdes de pessoas correm o
risco de desenvolver a doenca na forma visceral [2]. No Brasil cerca de 3.500 casos

em humanos séo diagnosticados anualmente, com letalidade média de 8,1% [3].

Os seres humanos e os cdes domeésticos (Canis lupus familiaris) sdo os
principais hospedeiros da Leishmania spp. considerados relevantes diante a Saude
Unica [7]. Recentemente, varios estudos tém demonstrado a capacidade do gato
doméstico (Felis catus) em se comportar como reservatério do parasito [4, 9,10],

compartilhando o L. infantum isoladas tanto em cédes quanto em humanos.

A leishmaniose apresenta sinais clinicos variaveis, se manifestando conforme a
imunidade do hospedeiro e da espécie de Leishmania, podendo se apresentar de
forma clinica ou assintomatica/subclinica em gatos, assim como ocorre em caes [19].
Estudos sobre a doenca em felinos ja destacaram que a ocorréncia de individuos
assintométicos € mais frequente que aqueles que possuem manifestacdes de sinais
clinicos [20]. Os sinais clinicos mais comuns na leishmaniose felina sao:
linfadenomegalia, lesdes cutaneas e mucocutanea (nédulos, Ulceras, papulas,
alopecia) [10]. Os sinais sistémicos incluem: letargia, perda de peso, anorexia, lesdo
oral (gengivoestomatite) e ocular (uveite) [21]. Os retrovirus tém grande impacto na
saude dos felinos, causando efeitos imunossupressivos importantes, no qual podem

elevar o risco de infeccBes oportunistas, como aquelas transmitidas por vetores [22].

As metaloproteinases (MMP) séo gelatinases, endopeptidases dependentes de
zinco, que sao responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular. Participam de
processos fisioldgicos e patoldgicos, sejam, agudos ou crénicos [25, 26, 27]. A MMP2
cliva e ativa CCL7 e CXCL12, contribuindo para a quimiotaxia e recrutamento de
células imunes para locais de lesdo. A MMP-9 aumenta o influxo de células imunes
através da destruicdo dos componentes da membrana basal [28], participando do

processo pré-inflamatério e/ou reparo tecidual.

! Normas da Revista PLOS NEGLECTED (Anexo C).
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Além de induzir a secre¢cdo de MMP pelas células do hospedeiro, os proprios
patdgenos também podem produzir metaloproteases que sao necessarias para a
viruléncia, por exemplo a falcilisina pelos parasitas da maléaria [36], GP63 pelos
parasitas da Leishmania [37] e a toxolisina 4 secretada pelos micronemas de
Toxoplasma gondii [38].

O papel das MMPs esté relacionado com a evolucdo da leishmaniose visceral
em seres humanos [29, 30, 31, 32], e ja foi descrita no soro, pele e tecido nervoso de
caes comLV [29, 31, 55]. Nestas espécies, a estimulacao da producdo de MMPs pelos
macréfagos do hospedeiro leva a degradacdo da matriz celular, promovendo a
disseminacgdo do parasito para outros sitios [33; 34]. A avaliacdo da quantidade de
MMP tanto em tecido quanto em soro tem sido avaliada para servir como
biomarcadores de monitoramento de tratamento de leishmaniose visceral em seres
humanos [35, 32].

Estudos sobre a leishmaniose felina ainda é escasso, sobretudo em relacao
a resposta imune e inflamatoria, portanto o presente estudo teve como objetivo avaliar
a atividade sérica das metaloproteinases 2 e 9 em gatos naturalmente infectados com
Leishmania spp em regidao endémica, a fim de elucidar se a LVF utiliza a via das
metaloproteinases para disseminacao do parasito, e se a metaloproteinase é um bom
sinalizador de via inflamatdria. Sera avaliado também se a presenca dos retrovirus

interfererem na ativagdo e/ou aumento da atividade das metaloproteinses.

2.4 Métodos

2.4.1 Triagem dos gatos e amostras

Foram avaliadas amostras de sangue e medula éssea de 272 felinos com idade
superior a cinco meses, de ambos 0s sexos em um projeto de castracdo voluntaria
realizada em Aracatuba, Sdo Paulo, regido endémica para leishmaniose visceral, no
periodo de abril a novembro de 2020.

Todos os animais foram submetidos a anestesia dissociativa, utilizando
cloridrato de tiletamina e zolazepam (Telazol ®) 5mg/kg, acepromazina (0,01mg/kg) e
morfina (0,3 mg/kg) por via intramuscular. Na sequéncia, foi realizado o bloqueio
regional (peridural sacro-cocigea ou intratesticular) com lidocaina a 2% na dose de

3mg/kg. O sangue venoso (2 a 3 mL/animal) foi coletado por puncéo da veia jugular e
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em tubo com ativador de coagulo para a obtencdo do soro. A medula 6ssea (1-
2mL/animal) foi obtida a partir da puncédo da porcéo cranio-lateral da tuberosidade
maior do umero ou crista iliaca e armazenada em tubo com EDTA. Foi realizado
medicacao pds-operatdria com antibiotico (amoxicilina 20 mg/kg/SC) e antinflamatério
(meloxicam 0,05 mg/kg/SC). As amostras de soro e medula 6ssea foram conservadas

a -20°C até o processamento.

2.4.2 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. no soro

A pesquisa de anticorpo foi realizada por meio de ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Utilizando placas (Greiner Bio-One Microlon® 600, Alemanha) revestidas
com 50 pL/pocgo de 20 pg de extrato do antigeno bruto, obtido a partir da cultura de
promastigotas de L. infantum MHOM/BROO/MERO2 em tampao
carbonato/bicarbonato (0,05 M, pH 9,6). A incubacao foi realizada a 4 °C overnight.
As lavagens foram realizadas com com PBS (pH 7,0) e 0,05% Tween® 20 (tampéo
de lavagem com PBS contendo 10% de soro fetal bovino por uma hora a temperatura
ambiente. As amostras de soro (50 ul) foram diluidas na concentracdo de 1:100 em
PBS contendo 10% de soro fetal bovino e 0,05% de Tween 20® e adicionadas a cada
poco, em duplicata. Como controle positivo foi utilizado soro de um animal sintomético,
positivo no exame parasitoldgico de punc¢éo de linfonodo (método ouro), proveniente
de Andradina — SP, e como controle negativo soro de felino de area ndo endémica
(Sao Vicente - SP). As placas foram incubadas durante trés horas a temperatura
ambiente. Foram considerados positivos animais com (densidade oOptica) D.O. acima
de 0,372.

2.4.3 Extracdo do DNA e gquantificacdo da carga parasitaria de Leishmania
infantum
O DNA genbmico da medula 6ssea foi extraido usando o protocolo fenol-
cloroférmio (SAMBROOK et al,. 1989) e analisado no espectrofotdmetro NanoDrop™
ND-1000 (NanoDrop™, Thermo Fisher, MA, USA) para avaliagéo de pureza (260/280)
e quantificacao. Posteriormente foi armazenado a -20°C, até a andlise.

Para avaliagcdo da qualidade do DNA foi utilizado o gene B-actina. Para a
guantificacdo da carga parasitaria de L. infantum, o gPCR foi realizado empregando
iniciadores direcionados ao DNA circular do cinetoplasto do parasita (KDNA) (foward:
5-GTGGGGGGAGGGGCGTTCT-3 e reverse: 5-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-
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3. A reacdo de gPCR foi padronizada com 10 ng de DNA gendmico purificado, 4 pL
de 5x HOT FIREPoI® Evagreen® gPCR Supermix (Solis BioDyne, Tartu, Estonia), 0,5
uL de cada primer e 13 pL de H20 ultrapura - em um volume final de reacdo de 20
uL. Também foi gerada uma curva padréo de regressdo com seis faixas logares de
pontos de concentracdo, usando DNA extraido de promastigotas de L. infantum
(MHOM/BR 00/MERO02). As reacfes ocorreram em sistema Mastercycler® RealPlex2
(Eppendorf, CT, USA), nas seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial de 95°C por 12
min, seguido de 40 ciclos de desnaturagao (95°C por 15s), anelamento (65°C por 20
segundos) e extensao (72°C por 20 segundos). Apés essas etapas, foi realizada curva
de dissociacdo do fragmento amplificado (95°C por 15 s, depois 60°C a 95°C em 15
s/°C). O numero de copias amplificadas do DNA foi determinado e foram consideradas
positivas se apresentassem um ciclo de limiar e temperatura de fusao

correspondentes a curva padrao.

2.4.4 Imunocromatografia paravirus daleucemiafelina (FELV) e para o virus de

imunodeficiéncia felina (FIV)

Tanto o grupo controle quanto o grupo infectado foram avaliados quanto a
coinfeccado para retroviroses, por meio de testes rapidos realizados com o kit de ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA), (Teste Combo de Anticorpo SNAP®
FIV/Antigeno FeLV: Laboratodrios IDEXX, Westbrook, ME, EUA). O teste foi executado
e interpretado seguindo as orientacdes do fabricante.

2.4.5 Delineamento experimental

Dos 272 felinos testados, 26 apresentaram sorologia e/ou PCR positivo para
Leishmania ssp. Estes animais constituiram o grupo infectado. O grupo controle foi
composto por oito felinos provenientes de regido n&do-endémica da cidade de S&o
Vicente, litoral do estado de S&o Paulo, negativos na PCR e na sorologia com D.O

menor que 0,372.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Experimental Animal
(COBEA), com a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) - processo
namero 76/2022 (ANEXO A).
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2.4.6 Zimografia

A analise das metaloproteinases pelo método de zimografia foi realizado no
laboratério de Botucatu (FMB-Unesp). Para a deteccdo da atividade
metaloproteinases 2 e 9, 0 soro dos animais dos grupos infectado (n=26) e controle

(n=8) foram submetidos a zimografia.

A proteina nas amostras do soro foi quantificada pelo método de Bradford.
Soros com 10 pg de proteina foram, entéo diluidas em tampéo com 0,5 M Tris pH 6,8,
50% de glicerol e 0,05% de azul bromofenol em uma propor¢éo de 1:3, e carregadas

Nos Pocos.

O gel de separacéo (corrida) foi feito com 8% de SDS-poliacrilamida contendo
1% de gelatina bovina (G8150-100G, Sigma-Aldrich), e o gel de empilhamento a 5%
sem a gelatina 1%. A corrida eletroforética foi efetuada a 120 V por duas horas (Power
Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampéo de corrida (Tris 0,25M,
glicina 192 mM e SDS 1%) a 8°C.

ApOs a corrida, o gel foi removido, lavado com 2,5% de Triton-X-100 durante
uma hora, e apos esse periodo lavado com 50 mM de Tris e pH 8,4 durante dez
minutos. Apds este procedimento, foi incubado em banho maria a 37 °C durante 20
horas em solucdo de ativagdo com 50 mM Tris pH 8,4, 5 mM CaCl sob constante
agitacdo. A coloracao foi realizada durante 30 minutos com azul cromassie R-250
0,5%, &cido acético glacial 10% e metanol 30%. A descoloracéo foi realizada em
solucdo contendo 30 % de metanol e 10 % de &cido acético a temperatura ambiente

em constante agitacdo até a visualizacao das bandas.

As imagens em gel foram avaliadas por meio de densitometria Optica
(ImageQuant LAS 4000; GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia) e o0s
resultados analisados através do software de dominio publico ImageJ 1,45 s (Wayne
Rasband, National Institutes of Health; http://rsb.info.nih.gov/ij)) e mensuradas em
unidade arbitrarias (UA). A identificacdo das MMPs baseou-se nos seus pesos
moleculares utilizando o marcador Precision Plus Protein Kaleidoscope.recombinant
proteins (Bio-Rad). Os pesos moleculares correspondentes sdo: 92 kDa (MMP-9
inativa), 86 kDa (MMP-9 ativa) 72 kDa (MMP-2 inativa) e 66 (MMP-2 ativa).


http://rsb.info.nih.gov/ij
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2.5 Estatistica

O resultado de cada reagao foi normalizado, dividindo cada amostra pelo
controle da reagdo, com a finalidade de reduzir as disparidades decorrentes da
utilizacdo de geéis distintos. O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a
normalidade dos dados. A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo de Mann-

Whitney considerando a distribuicdo nao paramétrica dos dados.

Visando verificar se a coinfec¢cdo por FELV poderia causar alteracbes nas
MMPS, os felinos do grupo infectado foram subdivididos em dois grupos: infectados
FELV positivos (FELV +, n=7) e negativos (FELV -, n=19).

O teste Kruskal-Walis e Dunn foi utilizado para determinar diferencas entre
0S grupos, considerando variancias ndo homoscedasticas e distribuicdo néo
paramétrica dos residuos. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software Prism
(v8.0.1, GraphPad, La Jolla, CA, EUA).

2.6 Resultados

2.6.1 Positividade para Leishmania spp

A positividade para leishmaniose visceral pelos seus respectivos testes e
positividade para retrovirose € ilustrado pela figura 3, juntamente com seus sinais

clinicos.
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Figura 3 - Distribui¢céo dos gatos naturalmente infectados por Leishmania infantum de
acordo com o método diagnostico (ELISA ou qPCR), positividade para retroviroses e

sinais clinicos.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.6.2 Deteccdo de metaloproteinases 2 e 9 sérica

Os zimogramas mostraram atividade gelatinolitica associada a proteinas de
pesos moleculares 92 kDa (proMMP-9) e 72 kDa (proMMP-2) conforme ilustra a figura
4. A forma ativa da MMP-2 (66 kDa) e MMP-9 (92 kDa) nao foi encontrada em nenhum

dos grupos estudados.
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Figura 4 - Zimograma representativo do soro de gatos controle (A) e gato infectado com
Leishmania spp (C). Nota-se a presenca das bandas gelatinoliticas correspondentes a
pro-MMP-9 (92 kDa), pro-MMP-2 (72 kDa). B: MW: peso molecular (Precision Plus Protein

Kaleidoscope Standards mixture of ten multicolor Bio-Rad).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quando comparamos 0s grupos estudados, ndo houve diferenca estatistica
(p>0,005) entre o grupo controle para pro-MMP-2 e pro-MMP-9, tanto nos grupos
controle quanto no infectado (figura 5). Nao foi observado diferenca entre 0os grupos
controle, grupo FELV positivo (FELV +), FELV negativo (FELV -), indicando que néo
h& diferenca da atividade gelatinolitica das metaloproteinases estudadas em gatos
naturalmente infectados com Leishmania spp. que tenham a retrovirose. (p= 0,1082)

(figura 6).
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Figura 5 - Avaliacdo da atividade gelatinolitica de proMMP-2 e 9 entre o grupo controle

e grupo infectado naturalmente com Leishmania spp.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 6 - Comparacdo da atividade gelatinolitica de proMMP-2 e 9 entre o grupo

controle e gatos infectados ou ndo com o virus da leucemia felina (FELV).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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2.7 Discussao

A auséncia de doenca sistémica e/ou dermatologica durante a admissao foi
critério de inclusdo adotado para a selecao dos pacientes. Porém foram encontradas
algumas alteracbes no exame fisico, como: baixo escore corporal (4/26),
linfoadenomegalia (2/26), escoriacdo e alopecia (4/26) que sado sinais inespecificos,
podendo ser relacionados as outras doencas que nao foram investigadas nesta

pesquisa.

N&o foi observado nenhum gato com lesfes sugestivas de leishmaniose
visceral, como dermatite ulcerativa, nddulos e crostas em regido de cabeca e pescoco,
gue sdo lesdes dermatoldgicas mais comuns na leishmaniose felina [50]. Estudos
sobre a doenca em felinos ja destacaram que a ocorréncia de individuos
assintomaticos é mais frequente que a manifestacdo de sinais clinicos [20] o que

corrobora com o presente estudo.

Os animais positivos para ambos os testes tinham carga parasitaria e D.O
maior, em comparagao aos outros animais do grupo, o que pode estar relacionado a
forma ativa da doencga, na qual o sistema imune esteja montando uma resposta contra
a alta carga parasitaria no gato, mesmo ndo apresentando sinais clinicos,
principalmente os dermatolégicos. Os gatos com sinais clinicos ndo apresentavam

uma maior atividade de MMP-2 e 9 na forma inativa (pro).

A pesquisa de metaloproteinases 2 no soro dos gatos infectados revelou a
presenca da forma inativa (proMMP-2), mas ndo houve diferenca com o grupo
controle. Resultados semelhantes foram observados por Melo e colaboradores (2011)

[53] que investigaram cées infectados com Leishmania spp.

Contudo, avaliando cédes com sinal neurolégico e sadios, notaram a presenca
da MMP-2 inativa e ativa no liquido cérebro-espinhal, sugerindo a atividade desta
enzima em caes neurocomprometidos [54]. No estudo de Marangoni e colaboradores
(2011) [30] foi relatada a presenca da MMP-2 inativa em soro de cées nao infectados
e infectados sem disturbios neuroldgicos, e nenhuma presenca da forma ativa da

MMP-2 nos dois grupos.
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Machado e colaboradores (2010) avaliaram a atividade das MMP-2 em
encéfalo de caes infectados com Leishmania spp., onde somente a forma inativa das

enzimas foram detectadas, mesmo em animais sintomaticos.

A MMP-2 na forma ativa foi detectada em liquido cérebro espinal [53] e em pele
de animais infectados (citar). Aparentemente, a forma ativa da MMP-2 esta envolvida
em casos no qual a infeccdo por Leishmania spp. apresenta um estagio mais
avancado, e o animal apresente sinais e lesdes caracteristicos da doenca, e a
Leishmania spp. seja capaz de modular o sistema imune em seu préprio beneficio,

tornando as MMPs aliadas na disseminacéo através dos tecidos [54].

A MMP-9 foi encontrada somente na forma inativa no soro dos animais, tanto
no grupo controle quanto no grupo infectado, ndo havendo diferenca estatistica entre
eles (p>0,05). Melo e colaboradores (2012) [54] n&o registraram diferenca significativa
nos niveis de proMMP-9 no soro dos cées infectados e do grupo controle, e 0s niveis
de MMP-9 ativa somente foram encontradas no liquido cefalorraquidiano dos animais
infectados. Em um estudo anterior Melo e colaboradores (2011) [53] ja4 haviam
observado que os soros dos animais avaliados nao apresentaram MMP-9 ativa, e ndo
houve significancia na atividade entre MMP-9 e sinais clinicos, ou seja, animais com
mais de um sinal clinico da leishmaniose ndo expressavam mais a MMP-9 ativa.
Jacintho e colaboradores (2012) [55] relataram aumento de deteccdo de MMP-9

inativa e ativa em de pele de caes infectados.

Ao comparar a atividade gelatinolitica de proMMP-2 e 9 entre o grupo controle
e gatos infectados ou ndo com o virus da leucemia felina (FELV-N e FELV-P), nédo
houve diferenca estatistica. Ndo ha estudos até o presente momento que avalie a

atividade dessas enzimas em pacientes com retrovirus.

Gatos de areas endémicas produzem IFN-y apds estimulagdo sanguinea ex
vivo com antigeno solivel de L. infantum e, portanto, sdo capazes de ativar uma
resposta imune adaptativa mediada por células em resposta ao parasita que esta
variavelmente associado com anticorpo ou positividade de PCR no sangue [56]. A
citocina inflamatoria TNF (fator de fator de necrose tumoral), além de desempenhar
um papel na apoptose celular e em outros processos biologicos, também participa da
inducéo de MMPs 2 e 9 podem ser moduladas pelo IFN-y [57]. Gatos assintomaticos
podem ser representantes de uma resposta imune efetiva (Thl) e apresentam
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auséncia de lesfes locais ou sistémicas. A falta de lesdes sistémicas no grupo de
felinos estudados justifica a auséncia de deteccdo de alteracGes na deteccdo das
formas ativas da MMP-9, uma vez que a MMP-9 é considerado marcador inflamatoério
[56].

Futuras pesquisas com gatos sintomaticos e tamanho amostral maior sao
necessario para esclarecer a contribuicdo das MMPs 2 e 9 na patogenia da

leishmaniose em felinos.

2.8 Conclusao

Gatos infectados com Leishmania ssp que sao assintoméaticos ndo apresentam

alteracéo sérica das formas ativa e inativas da MMP-2 e MMP-9.
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO

|- DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO GATO E RESPONSAVEL LEGAL

1. Nome do Gato:

Raca: Sexo: Idade do animal:
1. Responsavel Legal:
Documento de Sexo: Data de Nascimento:

Identidade n®

Endereco:

Cidade:

Aracatuba

Il — DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

Titulo do projeto de pesquisa: Exposi¢ao ao Lutzomia spp. e infecgdo por Leishamnia spp. em
felinos domésticos de area endémica.

Pesquisador responsavel: Valéria Margal Felix de Lima

Cargo/funcdo: Prof. Ass.

Unidade ou Departamento do Solicitante:

DCCRA

3. Avaliacao do risco da pesquisa: (probabilidade de que o gato sofra algum dano como

consequéncia imediata ou tardia do estudo).
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SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO RISCO MAIOR

4. Justificativa e os objetivos da pesquisa (explicitar):

- Coleta de sangue periférico e medula 6ssea, bem como a realizagdo de ensaios soroldgicos para
deteccdo de IgG anti-saliva e IgG anti-MAX, em resposta a possivel exposi¢cdo ao Lutzomia
longipalpis (vetor da Leishmaniose Visceral) assim como pesquisa de anticorpos IgG anti-
Leishmania e PCR para investigar infec¢do por Leishmania infantum;

5. Procedimentos que serao realizados com os animais:

De cada animal serdo coletados 3 ml de sangue por puncdo da veia cefalica ou jugular divididos
em trés aliquotas em tubo sem anticoagulante. Sera também coletado 3 ml de medula dssea
armazenado em tubo com EDTA por meio da pungao da regido epifisaria proximal do Umero ou
da crista iliaca.

Para a coleta desse material, os animais serdo submetidos a uma anestesia dissociativa. Dessa
forma, animais que nao estejam saudaveis ndo devem participar do projeto, sendo obrigacdo do
tutor certificar-se que a saude do animal esteja em dia. Sempre que possivel, é recomendado
gue o mesmo solicite exames laboratoriais prévios, como hemograma e avaliagdo bioquimica
com perfil renal e hepatico, antes da realizagcdo da castragao.

E importante salientar que a castracdo realizada nas fémeas (ovariosalpingohisterectomia - OSH)
e nos machos (orquiectomia) ndo fazem parte da metodologia do projeto de pesquisa. Como a
maioria dos felinos que participam do projeto sdo animais sem tutela, de ONGS ou abrigos, a
castragdo é oferecida pensando no beneficio no controle de natalidade desses animais e,
consequentemente, na redugdo da populagdao de gatos errantes no municipio de Aragatuba-SP.
Dessa forma, o pds-operatdrio e quaisquer complicagdes que o animal possa apresentar sdo de
responsabilidade do tutor, devendo o mesmo garantir que o animal receba os cuidados
necessarios, incluindo a retirada de pontos.

6. Desconfortos e riscos esperados:

Coleta de sangue e medula: dor local apds coleta, claudicagdo transitoéria.

Em relacdo a castragdo, podem ocorrer durante o procedimento hemorragias ou complica¢Ges
decorrentes da anestesia. Vale reforgar que todo procedimento anestésico pode acarretar
riscos, incluindo o dbito do animal.

J4 os riscos referentes ao pds-operatério do procedimento de castragdo em fémeas ou machos
dependem diretamente dos cuidados que cabem ao tutor, como uso de antibioticoterapia e
analgesia prescritas, evitar que o animal consiga ter contato com a ferida cirdrgica ou que tenha
acesso a rua. Caso ndo sejam realizadas as medidas recomendadas, tais complicagdes sdo
inteiramente responsabilidade do tutor.
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7. Beneficios que poderdo ser obtidos:

Clarificacdo quanto a exposicdo da espécie felina ao vetor da Leishmaniose Visceral, bem como
da sua relagdo com o risco da infeccdo por L. infantum. Permitindo dessa forma suporte
cientifico para auxiliar no desenvolvimento de medidas de prevencdo adequadas para gatos.

Castracdo do animal, melhorando comportamentos relacionados ao estado reprodutivo, como
fugas, auxiliando na prevencgao de problemas do trato reprodutivo ou gesta¢do indesejada em
fémeas

8. Beneficios aos animais:

Conhecimento, por parte do tutor da positividade para L. infantum; além da contribui¢do para
possiveis medidas de prevengao para controle da doenga em gatos. Controle populacional
através da esterilizagdo cirurgica desses animais.

1l - EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO REPRESENTANTE LEGAL

1. Sua autorizagdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(s) nesse estudo é voluntaria. Seu(s) animal(s)
podera(do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a
ele(s).

2. A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada.

3. Esclarecimentos sobre a garantia de resposta a qualquer pergunta, a qualquer dudvida acerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa.

5. Esclarecimento sobre a disposi¢cdo e o compromisso de receber informagdes obtidas durante o
estudo, quando solicitada.

IV — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador, conforme registro nos
itens 1a 5 do inciso Ill, consinto em permitir a participagdao de meu(s) cao(des), no Projeto de Pesquisa
referido no inciso Il.

Assinatura
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Manuscript files can be in the following formats: DOC, DOCX, RTF or PDF. Microsoft Word documents should
not be locked or protected.

LaTeX manuscripts must be submitted as PDFs. Read the LaTeX guidelines.

Manuscripts can be any length. There are no restrictions on word count. number of figures, or amount of
supporting information.

We encourage you to present and discuss your findings concisely.

Use a standard font size and any standard font, except for the font named “Symbal™. To add symbaols to the

manuscript, use the Insert — Symbol function in your word processor or paste in the appropriate Unicode
character,

Limit manuscript sections and sub-sections to 2 heading levels. Make sure heading levels are clearly indicated
m the manuscaipt text.

Manuscript text should be double-spaced.

Do not format text in multiple columns.

Include page numbsers and line numbers in the manuseript file. Use continuous line numbers {do not restart the
numbering on each page).

Insert tables immediately after the first paragraph in which they are cited.

Upload Supporting Information (51) files separately.

Footnetes are not permitted. If your manuscript contains footnotes, move the information into the main text or
the reference list. depending on the content.

Manuscripts must be submitted in English.

You may submit translations of the manuscript or abstract as supporting imformation. Read the supporting
mformation guidelines.

Define abbreviations upon first appearance in the text.

Do not use non-standard abbreviations unless they appear at least three times in the text.

Keep abbreviations to @ minimum.

PLOS uses "Vancouver” style, as outlined in the ICMJE sample references.

We d using MathType for display and inline equations, as it will provide the most reliable outcome. If

Momsnclzturs

this is not pessible, Equation Editor or Microsoft's Insert—Equation functien is acceptable.

FAwoid using MathType, Equation Editor, or the Insert—Equation function to insert single variables (e.g3., "3° + b°
=¢7), Greek or other symbols (e.g., B, &, or’ [prime]}, or mathematical operators (2.9, ¥, 2, or ) in running
text. Wherever possible, insert single symbols a5 normal text with the comect Unicode (hex) values.

Do net use MathType, Equation Editor, or the Insert—Equation function for only a portion of an egquation.
Rather, ensure that the entie equation is included. Equations should mot contain a mix of different equation

tools. Avoid “hybeid” inline or display equations, in which part is text and part is MathType, or part is MathType
and part is Equation Editor.

Use comect and established nomenclature wherever possible.

Units of Use Slunits. If you do not use these exclusively, provide the 51 value in parentheses
measurement after each value. Read more about 5| units.

Drugs Provide the Recommended Intemational Mon-Propristary Name (dMN).
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Wirite in italics {e.g.. Homa sapiens). Wirte out in full the genus and species, bath in the
title of the manuscript and at the first mention of an organism in a paper. After first
mention, the first letter of the genus name followed by the full species name may be
used (e.g.. H. sapiens).

Species names

Write in italics. Use the recommended name by consulting the appropriate genetic

HG‘;":;‘;M nomenclature database {e.g., HUGD for human genes). It is sometimes advisable to

genofype;. and indicate the synonyms for the gene the first time it appears in the text. Gene prefices

alleles ’ such as those used for oncogenes or cellular localization sheuld be shown in roman
typeface (e.g.. v-fes, oMY C).
The systematic allergen nomenciature of the World Health Organization/International
Union of Immunclegical Societies (WHO/UIS) ABergen Nomenclature Sub-committes
should be used for manuscripts that include the description or use of alargenic

Allergens proteins. For manuscripts describing new allergens, the systematic name of the
allergen should be approved by the WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee
prier to manuscript publication. Examples of the systematic allergen nomenclature can
be found at the WHO/IUIS Allergen Nomenclature site.

Copyediting manuscripts

Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from in-depth professional copyediting are
encouraged to use language-editing and copyediting services. Obtaining this senvice is the responsibility of the author and
should be dene before initial subméssion. These semvices can be found on the web using search terms like “scientfic editing
senvice” or ‘manuscript editing senice”.

WNote that i your manuscript is accepted, PLOS will nof perform & detailed copyediting step. Therefore, please carefully
review your manuscrpt, paying special attention to spelling, punciuation, and grammar, a5 well a5 scientific content.

Manuscript Organization

Most manuscripts should be organized as follows. Instructions for each element appear below.

> Title

» Authors and Afiliations
» Abstract

» Avthor Summary

* Introduction

» Methods

> Methods

w

Results

w

Diseussion

w

Acknowledgments

w

References

w

Supporting information Captions

Uniformity in format facilitates the experience of readers and users of the journal. To provide flexibility,
however, the Results and Discussion can be combined into one Results/Discussion section.

@ Ready to format your provisionally accepted manuscript?

Refer to our downloadable sample fles to ensure that your submission meets our formatting requinements:

» Download sample title, author list_and afffiations page (POF)
N . (FDE

@ Ready to format your provisionally accepted manuscript?

Refer to our downloadable sample fles to ensure that your submission meets our formatting requirements:
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» Download sample manuscript body (POF),

|ff' Viewing Figures and Supporting Information in the compiled submission PDF
The compded submission POF includes low-resolution preview images of the fgures afier the reference list The function of
these previews is to allow you to download the entire submission as quickly as possible. Click the link at the top of each
preview page to download a high-resolution version of each figure. Links to download Supporting Information files are also
available after the reference list.

Parts of a Submission

Titie

Include a full fitle and a short title for the manuscript.

Title Length Guidelines Examples

Full 250 Speciic, descriptive, concise, and Impact of cigarette smoke exposure on innate

tithe characters comprehensible to readers outside immunity- & Casnerhabaitis elegans model

the fiekd

Solar dinking water disinfection (30DIS) o reduce
childhood diarrhoea in rural Bolivia: A cluster-
ransdomized, controlled trial

Short 70 State the topic of the study Cigarette smoke exposure and innate immunity

title characters

S0DIS and childhood diarmrhoea

Titles should be written in sentence case (only the first word of the text, proper nouns, and genus names
are capitalized). Avoid specialist abbreviations if possible. For clinical trials, systematic reviews, or meta-
analyses, the subtitle should include the study design.

Author list

o Authorship requirements

All authors must meet the criteria for authorship as outlined in the authorship policy. Those who confributed to the work
but do not meet the criteria for authorship can be mentioned in the Acknowledgments. Read more about
Acknowledgments.

The comesponding author must provide an ORCID D at the time of submission by entering it in the user profie in the
submission system. Read more about ORCID

AUtor names and aTatons
Enter author names on the title page of the manuscript and in the online submission system.
On the title page, write author names in the following order:

* First name (orinitials, f used)

* Middle name (or initials, if used)

» Last name {sumame, family name)

Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes depariment, university, or
organizational affiliation and its location, including city, state/province (if applicable), and country. Authors
have the option to include a current address in addition to the address of their affiliation at the time of the
study. The current address should be listed in the byline and cleary labeled “current address.” At a
minimum, the address must include the author's current institution, city, and country.

If an author has multiple affiliations, enter all affiliations on the titte page only. In the submission system,
enter only the preferred or primary affiliation. Author affiliations will be listed in the typeset PDF article in the
same order that authors are listed in the submission.

o Auther names will be published exactly as they appear in the manuscript fle. Please double-check the information
carefully to make sure itis comect.

Comesponding author
The submitting author is automatically designated as the corresponding author in the submission

system. The corresponding author is the primary contact for the joumnal office and the only author able to
view or change the manuscript while it is under editorial consideration.
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The corresponding author role may be transferred to another coauthor. However, note that transferring the
comresponding author role also transfers access to the manuscript. (To designate a new comesponding
author while the manuscript is till under consideration, watch the video tutorial below.)

Only one comesponding author can be designated in the submission system, but this does not restrict the
number of comespending authors that may be listed on the article in the event of publication. Whoever is
designated as a corresponding author on the title page of the manuscript file will be listed as such upon
publication. Include an email address for each comesponding author listed on the title page of the
manuscript.

°- How to select a new corresponding author in Editorial Manager

How to Select a Coauthor to Act as the Corresponding Aut..

Consortla and group autharship
If a manuscript is submitted on behalf of a consortium or group, include its name in the manuscript byline.
Do not add it to the author list in the submission system. You may include the full list of members in the
Acknowledgments or in a supporting information file.
PubMed only indexes individual consortium or group author members listed in the article byline. If included
these individuals must qualify for authorship according to our crteria.

0 Read the group authorship policy,

Author contribufions

Provide at minimum one contribution for each author in the submission system. Use the CRediT taxonomy
to describe each contribution. Read the policy and the full list of roles.

Contributions will be published with the final article, and they should accurately reflect contributions to the
work. The submitting autheor is respongible for completing this information at submission, and we expect
that all authors will have reviewed, discussed, and agreed to their individual contributions ahead of this
time.

PLOS Neglected Tropical Diseases will contact all authors by email at submission to ensure that they are
aware of the submission.

Cowar lstiar
Upload a cover letter as a separate file in the online system.
The cover letter should address the following questions:

» Why is this manuseript suitable for publication in PLOS Negiecied Tropical Diseases?

* Why will your study inspire the NTD's community. and how will it drive the understanding of NTD pathobiology, epidemiclogy,
prevention, treatment. control. or policy?

The cover letter will only be available to the editor and the journal staff.

Titia pags

The title, authors, and affiliations should all be included on a fitle page as the first page of the manuscript
file.

@ Download our sample title, author list, and affliations page (POF)

Abstract

The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text i also entered in a separate
field in the submission system.



Submit detailed protocols for newer or less established methods. Well-established protocols may simply be
referenced. Protocol documents for clinical trials, observational studies, and other non-daboratory
investigations may be uploaded as supporting information.

We recommend and encourage you to deposit laboratory protocols in protocols.io, where protocols can
be assigned their own persistent digital object identifiers (DOls).

To include a link to a protocol in your article:

-

. Describe your step-by-step protocol on protocols.io

[}

. Select Get DOl to issue your protocol 3 persistent digital object identifier (DOI)

I

. Inciude the DO link in the Methods sectien of your manuscript using the following format provided by protocols.io:
http:#dx doi.org'10. 17504/protocols.io [FROTOCOL DOI]

At this stage, your protocol is only visible to those with the link. Thiz allows editors and reviewers to consult
yvour protocol when evaluating the manuscript. You can make your protocols public at any time by selecting
Publish on the protocols.io site. Any referenced protocol({s) will automatically be made public when your
article is published.

Submit detailed protocols for newer or less established methods. Well-established protocols may simply be
referenced. Protocol documents for clinical trials, observational studies, and other non-laboratory
investigations may be uploaded as supporting information.

We recommend and encourage you to deposit laboratory protocols in protocols.io, where protocols can
be assigned their own persistent digital object identifiers (DOl1s).

To include a link to a protocol in your article:

1. Describe your step-by-step protocol en protecols.io
2. Select Get DO to issue your protocol a persistent digital object identifier (D01

3. Include the DO link in the Methods section of your manuscript using the following format provided by protocols_io:
http:/fdx.doi.org/10. 17604/protocols.io.[PROTOCOL DOI]

At this stage, your protocol is only visible to those with the link. This allows editors and reviewers to consult
your protocol when evaluating the manuscript. You can make your protocols public at any time by selecting
Publish on the protocols.io site. Any referenced protocolis) will automatically be made public when your
article is published.
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PLOS ONE offers an option for publishing peer-reviewed Lab Protocol articles, which describe protocols
hosted on protocols.io articles. Read more information on Lab Protocol arficles.
Rsaulie

The Results section should include all relevant positive and negative findings. The section may be divided
into subsections, each with a concise subheading. The Resulis section should be written in past tense.

PLOS journals require authers to make all data underlying the findings described in their manuscript fully
available without restriction, with rare exception.

Large data sets, including raw data, may be deposited in an appropriate public repository. See our list of
recommended repositories.

For smaller data sets and certain data types, authors may provide their data within supperting_information
files accompanying the manuscript. Authors should take care to maximize the accessibility and reusability
of the data by selecting a file format from which data can be efficiently extracted (for example,
spreadsheets or flat files should be provided rather than PDFs when providing tabulated data).

For more information on how best to provide data, read our_policy on data availability. PLOS does not
accept references to “data not shown”

Asg gutlined in the Uniform Regquirements, authers that present statistical data in the Results section should
do the following:

Give numernic resulfs nof only a5 denvatives (for example, percentages) buf aiso a5 the absolufe numbers from which the
derivatives were calsulated, and specify the safisfical significance attached fo them, if any. Resirict fables and figures fo
those nesded fo explain the argument of the paper and to asse55 supporting datz. Use graphs as an alternafive fo tzbles
with many entries; do nof duplicate daia in graphs and tabies. Aveid nontechnical uses of fechnical ferms in stafistics, such
a5 “random” (which implies a randomizing device), normal,” “significant, " “comelafions, " and “sample.”

Discusslon

The Discussion should be concise and tightly argued. It should start with a brief summary of the main
findings. It should include paragraphs on the generalizakility, clinical relevance, strengths, and limitations o
your study.

‘You may wish to discuss the following points also:

» How do the conclusions affect the existing knowledge in the field?

» How can future research buld on these cbservations and what are the key experiments that must be done?
Acknowledgments

Those who contributed to the work but do not meet our authorship criteria should be listed in the
Acknowledgments with a description of the contribution.

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments agrees to be named.

o PLOS joumals publicly acknowledge the indispensable efforts of cur editors and reviewers on an annual basis. To
ensure equitable recognition and avoid any appearance of partiality, do not include editors or peer reviewers—named or
unnamed—in the Acknowledgments.

Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the manuseript file. Funding information
should only be entered in the financial disclosure section of the submission system.

Submit detailed protocols for newer or less established methods. Well-established protocols may simply be
referenced. Protocol documents for clinical trials, cbeervational studies, and other nonJaboratory
investigations may be uploaded as supporting information.

We recommend and encourage you to deposit laboratory protocols in protocols o, where protocols can
be assigned their own persistent digital object identifiers (DOIs).

To include a link to a protocol in your article:

. Deseribe your step-by-step protocol on protocols.io

=]

. Select Get DO to issue your protocol a persistent digital object identifier (DO1)

I

. Inchede the DOI link in the Methods section of your manuscript using the following format provided by protocols.io:
htp-Ndx doi.org/10. 17504/protocols.io [PROTOCOL DOI]

At this stage, your protocol is only visible to those with the link. Thiz allows editors and reviewers to consult
your protocol when evaluating the manuscript. You can make your protocols public at any time by selecting
Publish on the protocols.io site. Any referenced protocel(s) will automatically be made public when your
article is published.
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FLOS ONE offers an option for publishing peer-reviewed Lab Protocol aricles, which describe protocols
hosted on protocols.io articles. Read more Lthmla!lnn_nn_Lab_E[thLamslﬁﬁ
Resaulis

The Results section should include all relevant positive and negative findings. The section may be divided
into subsections, each with a concise subheading. The Results section should be written in past tense.

PLOS journals require authors to make all data underlying the findings described in their manuscript fully
available without restriction, with rare exception.

Large data sets, including raw data, may be depaosited in an appropriate public repository. See our list of
recommended repositories.

For smaller data sets and certain data types, authors may provide their data within supperting_information
files accompanying the manuscript. Authors should take care to maximize the accessibility and reusability
of the data by selecting a file format from which data can be efficiently extracted (for example,
spreadsheets or flat files should be provided rather than PDFs when providing tabulated data).

For more information on how best to provide data, read our_policy on data availability. PLOS does not
accept references to “data not shown.”

As outlined in the Uniform Reguirements. authors that present statistical data in the Results section should
do the following:

Give numeric resulfs mof only a5 dervatives [for example, per } but also &5 the absolufe numbers from which the
devivatives were calculafed, and specify the sfalisfical significance attached fo them, i any. Resirict fables and figures fo
those needed fo explain the argument of the paper and fo assess supporting dafa. Use graphs as an allemafive fo fables
with many entries; do nof duplicate data in grsphs and tables. Avoid nontechnical uses of fechnical ferms in statistics, such
as random” (which implies 3 randomizing device), ‘normal,” “significant,” “comrelafions, " and “sample.”

Discusslon

The Discussion should be concise and tightly argued. It should start with a brief summary of the main
findings. It should include paragraphs on the generalizability, clinical relevance, strengths, and limitations o
your study.

You may wish to discuss the following points also:

» How do the conclusions affect the existing knowledge in the field?
» How can future reseanch budd on these cbservations and what are the key experiments that must be done?
Acknowledgments

Those who contributed to the weork but do not meet our authorship criteria should be listed in the
Acknowledgments with a description of the contribution.

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments agrees to be named.
o PLOS joumals publicly acknowledge the indispensable efforts of our editors and reviewers on an annual basis. To
ensure equitable recognition and avoid any appearance of partiality, do not include editors or peer reviewers—named or

unnamed—in the Acknowledgments_

Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the manuscript file. Funding mformation
should only be entered in the financial disclesure section of the submission system.
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work even in light of the post-publication notice, include in your manuscript citations and full references for
both the affected article and the post-publication notice. Email the journal office if you have questions.

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they appear in the text.
In the text, cite the reference number in square brackets (e.g., “We used the technigues developed by our
colleagues [19] to analyze the data”). PLOS uses the numbered citation (citation-sequence) method and
first six authors, et al.

Do not include citations in abstracts.

Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the citations.

Formatting references

o Because all references will be nked electronically as much as possible to the papers they cite, proper formatting of
references s crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the Intemational Committee of Medical Journal Editors (ICMJE},
also referred to as the “Vancouver® style. Example formats are listed below. Additional examples are in the
ICMJE sample references.

A reference management tool, EndNote, offers a cument style fie that can assist you with the formatting of your referencas. If
you have problems with any reference management program, please contact the source company’s technical support.

Joumal name abbreviations should be those found in the Mational Center for Biotechnology Information
(MCBI) databases.

Source
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Accepted,
unpublished articles

Online articles

Books

Book chapters

Deposited
artickes (preprints, e-
prints, or ar¥iv)

Rafarences

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song ¥, Su XL, Sun B, et al. cDNA, genomic sequence cloning and
overexpression of ibosomal protein gene LB (rpLE) of the giant panda (Ailuropoda melanoleuca).
Genet Mol Res. 2011;10: 1578-15838_

Devarsju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Megi V5. Susceptbility to SLE in South Indian Tamils
may be influenced by genetic selection pressure on TLRZ and TLRE genes. Mol Immuncol. 2014 Nov
22, pii: S0181-5800(14)00313-7. doi: 10.101684.malimm.2014.11.005.

Mote: A DOI number for the full-text article is acceptable as an altemative to or in addition to traditional
volume and page numbers. When providing a DO, adhere to the format in the example above with
both the label and full DO inchuded at the end of the reference (doi: 101018/ molimm_2014.11.005).
Do not provide a shortened DOI or the URL.

Same as published articles, but substitute “Forthcoming” for page numbers or DOL
Huynen MMTE, Martens P, Hilderink HEM. The health impacts of globalisation: a conceptual

framework. Global Health. 2005:1: 14. Available from:
http:ifwanw. globalizationan dheal mJcontent/1/1/14

Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia: University of
Pennsylvania Press; 1882

Hangsen B. New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse GB, editors. AIDS
and the historian. Bethesda: Mational Institutes of Health; 1801. pp. 21-28.

Krick T, Shub DA, Verstraste M, Fameiro DU, Alonso LG, Shub M, 2t al. Amino acid metabolism
conflicts with protein diversity. arXiv:1402.2301v1 [Preprint]. 2014 [cited 2014 March 17]. Available
from: hitps.128,.24.219.1097385/1403, 320 1v1

Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources include:

» Published or accepted manuscripts

3 Manuscripts on preprint senvers, providing the manuscript has a citable DOl or ark¥iv URL.

Do not cite the following sources in the reference list

3 Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been submitted but not yet accepted (e.g., "unpublished
work,” “data not shown’). Instead. include those data as supplementary material or deposit the data in a publicly available

database.

W

Jist)

W

Personal communications (these should be supported by a better from the relevant authors but not included in the reference

Submitted research should not rely upon retracted research. You should avoid citing retracted articles unless you need to

discuss retracted work to provide historical context for your submitted research. If it s necessary to discuss retracted work,
state the article's retracted status in your article's text and reference list.

Ensure that your reference list includes full and current bibliography details for every cited work at the time
of your article’s submission (and publication, if accepted). If cited work is corrected, retracted, or marked
with an expression of concemn before your article is published, and if you feel it is appropriate to cite the
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work even in light of the post-publication notice, include in your manuseript citations and full references for
both the affected article and the post-publication notice. Email the journal office if you have gquestions.

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they appear in the text.
In the text, cite the reference number in square brackets (e.g., “We used the techniques developed by our
colleagues [19] to analyze the data™). PLOS uses the numbered citation (citation-sequence) method and
first six authors, et al.

Do not include citations in abstracts.

Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the citations.

Formatting references

o Because all references will b2 inked electronically a5 much as possible to the papers they cite, proper formatting of
references is crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the Intemational Committes of Medical Journal Editors (ICMJE),
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ANEXO D - TABELA DE RESULTADOS GERAIS POR ANIMAL

Amostra

41
42

44
51
56
70
80
81
135
141
160
177
208
222
234
238
248
263
269
275
302
317
328
c1
c2
c3
ca4
5
6
c7
cs

Sexo

LTAaE7n77n1LIT7mIIMLLLLLEnE 1L L

Idade (meses)

12
5
12
24
6
12
7
12
24
16
6
8
10
8
12
12
24
24
6
11
6
24
12

D.O Elisa

0,409
0,455
0,549
0,123
0,094
0,118
0,175
0,112
0,122
0,532
0,067
0,089
0,454
0,418
0,087
0,098
0,418
0,159
0,136
0,069
0,084
0,161
0,132
0,151
0,094
0,665
0,135
0,155
0,121
0,118
0,207
0,185
0,0645
0,1215

Carga Parasitaria PCR = proMMP9 = proMMP2

Copias de DNA/ul
5,30
N
5,78
1,54
3,70
1,07
3,17
3,760
3,570
2,030
2,320
24,600
N
N
14,500
21,200
3279,000
6,880
11,600
26,400
0,235
0,125
0,120
0,194
2,350
N

22222222

4,6044
0,2493
4,7567
2,1079
0,7951
0,0000
0,0979
0,3686
0,1021
0,0862
0,1347
0,0000
1,9523
0,2944
0,2963
0,0956
0,3991
0,1181
2,0942
0,0544
0,1334
4,5788
1,0430
0,0000
1,3772
0,6175
1,0000
0,0986
2,2316
0,2057
0,5469
0,0000
1,2791
0,1961

0,4092
0,6651
0,9195
0,7265
0,4188
0,6914
0,7234
0,6167
0,2030
0,3019
0,5538
0,5945
0,8356
0,3711
0,4681
1,1461
0,4465
0,7190
0,8099
0,3379
0,6005
1,7753
0,6468
1,1000
1,0276
0,5579
1,0000
0,5525
1,0639
0,7040
1,0722
0,5680
0,6666
1,0835
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