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RESUMO

Relatos de leishmaniose visceral felina (LVF) estdo em ascensédo, especialmente em
paises endémicos para leishmaniose visceral (LV). Apesar do cédo ser o reservatorio
urbano mais importante, h4 questionamentos sobre a importancia do gato como
reservatério adicional. Sabe-se que felinos sdo suscetiveis a enfermidade, no
entanto, sdo frequentemente assintomaticos e realizam pouca soroconversao,
gerando grandes desafios para o diagnostico. A interacdo hospedeiro e parasita
possui eventos complexos com diversos mecanismos que modulam a resisténcia ou
suscetibilidade a infeccdo. Adicionalmente, as proteinas salivares do flebotomineo,
inoculadas durante o0 repasto sanguineo, também possuem propriedades
imunomoduladoras, que podem ser Uteis para observacdo da exposi¢cdo ao vetor.
Esse é o primeiro trabalho que avalia a exposicdo de uma populagdo de gatos ao
Lutzomyia longipalpis, vetor da doencga predominante nas Américas. Em uma regido
endémica para LV, 283 felinos assintoméaticos foram testados por métodos paralelos
(ELISA e qPCR), a fim de estimar a prevaléncia de positivos para LVF. A exposi¢cao
ao flebotomineo foi avaliada pela presenca de anticorpos anti-antigeno bruto salivar
(SGS) do L. longipalpis e do antigeno recombinante maxadilan (MAX), encontrado
também na saliva do flebotomineo. Observamos exposicdo ao L. longipalpis em
22,62% (64/283) dos gatos, no entanto, sem correlacao entre a exposicao ao vetor e
a positividade para LVF. O MAX e o SGS apresentaram correlagéo fraca entre si,
dessa forma, acreditamos que o MAX nédo tenha o mesmo desempenho que o SGS
para estudos dessa natureza. Observamos prevaléncia de positivos para LVF de
13,07% e encontramos uma alta taxa de coinfeccdo pelo virus da leucemia viral
felina (FeLV). Esse é o primeiro delineamento da exposicdo dos gatos ao L.
longipalpis. Mesmo que a presengca de anticorpos anti-saliva ndo tenha uma
associagdo com a ocorréncia de LVF, os felinos sdo naturalmente expostos ao vetor.

Positividade para LVF foi observada em gatos assintomaticos, tanto no ELISA como



no gPCR. Destacamos a necessidade de monitoramento de gatos de regides

endémicas, bem como emprego de praticas de prevencéao.

Palavras-chave: Gatos. Leishmaniose Visceral. Sorologia. g°PCR. Flebotomineos.
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domestic cats from endemic area. 2023. 82 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
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ABSTRACT

Reports of feline visceral leishmaniasis (FVL) are on the rise, especially in countries
endemic for visceral leishmaniasis (VL). Although the dog is the most important
urban reservoir, there are questions about the importance of the cat as an additional
reservoir. It is known that cats are susceptible to the disease, however, are often
asymptomatic and perform little seroconversion, creating major challenges for
diagnosis. The interaction between host and parasite has complex events with
several mechanisms that modulate resistance or susceptibility to infection.
Additionally, the salivary proteins of the sand fly, inoculated during blood repass, also
have immunomodulatory properties, which may be useful for observing exposure to
the vector. This is the first study to evaluate the exposure of a cat population to
Lutzomyia longipalpis, a vector of the disease that is prevalent in the Americas. In a
VL endemic region, 283 asymptomatic cats were tested by parallel methods (ELISA
and gPCR) to estimate the prevalence of VLFV positives. Exposure to the sand fly
was assessed by the presence of antibodies to L. longipalpis salivary crude antigen
(SGS) and the recombinant antigen maxadilan (MAX), also found in sand fly saliva.
We observed exposure to L. longipalpis in 22.62% (64/283) of the cats, but no
correlation between exposure to the vector and LVF positivity. The MAX and SGS
showed weak correlation with each other, thus we believe that the MAX does not
perform as well as the SGS for studies of this nature. We observed a prevalence of
LVF positives of 13.07% and found a high rate of feline viral leukemia virus (FeLV)
coinfection. This is the first delineation of the exposure of cats to L. longipalpis. Even
though the presence of anti-saliva antibodies does not have an association with the
occurrence of LVF, cats are naturally exposed to the vector. Positivity for LVF was
observed in asymptomatic cats in both ELISA and qPCR. We highlight the need for

monitoring cats in endemic regions, as well as employing prevention practices.

Keywords: Cats. Visceral leishmaniasis. Serology. gPCR. Phlebotominae.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leishmaniose visceral (LV) € uma importante zoonose com distribuicdo
mundial, potencialmente fatal, e faz parte da lista de doencas tropicais
negligenciadas (COTTON, 2017). O protozoario Leishmania infantum (sinénimo
Leishmania chagasi) € o principal agente etiolégico da doenga nas Américas
(AKHOUNDI et al., 2016).

A transmisséo do parasita se da por meio de um vetor flebotomineo, que no
pais é representado majoritariamente pelo Lutzomyia longipalpis. Apesar dos cées
serem o principal hospedeiro urbano da doenca € crescente a expansao da infeccéo
em gatos, que € frequentemente descrita especialmente em paises endémicos
(PENNISI; PERSICHETTI, 2018).

O fato de o felino doméstico apresentar-se assintomatico em grande parte dos
casos, somada a reduzida soroconversdao que 0s animais infectados realizam,
corrobora para que exista um subdiagnostico. Dessa forma, seu potencial como
hospedeiro e sua importancia epidemiolégica ainda é questionavel (PENNISI et al.,
2015; VIDES et al., 2011).

O desenvolvimento da doenca, em todas as espécies de hospedeiros,
depende de uma complexa interacdo entre mecanismos imunolégicos com o
parasita. Todavia o maior enfoque de estudos concentra-se na relacao hospedeiro e
Leishmania, subestimando o vetor flebotomineo como varidvel que pode ser
determinante para o desenvolvimento ou ndo da doenga (CECILIO; CORDEIRO-DA-
SILVA; OLIVEIRA, 2022).

Os componentes imunogénicos presentes na saliva dos flebotomineos séo
capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro, e a
quantificacdo desses anticorpos € uma ferramenta auxiliar no monitoramento de
areas de risco (LESTINOVA et al.,, 2017). A IgG especifica para a saliva de
flebotomineos verifica a exposicdo de uma populacdo a esse vetor, através de
sorologia, utilizando-se um sonicado de glandula salivar (SGS). Todavia, proteinas
recombinantes também séo utilizadas em substituicdo ao SGS, como € o caso do
Maxadilan (MAX), substancia presente na saliva do L. longipalpis e reproduzida em

laboratoério.
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Em regido endémica de Portugal, verificou-se a exposicdo de gatos ao
Phlebotomus perniciosus e os resultados obtidos mostram-se muito similares ao
observado para a espécie canina, destacando que o0s gatos sdo também alvo
frequente do flebotomineo. Verificou-se também maior risco de infecgdo por
Leishmania nos animais com anticorpos anti-saliva (PEREIRA et al., 2019).

Tendo em vista que o Brasil € o pais que mais apresenta trabalhos sobre
leishmaniose visceral felina (LVF) e a escassez de estudos que verifiquem a
interacdo da espécie com o vetor, consideramos pertinente entender melhor a
exposicao dos gatos ao flebotomineo. Até o presente momento, ndo € do nosso
conhecimento a existéncia de um estudo avaliando a exposi¢cao da espécie felina ao
Lutzomyia longipalpis e sua relacdo com a positividade para LVF. Além disso,
nenhum estudo com o peptideo MAX como marcador de exposicdo em gatos foi

executado.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose de distribuicdo
mundial, potencialmente fatal, e faz parte da lista de doencas tropicais
negligenciadas (COTTON, 2017). O protozoario Leishmania infantum (sinénimo
Leishmania chagasi) pertence a Ordem Kinetoplastda e a Familia
Trypanosomatidae é o agente etioldgico responsavel pela doenca nas Américas e €
transmitido aos humanos e outros vertebrados através da picada de flebotomineos
(AKHOUNDI et al., 2016).

A doenca € de distribuicio mundial (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019) e considerada endémica principalmente em algumas
regides da Europa, Africa, Asia, América Central e América do Sul (BANETH et al.,
2008). Nas américas, esta presente em 19 paises, sendo o Brasil o pais mais
afetado com 96% de todos os relatérios (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019).

A transmissao do parasita se da por meio do vetor flebotomineo, que no Brasil

€ representado majoritariamente pelo Lutzomyia longipalpis, também conhecido
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popularmente de mosquito-palha ou birigui. A fémea do vetor necessita de matéria
organica para maturacdo dos seus ovos, 0s quais, quando depositados em substrato
organico e com calor e umidade adequados, se desenvolvem até a fase adulta
(BRASIL, 2003).

Os flebotomineos realizam a inoculagédo da forma infectante do protozoario, a
promastigota metaciclica, durante seu repasto sanguineo. Proteinas liberadas
durante a hematofagia incitam a ativacdo de células do sistema fagocitico
mononuclear, especialmente os macréfagos do hospedeiro vertebrado. Esses por
sua vez, fagocitam as formas promastigotas, e dentro dos vacuolos parasitoféros, o
protozoario perde seu flagelo passando para a forma imdvel, a amastigota. Ocorrem
entdo sucessivas divisfes binérias e as células densamente parasitadas se rompem
liberando as amastigotas, que serdo fagocitadas por novos macrofagos. Dessa
forma se da a disseminacdo hematogénica e linfatica do protozoario. A infec¢do do
vetor ocorre durante o repasto sanguineo da fémea, quando a mesma ingere
macrofagos parasitados, dando continuidade ao ciclo (MAROLI et al., 2013).

Os cdaes apresentam papel de destaque como principal reservatério urbano e
periurbano. O potencial zoonético dessa espécie na epidemiologia da LV é
sustentado com base na alta prevaléncia da enfermidade em caninos, muitas vezes
assintomaticos, e também, pelos habitos alimentares do flebotomineo, que
frequentemente se alimentam desses animais (DANTAS-TORRES, 2007). De fato,
existe correlagdo positiva entre altos indices de cées positivos e 0 aumento do risco
da infeccdo em humanos, o que define essa espécie como sentinela da doenca
(WERNECK et al., 2007).

1.2.2 Leishmaniose visceral felina

Apesar dos gatos ja terem sido considerados hospedeiros acidentais e
relativamente resistentes a enfermidade, a doenca é considerada emergente na
espécie e frequentemente relatada em paises endémicos da Europa, Oriente Médio
(ATTIPA et al., 2017; CAN et al., 2016; CHATZIS et al., 2014), e América do Sul,
entre eles o Brasil (BRESCIANI et al., 2010; VICENTE SOBRINHO et al., 2012). As
descricbes da LVF sdo esporadicas em localidades ndo endémicas (PENNISI;

PERSICHETTI, 2018). A constante descricdo em locais onde existe alta prevaléncia
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da LV canina e humana reflete a capacidade de expansdo da doenca na espécie
felina (COSTA, 2008).

Até o momento, seis espécies do género Leishmania j& foram descritas em
gatos (PEREIRA; MAIA, 2021). Felinos provavelmente séao infectados pela mesma
espécie que infecta a populacdo humana e canina. A infeccdo causada por L.
infantum é relatada principalmente em machos adultos, com idade média de 7 anos,
pelo curto e que vivem ou estdo em viajem para regides endémicas. As
manifesta¢des clinicas sédo de curso crdnico e com sinais clinicos muitas vezes
inespecificos, que podem ser confundidos com outras enfermidades. Cerca de um
terco dos animais apresentam coinfeccdo por outras enfermidades como
retroviroses (FIV/IFELV), coronavirus felino (FCoV), Bartonella henselae,
Toxoplasma gondii (PEREIRA; MAIA, 2021).

Estudos sobre a doenca ja destacaram que a ocorréncia de individuos
assintomaticos é mais frequente que a manifestacdo de sinais clinicos (VIDES et al.,
2011). Nos gatos sintomaticos, os sinais observados em cerca de 75% dos casos
séo lesdes cutaneas (PEREIRA; MAIA, 2021) e linfoadenomegalia (PENNISI et al.,
2015). As lesbes de pele podem ser a Unica alteracdo que o animal apresentara, ou
podem estar acompanhadas por sinais sistémicos inespecificos. (PENNISI et al.,
2015). Cerca de 20% a 30% dos animais apresentam outras manifestacdes como
lesbes oftalmicas, lesdbes em cavidade oral, perda de peso, anorexia, letargia e
desidratacdo (PENNISI et al.,, 2015; PEREIRA; MAIA 2021). Os achados
laboratoriais mais frequentes sdo anemia, geralmente normocitica normocrémica, e
hiperproteinemia (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020).

Os gatos tem grande popularidade no ambiente doméstico por todo 0 mundo,
colocando em questao seu potencial como espécie reservatorio para LV (PENNISI et
al., 2015; VIDES et al., 2011). Apesar de estudos com xenodiagnostico
comprovarem a sua infectividade aos fleb6tomos, alguns autores os consideram
apenas hospedeiros acidentais ou alternativos (MAIA; CAMPINO, 2011), enquanto
outros trabalhos os colocam na posicado de reservatorio adicional (MAROLI et al.,
2007).

A prevaléncia da doenca para espécie apresenta grande variabilidade de
acordo com o método diagndstico empregado, regido avaliada e presenca ou nédo de
sinais clinicos. Estima-se, com base em trabalhos anteriores, que esteja proximo a
10% para localidades endémicas (ASFARAN; FAKHAR; TESHNIZI, 2019).



21

Entretanto os dados obtidos apresentam grande flutuacfes, mesmo em pesquisas
realizadas na mesma localidade. Por exemplo, na regido de Aracatuba, Estado Séo
Paulo, foi encontrada prevaléncia de 49% em gatos com lesdes de pele (VIDES et
al., 2011), no entanto, na mesma regiao brasileira, outros trabalhos identificaram
prevaléncia de 6,5%, 4% e 5,76% (COELHO et al.,, 2011; COSTA et al.,, 2010;
ROSSI et al., 2011). Tal fato pode estar ligado com a sele¢cdo amostral utilizada nos
estudos, ja que o diagndstico em animais assintomaticos ainda € um desafio (VIDES
et al., 2011).

1.2.3 Diagndéstico leishmaniose visceral felina

O teste ouro para diagnoéstico de LVF é o exame parasitologico direto, em
amostras de tecidos obtidas por puncéo bidpsia aspirativa (PBA), identificando
formas amastigotas principalmente em linfonodos, medula 6ssea e bago. Entretanto,
a técnica depende diretamente da carga parasitaria do animal infectado, o que pode
gerar resultados falso-negativos (CHATIZ et al., 2014; VILHENA et al., 2013).

O diagnéstico sorolégico é amplamente empregado, sendo 0 ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA) (CAN et al., 2016; COSTA et al., 2010) e a reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (CAN et al., 2016; SPADA et al., 2013) mais
comumente utilizados.

Os titulos de anticorpos sao Uteis em identificar uma resposta imune contra
antigenos de L. infantum. A RIFI depende muito da experiéncia do examinador ao
fazer a leitura das laminas (CHATIZ et al., 2014). Além disso deve-se considerar, em
regides endémicas para Trypanosoma spp., a possibilidade de reacdes cruzadas.
Este é o método sorolégico mais utilizado em pesquisas sobre a LVF, de 78 estudos
transversais, publicados de 1982 a 2017, sobre o tema, 38,5% usaram esta técnica.
Gatos negativos no RIFI, mas suspeitos para doenca, devem ser submetidos a
testes como PCR ou Western Blot (CAN et al., 2016).

JA4 o ELISA aparenta ser menos sensivel quando comparado ao RIFI para
avaliar a infeccdo de animais ainda em estagio subclinico (PERSICHETTI et al.,
2017). Entretanto, outros trabalhos contrastam com esse resultado, referindo os
diagnésticos realizados com a técnica do ELISA mais sensiveis (VICENTE
SOBRINHO et al., 2012; VIDES et al., 2011). Como a resposta Th2 dos felinos é

reduzida, a hipergamaglobulinemia é mais discreta, dessa forma o soro utilizado
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para o ELISA deve ter uma diluicdo cerca de dez vezes mais concentrada quando
comparada com a diluicdo canina. Consequentemente, o teste torna-se mais
propenso a reagdes inespecificas, diminuindo sua confiabilidade (LIMA et al., 2005;
SILVEIRA NETO et al., 2011). Todavia, tanto o ELISA quanto a RIFI apresentaram
indices de especificidade de 97% e 98%, respectivamente, sendo igualmente Gteis
nesse aspecto para o diagnéstico da doenca (PERSICHETTI et al., 2017).

O diagndstico através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) possui a
vantagem de conseguir identificar uma baixa carga parasitdria em amostras de
sangue total (CAN et al., 2016; COELHO et al., 2011) e por isso é recomendado em
gatos. Todavia, a selecédo de 6rgéos linfoides ou lesGes de pele pode ser preferivel
em relagdo as amostras sanguineas (PERSICHETTI et al., 2017). Outras
ferramentas que sdo vdlidas para o diagnéstico sdo a reacdo imuno-histoquimica
das les@es de pele e o Wester Blot (VIDES et al., 2011; PERSICHETTI et al., 2017).

1.2.4 Proteinas salivares e estudos de exposicéao

O sucesso na infeccao pelo protozoério esta diretamente ligado a capacidade
do parasita de manipular o sistema imune do hospedeiro a seu favor. Essa
manipulacdo ndo depende apenas de moléculas produzidas pelo parasita, mas
também por constituintes presentes na saliva do vetor. A quimiotaxia para
macréfagos, por exemplo, é incitada pelos componentes salivares dos fleb6tomos, o
que acelera a fagocitose e, portanto, facilita o parasitismo das células (LESTINOVA
et al., 2017).

Alguns autores elucidam que a imunidade anti-saliva de flebotomineos pode
desempenhar uma tendéncia maior ao desenvolvimento de uma resposta imune do
tipo Thl contra a Leishmania (GOMES; OLIVEIRA, 2012). Todavia, ja foi
anteriormente observado que antigenos salivares podem também promover
regulacdo de vias de resposta Th2, principalmente através da IL-6, IL-10, TGF-f.
Também ha modulacdo negativa da resposta Thl, envolvendo a IL-12p70, TNF e
oxido nitrico, favorecendo a infeccéo pelo protozoario (BRODIE et al., 2007).

Durante o repasto sanguineo, os componentes imunogénicos presentes na
saliva sdo capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro,

gue desenvolvera anticorpos anti-saliva (TEIXEIRA et al., 2017). A quantificacdo da
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IgG especifica anti-saliva de flebotomineos, tem se mostrado um bom marcador para
verificar a exposi¢do de uma populacéao.

O sonicado de glandula salivar (SGS) é utilizado como antigeno para
avaliacdo da exposicdo aos fleb6étomos. O antigeno bruto representa, de forma
fidedigna, os componentes salivares da espécie avaliada. Entretanto, espécies que
possuem muita proximidade filogenética podem apresentar antigenos salivares
compartilhados, fazendo com que o macerado da glandula salivar ndo seja
totalmente espécie-especifico (LESTINOVA et al., 2017).

Embora o perfil salivar de algumas espécies seja semelhante, a resposta
antigénica que provocam parecem ser distintas. Ratos expostos individualmente ao
P. papatasi, P. sergenti, e ao Lutzomia longipalpis produziram anticorpos espécie-
especificos para cada vetor (LESTINOVA et al., 2017).

Um fator que limita a utilizacdo da saliva total como antigeno € a dificuldade
na obtencdo do mesmo, que exige a manutencdo de uma populacdo de
flebotomineos, um profissional habilitado para a dissecacdo das glandulas, bem
como o tempo demandado para a obtencdo desse material (PRATES et al., 2008).
Proteinas recombinantes podem contornar a limitacdo na obtencdo do macerado de
glandula salivar (LESTINOVA et al., 2017).

O Maxadilan (MAX) é um peptideo de 7kda, presente na glandula salivar do
Lutzomyia longipalpis, com potente agcao vasodilatadora e com propriedades
diretamente relacionadas a imunomodulacdo. O MAX foi a primeira proteina a ser
identificada na glandula salivar e posteriormente produzida, artificialmente, em
laboratério. O MAX recombinante € obtido com o0 processo de clonagem e
purificacdo através da Escherichia coli, e apresenta as mesmas propriedades da
substancia originalmente presente na proteina salivar (GILLESPIE; MBOW; TITUS,
2000).

Estudos evidenciam a capacidade do MAX em desviar a resposta Thl para
Th2, favorecendo, dessa forma, a infec¢ao por Leishmania em decorréncia dos seus
mecanismos imunomoduladores (ROGERS; TITUS, 2003). De fato, ja foi verificado
gue os componentes salivares do vetor podem interferir no estabelecimento da
doenca. Morris e colaboradores (2001), avaliaram a capacidade do MAX ou do SGS
de interferir em mecanismos de imunomodulacdo do hospedeiro. Para isso,
inocularam proteinas salivares (MAX ou SGS) conjuntamente com a Leishmania

major em camundongos e notaram que ambos componentes apresentaram efeito da
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exacerbacdo da acdo do protozodario no desenvolvimento de lesGes cutaneas, em
comparacdo aos animais expostos apenas a L. major. No entanto, quando os
animais foram previamente imunizados com o MAX, antes da inoculacdo da L.
major, houve efeito parcialmente protetivo frente ao desenvolvimento das lesdes
cutaneas, que se desenvolveram de forma mais branda.

Mesmo com diversas possibilidades para estudo com o0s componentes
salivares, sua maior aplicabilidade é em estudos voltados também para identificacdo
de suscetibilidade, resisténcia ou exposicao ao vetor (KOSTALOVA et al., 2015,
2016; SIMA et al., 2016).

Em cédes de uma regido endémica da Espanha, a verificacdo de producéo de
anticorpos para o Phlebotomus perniciosus verificou correlagdo positiva com o
periodo de maior disponibilidade desse vetor, de acordo com os padrdes sazonais
do mesmo. Os animais com titulos anti-saliva mais elevados também foram os que
mais se mostraram positivos no ELISA para diagnostico de L. infantum (VELEZ et
al., 2018). Estudos em outras espécies também demonstram a aplicabilidade desse
método (MARTIN-MARTIN; MOLINA; JIMEANEZ, 2015).

O primeiro estudo que verificou a resposta imune na espécie felina frente a
exposicao ao principal vetor relacionado com a transmissdo de LV na regido foi
conduzido em Portugal. Dos 350 gatos incluidos no estudo, cerca de 47,7% foram
expostos ao P. perniciosus e houve correlacdo positiva entre a IgG especifica para a
exposicdo ao vetor e o maior risco de infeccdo por Leishmania nesses animais
(PEREIRA et al., 2019).

Uma vez que quanto mais exposto ao vetor, maior a chance de contato com
Leishmania, a exposi¢éo ao vetor pode refletir em maior risco de infeccdo. Seu uso é
capaz de auxiliar no monitoramento de areas de risco e no planejamento de
estratégias de controle de vetores (LESTINOVA et al., 2017).

Dessa forma, nosso objetivo foi delinear pela primeira vez o perfil de
exposi¢cdo ao vetor da LV do Brasil na espécie felina, bem como sua associacéo
com a positividade para anticorpos anti-Leishmania ou Leishmania spp., por dois
métodos distintos (ELISA e gPCR), tendo em vista ampliar os conhecimentos sobre

a relevancia dos gatos no ciclo urbano da doenca.
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2.1 Resumo

Relatos de leishmaniose visceral felina (LVF) estdo em ascensao,
especialmente em paises endémicos para leishmaniose visceral (LV). Apesar do céo
ser o reservatorio urbano mais importante, ha questionamentos sobre a importancia
do gato como reservatorio adicional. Sabe-se que felinos sdo suscetiveis a
enfermidade, no entanto, sdo frequentemente assintomaticos e realizam pouca
soroconversao, gerando grandes desafios para o diagnostico. A interacéo
hospedeiro e parasita possui eventos complexos com diversos mecanismos que
modulam a resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo. Adicionalmente, as proteinas
salivares do flebotomineo, inoculadas durante o repasto sanguineo, também
possuem propriedades imunomoduladoras, que podem ser Uteis para observacao da
exposicdo ao vetor. Esse é o primeiro trabalho que avalia a exposicdo de uma
populacdo de gatos ao L. longipalpis, vetor da doenca predominante nas Américas.
Em uma regido endémica para LV, 283 felinos assintomaticos foram testados por
métodos paralelos (ELISA e gPCR), a fim de estimar a prevaléncia de positivos para
LVF. A exposicdo ao flebotomineo foi avaliada pela presenca de anticorpos anti-
antigeno bruto salivar (SGS) do Lutzomyia longipalpis e do antigeno recombinante
maxadilan (MAX), encontrado também na saliva do flebotomineo. Observamos
exposicdo ao L. longipalpis em 22,62% (64/283) dos gatos, no entanto, sem
correlacdo entre a exposicdo ao vetor e a positividade para LVF. O MAX e 0 SGS
apresentaram correlagédo fraca entre si, dessa forma, acreditamos que o MAX nao
tenha o mesmo desempenho que o SGS para estudos dessa natureza. Observamos
prevaléncia de positivos para LVF de 13,07% e encontramos uma alta taxa de
coinfeccdo pelo virus da leucemia viral felina (FeLV). Esse é o primeiro
delineamento da exposi¢cdo dos gatos ao L. longipalpis. Mesmo que a presenca de
anticorpos anti-saliva ndo tenha uma associagdo com a ocorréncia de LVF, os
felinos sdo naturalmente expostos ao vetor. Positividade para LVF foi observada em
gatos assintomaticos, tanto no ELISA como no qPCR. Destacamos a necessidade
de monitoramento de gatos de regides endémicas, bem como emprego de praticas

de prevencao.
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2.2 Resumo do autor

Sabemos sobre a suscetibilidade dos felinos a infec¢éo por Leishmania spp. A
literatura sobre o tema destaca evidéncias de que a espécie pode ser sentinela da
doenca em localidades endémicas, de forma similar ao que ocorre com caes. Sinais
clinicos comuns incluem: linfoadenomegalia, esplenomegalia, perda de peso,
anorexia, bem como lesdes cutdneas e oculares. A testagem é recomendada em
animais com sinais clinicos, ou nos assintomaticos de areas endémicas doadores de
sangue, animais utilizados na reproducdo ou que serdo submetidos a tratamento
imunossupressor. No entanto, muitas lacunas precisam ser abordadas, j4 que a
doenca subclinica é provavelmente tao significativa em gatos quanto o € em cées.
Identificamos a ocorréncia de LVF em gatos por métodos soroldgico e molecular,
mesmo em assintomaticos. Presumimos também, pela presenca de positividade
contra 0s antigenos salivares, que o0s gatos podem ser relevantes para a
epidemiologia da leishmaniose. Esse é o primeiro trabalho que avalia a exposicao da
espécie ao principal vetor da doenca no Brasil e sua correlacdo com a ocorréncia de
leishmaniose. Identificamos que a espécie tem sido exposta ao vetor relacionado na
transmissdo da leishmaniose no sudeste do Brasil. Todavia, mesmo com a
exposi¢cdo, ndo notamos uma tendéncia de que os animais mais expostos ao vetor
também apresentem maior probabilidade de ocorréncia de infeccdo. Mesmo assim,
saber que os animais apresentam atratividade ao vetor enfatiza a importancia do
emprego de praticas profilaticas, tal qual as medidas ja utilizadas para caes,

especialmente em animais portadores de retroviroses.
2.3 Introducéo?

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose de distribuicdo
mundial, potencialmente fatal e faz parte da lista de doencas tropicais
negligenciadas [1]. O protozoario intracelular Leishmania infantum (sinénimo
Leishmania chagasi) é o principal agente etiologico da doenca nas Américas [2].

A transmissao do parasita ocorre por meio de um vetor flebotomineo que, em

paises do velho mundo, é representado pelo género Phlebotomus e em paises do
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novo mundo, como o Brasil, pelo género Lutzomyia [3]. Os cées constituem principal
reservatorio do ciclo urbano da doenca, pois observa-se associacdo entre altos
indices de caes positivos e 0 aumento do risco da infeccdo em humanos [4].

Entretanto, casos em felinos domésticos, inicialmente considerados
hospedeiros acidentais tem sido cada vez mais frequentes [5,6,7,8,9,10]. Apesar
disso, sabe-se que o0 gato é frequentemente assintomatico e a soroconversao que
realizam é reduzida, corroborando para um subdiagnostico da enfermidade [11,12].

Coinfec¢cbes sé@o descritas na literatura [10], todavia a associacdo mais
evidenciada entre LVF (leishmaniose visceral felina) € com o retrovirus da FIV
(imunodeficiéncia viral felina) [10,11,13]. Considerando-se que os gatos também séo
um potencial reservatério para o parasita, se faz necessaria maior investigacédo
acerca do seu papel na manutencao do ciclo biol6gico da Leishmania [14]. Durante
0 repasto sanguineo, 0os componentes imunogénicos presentes na saliva séo
capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro, que
desenvolvera anticorpos anti-saliva [15]. A quantificacdo de IgG especifica anti-
saliva de flebotomineos, tem se mostrado um bom marcador para verificar a
exposicao de uma populacéo ao vetor [16].

A exposicao pode refletir, em teoria, um maior risco de infec¢cdo, dado maior
probabilidade de contato com o vetor infectado por Leishmania spp. Dessa forma,
seu uso € capaz de auxiliar no monitoramento de areas de risco e no planejamento
de estratégias de controle de vetores [17].

O sonicado de glandula salivar (SGS) tem sido utilizado como principal
antigeno para avaliacdo soroldgica da exposicdo de uma populacao aos fleb6tomos.
O antigeno bruto representa de forma fidedigna os componentes salivares da
espécie avaliada [18]. Todavia, sua producdo para uso em larga é trabalhosa e
demorada, além de exigir a manutencdo de uma populacdo de flebotomineos, um
profissional habilitado para a dissecacéo das glandulas salivares destes e também o
tempo demandado para a obtencdo desse material [19]. Proteinas recombinantes
podem contornar a limitagdo na obtencédo do macerado de glandula salivar [17].

O maxadilan (MAX) presente na glandula salivar do Lutzomyia longipalpis, é
um peptideo com potente acdo vasodilatadora e propriedades diretamente
relacionadas a imunomodulagdo. O antigeno MAX recombinante & obtido com o
processo de clonagem e purificacdo através da Escherichia coli, e apresenta as

mesmas propriedades da substancia originalmente presente na proteina salivar [20].
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Anticorpos anti-MAX ja foram descritos anteriormente em estudos relacionados a
leishmaniose humana como marcadores de exposicéo [21].

Na atualidade, particularidades de limitagcdo de espaco e comportamento mais
independente fizeram do felino doméstico uma espécie bastante popular.
Conscientes dessa proximidade com o ser humano, e sabendo que os relatos de
infeccdo por LVF séo cada vez mais comuns, principalmente em regides endémicas,
buscamos entender a exposicdo ao L. longipalpis, através da pesquisa de anticorpos
anti-saliva do vetor, bem como sua relagdo com a positividade para LV. Além disso,
considerando-se que estudos que utilizam o antigeno bruto salivar sdo limitados,
pela dificuldade na obtencdo desse extrato, avaliamos também o MAX como
possivel substituto para o0 SGS na avaliagéo soroldgica de exposicao.

Até o momento, esse € o primeiro estudo que avalia a exposicao ao vetor L.
longipalpis na espécie felina em uma regido endémica para LV, e sua relagcdo com a
positividade para Leishmania spp. Adicionalmente, este também é o primeiro
trabalho a avaliar a resposta de soroldégica ao antigeno recombinante MAX em

gatos.

2.4 Meétodos

2.4.1 Triagem dos gatos e coleta de amostras

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)
da Universidade Estadual Paulista (processo nimero 00323-2020).

O estudo foi conduzido no municipio de Aracatuba, estado de Sédo Paulo,
Brasil, uma area endémica para leishmaniose visceral (LV). O total de 283 amostras
sanguineas e de medula 6ssea de gatos com idade superior a 6 meses, de ambos
os sexos, foram colhidas de abril a novembro de 2020, a partir do cadastro de que
seriam esterilizados cirurgicamente. Para a determinagao do n amostral foi estimada
uma frequéncia de exposicdo dentro de uma populagcéo de 50%, ou seja, um animal
possui a mesma probabilidade de ser ou ndo exposto ao vetor. O Ultimo
levantamento em relacdo a populacdo de gatos no municipio de Aracatuba foi de
3.127 animais [22].
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O intervalo de confianca aplicado foi de 95%. Os mesmos parametros foram
usados para definir o grupo controle, entretanto, a frequéncia de exposicao utilizada
foi de 1%. O calculo do tamanho amostral foi executado pelo programa estatistico
online Calculadora OpenEpi versao 3: calculadora de cédigo aberto -SSP disponivel
em: www.openepi.com/samplesize/SSpropor.htm.

As colheitas foram realizadas mediante consentimento esclarecido por parte
dos responsaveis. Todos os animais foram submetidos ao mesmo protocolo
anestésico, utilizando cloridrato de tiletamina e zolazepam 5mg/kg (Telazol ®),
acepromazina 0,01mg/kg e morfina 0,3 mg/kg, por via intramuscular, além de
blogueio regional (peridural sacrococcigea ou intratesticular) com lidocaina 2mg/kg.
O sangue periférico (2-3mL) foi obtido por puncdo venosa da jugular e armazenado
em tubo com ativador de coagulo para a obtencdo do soro. O aspirado de medula
Ossea (1-2mL) foi obtido a partir da puncdo da porcéo cranio-lateral da tuberosidade
maior do Uumero ou crista iliaca, e armazenada em tubo com EDTA; o material foi
conservado a -20°C até o processamento. Em sequéncia as colheitas, os gatos
foram castrados e liberados aos responsaveis.

Como grupo controle, foram utilizados 21 felinos provenientes da cidade de
S&o Vicente, litoral do estado de Sédo Paulo, que ndo é endémica para leishmaniose
visceral. As colheitas ocorreram em animais que participaram do programa de
esterilizacdo cirargica realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses do municipio
de Sédo Vicente (CCZSV), mediante a autorizacdo prévia do tutor, seguindo-se a

mesma padronizacao.

2.4.2 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp.

A pesquisa para anticorpos anti-Leishmania foi feita por meio de ensaio
imunoenzimético (ELISA) foi realizada apds a padronizacdo, onde foram testadas
diluicbes para o anticorpo e para a soro, sendo escolhida a que apresentou melhor
desempenho. O protocolo foi realizado seguindo as seguintes modificacdes [23];
Placas (Greiner Bio-One Microlon® 600, Alemanha) foram revestidas com 50
pL/poco de 20 pg/mL de extrato do antigeno bruto, obtido a partir da cultura de
promastigotas de L. infantum MHOM/BR O00/MERO2 [22] em tampéao
carbonato/bicarbonato (0,05 M, pH 9,6). Apds incubagao em 4 -C durante a noite, as

placas foram lavadas trés vezes com PBS (pH 7,0) e 0,05% Tween® 20 (tampéao de
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lavagem) e bloqueadas com 100 pL/poco de PBS contendo 10% de soro fetal bovino
por uma hora a temperatura ambiente e lavadas trés vezes novamente. As amostras
de soro (50 pL) foram diluidas na titulacdo de 1:100 em PBS contendo 10% de soro
fetal bovino e 0,05% de Tween 20® e adicionadas a cada pogo, em duplicata, depois
incubadas durante trés horas a temperatura ambiente, o controle positivo utilizado foi
proveniente de um animal sintomatico, positivo ho exame parasitologico de puncao
de linfonodo (método ouro) e proveniente de Andradina-SP; o controle negativo foi
um animal de &rea ndo endémica (Sao Vicente-SP). Apds trés lavagens, 50uL/poc¢o
de conjugado anti-lgG felino (Anti-cat IgG Peroxidase Conjugate SAB3700059
Sigma, St. Louis, USA) na diluicdo de 1:500 foram adicionados e incubados durante
uma hora a temperatura ambiente. Apds trés lavagens, 50 pL poco de solucédo de
substrato foram acrescidos, contendo 0,4 mg/mL de O-fenilenodiamina (Sigma) e 1,6
I/mL de H202 em tampé&o fosfato-citrato (pH 5,0).

A reacao foi interrompida pela adicdo de 50 puL de HCI 16%. A densidade
optica (D.O.) foi mensurada usando um leitor Spectra CountTM (Packard Bio
Science Company, USA) em um comprimento de onda de 490 nm. O ponto de corte
foi estabelecido por meio da andlise de especificidade e sensibilidade avaliada pela
curva ROC (receiver operating characteristic) dos individuos de area ndo endémica e
endémica que obtiveram os titulos mais altos dentro do grupo avaliado. Foram

considerados positivos animais com D.O. acima de 0,372.

2.4.3 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.

Para determinacdo da presenca de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp.
por ELISA utilizou-se metodologia previamente descrita [24]. Como antigeno, foram
utilizadas glandulas salivares de Lutzomyia spp. da geracdo F1 obtidas a partir de
flebotomineos capturados no municipio de Cameta-PA, Brasil, submetidas a lise,
conforme descrito anteriormente [25]. Microplacas foram cobertas com 100 pL de
lisado de glandula salivar a 600ng/mL em tampéao carbonato bicarbonato (0,01M pH
9), e incubadas por toda a noite a 4°C. Apdés lavagem, as placas foram blogueadas
com 150 pL de PBS e 10% de leite Molico® e incubadas a 37°C, durante uma hora.
Foram adicionados 100 pL de soro diluido a 1:100 em PBS-T, e as placas foram
incubadas por 60 minutos, a 37°C. Em seguida, adicionaram-se em cada poco 100

uL de conjugado anti-lgG felino (Anti-cat IgG Peroxidase Conjugate SAB3700059
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Sigma, St. Louis, USA), diluido na concentracdo de 1:500 e as placas incubadas
durante 45 minutos, a 37°C. Depois do periodo de incubacéo, foram adicionados a
cada poco 100 pL de tetrametilbenzidina (TMB Substrate Reagent Set no 555214 -
BD®) durante 30 minutos.

A reacdao foi interrompida utilizando-se 50 pL de solucdo de acido sulfarico
2N. Entre cada uma das etapas foram realizadas trés lavagens com tampéo fosfato
salina 0,05M acrescido de Tween (PBS-T 0,05%). A densidade Optica foi avaliada
em duplicata, em espectrofotbmetro a 450nm. A determinagédo do ponto de corte
também foi realizada utilizando-se a média das densidades 6pticas de individuos
sorologicamente negativos e de area nao endémica para LV, acrescida de dois
desvios padrbes. Em todas as placas foi incluida, como controle positivo das
reacfes, uma amostra de um felino sororreagente, proveniente de area endémica

para LV. Animais com D.O. acima de 0,494 foram considerados positivos.

2.4.4 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-maxadilan.

O peptideo recombinante produzido em Escherichia coli, MAX, foi gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Ethan A. Lerner, da Harvard Medical School, Boston, MA, USA.
O protocolo foi realizado de forma equivalente a reacdo anterior [23], com algumas
adaptacdes. Resumidamente, a placa de microtitulagédo foi sensibilizada com 50uL
de 2ug/mL do MAX. Apéds incubacdo em 4 -C durante a noite, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS (pH 7,0) e 0,05% Tween® 20 (tampéo de lavagem) e
bloqueadas com 100 uL/poco de PBS contendo 10% de soro fetal bovino por uma
hora a temperatura ambiente e lavadas trés vezes novamente. Em seguida, 50uL da
amostra de soro diluida em PBS-T (1:50) foi adicionado ao po¢o. Apds a incubacao
por duas horas a 37°C a placa foi lavada por trés vezes em tampao lavagem. Foram
adicionados 50uL do conjugado anti-IgG felina (1:500) (Anti-cat IgG Peroxidase
Conjugate SAB3700059 Sigma, St. Louis, USA) e incubados durante uma hora a
temperatura ambiente. Os demais passos foram executados com a mesma
metodologia descrita no item 2.5.2. O ponto de corte foi determinado utilizando-se a
média das densidades Opticas de individuos negativos na sorologia e de area nao
endémica para LV, acrescida de dois desvios padrdes. Foram considerados

positivos animais com D.O. maior que 0,237.
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2.4.5 Extracdo do DNA e qPCR de Leishmania spp.

O DNA da medula 6ssea foi extraido usando o protocolo fenol-cloroférmio [26]
e analisado pelo espectrofotometro NanoDrop™ ND-1000 (NanoDrop™, Thermo
Fisher, MA, USA) para avaliacdo de pureza (260/280) e quantificacéo;
posteriormente foi armazenado a -20°C, até a analise.

O gene B-actina foi utilizada como controle de referéncia para a avaliagao da
qualidade do DNA. Para a quantificacdo da carga parasitaria de L. infantum, o qPCR
foi realizado empregando iniciadores direcionados ao DNA circular do cinetoplasto
do parasita (KDNA) (frente: 5-GTGGGGGGAGGGGCGTTCT-3' e reverso: 5'-
ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3'). A reacédo de gPCR foi padronizada com 10 ng
de DNA gendmico purificado, 4 pL de 5x HOT FIREPol® Evagreen® gPCR
Supermix (Solis BioDyne, Tartu, Esténia), 0,5 yL de cada primer e 13 pL de H20
ultrapura - em um volume final de reacdo de 20 pL. Também geramos uma curva
padrdo linear com 6 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: aquecimento inicial de 95°C por 12 min, seguido de
40 ciclos de desnaturacdo (95°C por 15s), anelamento (65°C por 20 segundos) e
extensdo (72°C por 20 segundos). Apés essas etapas, foi determinada uma curva de
dissociacdo do fragmento amplificado (95°C por 15 s, depois 60°C a 95°C em 15
s/°C). A carga de DNA parasitaria foi determinada e foram consideradas positivas se
apresentassem um ciclo de limiar e temperatura de fusdo correspondentes a curva

padrao. A eficiéncia das reacdes variou de 0,81 a 0,87 e o r2 entre 0,85 a 0,99.

2.4.6 Imunocromatografia para virus da leucemia felina (FeLV) e para o virus de

imunodeficiéncia felina (FIV)

Os animais triados como positivos para Leishmania spp. no ELISA ou no
gPCR foram também avaliados quanto a coinfecgdo para retroviroses. Para isso as
amostras de soro foram testadas para presenca do antigeno FELV p27 e Anticorpos
IgG contra FIV, por meio de testes rapidos realizados com o kit de ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA)(Teste Combo de Anticorpo SNAP®
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FIV/Antigeno FelLV: Laboratorios IDEXX, Westbrook, ME, EUA). O teste foi

executado e interpretado seguindo-se as orientacdes do fabricante.

2.5 Anélise estatistica

Inicialmente, avaliou-se que os dados ndo apresentavam distribuicdo normal,
pelo teste de Shapiro-Wilk. A correlacdo entre a exposi¢cdo aos antigenos salivares
(MAX ou SGS) e o titulo de anticorpos anti-Leishmania, foi realizada com o teste de
correlacdo de Spearman. Esse mesmo teste foi empregado para avaliar a correlacao
entre os dois antigenos salivares. O coeficiente r foi classificado da seguinte forma:
entre 0 e 0,3 sem correlagéao, entre 0,31 e 0,5 correlacdo fraca; entre 0,51 e 0,7
correlagcdo moderada e entre 0,71 e 0,9 correlacao forte e > 0,9 muito forte [27].

Para verificar a associacdo entre os animais positivos para Leishmania spp.
no gPCR e/ou no ELISA e a positividade para anticorpos anti-saliva total ou anti-
MAX utilizou-se teste Qui-quadrado e Razao de Prevaléncia (RP) para identificacéo
da natureza da associacado, sendo: 0<RP<1 a prevaléncia do desfecho é menor em
expostos do que em nao expostos, RP=1 o desfecho € igual entre expostos e nao
expostos, RP>1 a ocorréncia do desfecho € maior em expostos do que nao
expostos. O software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, CA, USA) foi
utilizado para analise dos dados. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.

2.6 Resultados

2.6.1 Positividade para Leishmania spp.

Dos 283 gatos da area endémica, 56,89% eram fémeas (161/283) e 43,11%
machos (122/283). Desses animais, 28,98% (82/283) viviam em abrigos, 14,49%
(41/283) foram capturados por cuidadores de condi¢cdes desconhecidas e 56,53%
(160/283) eram domiciliados. De todos os animais da area endémica 13,07%
(37/283) apresentaram positividade para Leishamnia spp. no ELISA ou no gPCR. A
presenca de anticorpos anti-Leishmania foi observada em 6,36% (18/283) dos
animais, enquanto 7,7% (22/283) foram positivos no gPCR. Apenas 1,06% (3/283)
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dos animais foram positivos em ambos os testes. Apesar dos animais serem
considerados aptos para o procedimento foi observado em alguns dos animais
positivos, escore corporal abaixo do ideal (4/37), linfoadenomegalia (3/37), lesdes de
pele (8/37) e blefarite (1/37). Dos animais positivos, 35% (13/37) foram também
positivos no snap combo (IDEXX®) para retroviroses, sendo 29,72 % (11/37)
positivos para o virus da leucemia felina e 5,4% (2/37) para o virus da

imunodeficiéncia felina (fig 1).

Fig 1. Distribuicdo dos gatos positivos para leishmaniose visceral de acordo

com o método diagnostico (ELISA ou qPCR), positividade para retroviroses e

Lesdes de pele
ELISA qPCR (8i31)
18/283 (6,36%) 22/283 (7,7%)

ECC baixo
(4/37)

ELISA + gPCR 37/283 43,24% (16/37) U
1,06% ( 3/283) (13}07%)
Blefarite (1/37)
29,72 % (11/37) 5,4% (2/37)
FELV + ' FIV +

13/37 (35,12%)

sinais clinicos.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.6.2 Positividade para Anticorpos anti-SGS

A presenca de anticorpos anti-SGS foi identificada em 22,62% (64/283) dos
gatos da area endémica. Desses animais, 85,94% (55/64) eram Leishmania spp.
negativos e 14,06% (9/64) positivos para o protozodrio em pelo menos um dos
testes diagnosticos utilizados. Dos animais negativos para anticorpos anti-saliva
(77,38%), 9,89% (28/283) eram positivos para Leishmania spp. Dentre os gatos
avaliados, apenas 3,18% dos animais tiveram positividade ao ELISA para anticorpos

anti-SGS e anti-Leishmania concomitantemente (Fig 2 A).
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Em relacdo a presenca de anticorpos anti-Leishmania e anti-SGS, houve
correlacdo positiva fraca (r=0,4092, p<0,0001) (Fig 3 A). No entanto, ndo houve
diferenca significante para a presenca de anticorpos anti-SGS em relagdo a
positividade para Leishmania spp (p =0,7898). (Tabela 1).

2.6.3 Positividade para Anticorpos anti-MAX

A reatividade frente ao antigeno salivar recombinante MAX foi observada em
24,03% (68/283) dos gatos sendo 22,06% (15/68) positivos para LV. Dos animais
positivos para Leishmania spp., 59,46% (22/37) ndo foram positivos para a presenca
de MAX, e 7,77% (15/283) de todos os animais foram positivos para Leishmania
spp. e anticorpos anti-MAX. Nao se observou positividade para MAX em gatos da
area ndo endémica (Fig 2.B). Nao foi observada correlagdo entre a presenca de
anticorpos anti-MAX e anti-Leishmania (r= 0,1703, p= 0,0041) (Fig 3.B).

Observamos que a ocorréncia de LVF foi mais observada em animais
negativos para MAX (RP de 0,86, p=0,0117) (Tabela 2).

Em relacdo a aplicabilidade do MAX como substituto ao SGS observamos

correlacéo fraca entre a soroconversdo para os dois antigenos (r=0,1365 p=0,0216)
(Fig 4.).
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Fig 2. Avaliacdo da exposicao de gatos de area endémica e ndo endémica aos

antigenos salivares total (2A) e recombinante (2B) do Lutzomia longipalpis.
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(p=0,0117); Teste qui-quadrado estatisticamente significativo quando p < 0.05.

representa o cut-off de cada antigeno.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Fig 3. Correlacao entre titulos de anticorpos anti-Leishmania spp. e anticorpos

anti-SGS (2A) e anti-MAX (2B) em felinos de area endémica para LV.
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Fig 4. Correlacédo entre titulos de anticorpos anti-SGS e anticorpos anti-MAX

em felinos de area endémica paraLV.
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Legenda: Coeficientes de correlacdo e os valores p da analise de Spearman estdo indicados.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 1. Associacdo entre a presenca de anticorpos anti-SGS e a positividade para

leishmaniose.

Variaveis Anticorpos e/ou DNA para Leishmania spp.

Testados, n  Positivos, n

(%) (%) Teste Qui-Quadrado Correlagdao de Spearman
Valor de Valor de
95% IC P RP r 95% IC P
Ac Anti-SGS 283 0,7898 0,9854 0,41 <0,0001
_ 0,3042 -
b2 = 0,5045
0,07108, ’
df=1)
55 9 0,8585 -
Positivos (22,36%) (16,36%) 1,084
191 28 0,9223 -
Negativos (77,64%) (14,66%) 1,165

Abreviaturas: Ac, anticorpos; IC, intervalo de confianca; RP, razdo de prevaléncia

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 2. Associacao entre a presenca de anticorpos anti-MAX e a positividade para

leishmaniose.

Variaveis Anticorpos e/ou DNA para Leishmania spp.

Testados, n  Positivos, n

(%) (%) Teste Qui-Quadrado Correlagdo de Spearman
Valor de Valor
95% IC P RP r 95% IC deP
Ac Anti-
MAX 283 O,(;;.;J_ 0,8683 0,17 0,0513 - 0,0041
6.358,df 0,2845
53 15 0,7398 -
Positivos  (21,54%)  (28,3%)  0,9731
193 22 1,028 -
Negativos (78,46%) (11,39%) 1,352

Abreviaturas: Ac, anticorpos; IC, intervalo de confianca; RP, raz&o de prevaléncia

Fonte: Elaborado pela autora.

2.7 Discussao

A soropositividade de para a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. em
felinos na area endémica (6,36%), foi mais baixa que a de estudos anteriores
realizados na mesma regido, onde a positividade ao teste ELISA foi estimada em
11,5% (23/200), [28], 25,4% (14/55) [11], 23% (26/113) [29] e 12,91% 39/302 [30].
Alguns fatos podem justificar a reducdo na soroprevaléncia. Primeiramente, 0s
animais utilizados foram triados de modo a selecionar gatos sem manifestacdes de
doenca sistémica, 0 que pode ter limitado a inclusdo de animais positivos. Um dos
trabalhos citados [11] considerou como critério de inclusdo, a presenca de sinais
clinicos, por exemplo, lesdes dermatologicas, favorecendo a identificacdo de
positivos. Outro dado relevante é que todos trabalhos supracitados retratam um
cenario de mais de uma década.

Consideramos que houveram mudancas relevantes na relacdo da espécie
felina com o ser humano. A verticalizagdo urbana, mudanga no estilo de vida da
populacdo e a demanda por animais de companhia com hébitos mais independentes

e adaptados a espagcos menores, aproximaram o gato do homem, com mais atencao
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a saude e a cuidados basicos [30], fator que pode ser um dos pontos chave para
uma menor suscetibilidade a exposicédo a LVF.

Em uma populacéo canina de 1396 caes da mesma localidade, foi identificada
a prevaléncia de 8,1% de positividade na sorologia, nesse estudo, 0s autores
também identificaram uma reducdo comparativamente a trabalhos realizados na
regido para caes [32]. Essa reducdo, compartilhada também em nosso
levantamento, sinaliza que pode existir uma tendéncia de redugéo de prevaléncia de
LV para a localidade, tanto para cdes como para gatos. Tal tendéncia pode estar
relacionada com periodo ciclico da enfermidade, todavia ndo podemos
desconsiderar tal observacdo também possa estar vinculada com a eficiéncia do
programa de controle da LV.

A coinfeccgéo por retroviroses foi observada em 35% dos gatos positivos para
Leishmania spp. O virus da Leucemia Felina foi diagnosticado em 29,72 % enquanto
5,4% foram positivos para o virus da imunodeficiéncia felina. Na mesma regido, ja foi
indicada a propensao de animais positivos para LVF estarem coinfectados com FIV,
embora o0 mesmo ndo tenha sido observado para FELV [10]. Outros autores também
mencionaram essa mesma tendéncia de coinfeccdo por FIV em animais positivos
para LVF [10,11,13, 33]. Nossos resultados diferem do que foi observado
anteriormente, pois FELV foi observado aproximadamente cinco vezes mais do que
FIV. Dessa forma, consideramos que em regides endémicas, a positividade para
retroviroses, especialmente FELV, seja considerada como um critério importante
para investigacdo quanto a possivel coinfeccéo por LVF, uma vez que testes rapidos
para FIV/FELV s&o mais comumente solicitados na rotina clinica.

No diagnéstico molecular, observamos uma prevaléncia de 7,7% em
amostras de aspirado de medula 6ssea. Recentemente, em regido endémica da
Espanha, foram observados valores similares a gPCR (5,6%), utilizando-se sangue
total de gatos [34]. Em cées, a medula éssea resulta em amostra mais sensivel para
realizacdo da gPCR do que o sangue total [35], o que também j& foi observado para
felinos [33] em populacdo testada usando-se as duas amostras bioldgicas
comparativamente. H& grandes flutuacdes nos estudos em relacdo a positividade a
PCR ou gPCR, variando entre 0,43% e 30%, e na sorologia, considerando-se outras
metodologias além do ELISA, entre 0,9% a 28,5%, por diversos paises que
apresentam ocorréncia da doencga [14].
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Para a triagem dos positivos, foram utilizados testes paralelos, um molecular

(gPCR) e um soroldgico (ELISA). Consideramos que o emprego de mais de um teste
de diagnéstico necessario pois apenas 8,11% (3/37) dos animais positivos para
Leishmania compartilharam positividade em ambos testes, ou seja, utilizando mais
de um método de diagndstico, aumenta-se a sensibilidade diagndstica. Além dos
meétodos apresentarem diferentes desempenhos, de acordo com sua especificidade
e sensibilidade, sua performance é também determinada pela fase da doenca [5], 0
gPCR identifica individuos que atuam como reservatorio para Leishmania enquanto
o ELISA mensura a IgG produzida pelo contato entre parasito e hospedeiro, 0 que
nao necessariamente confirma que o mesmo esteja atuando como reservatorio.
Ao observarmos nossos resultados da exposicdo da populacdo ao vetor L.
longipalpis, analisada através dos resultados para o ELISA do SGS observamos
uma exposicao de 22,62% (64/283) dos gatos, todavia, ndo observamos diferenca
significante em animais expostos ou ndo expostos quanto a positividade para
Leishmania spp., tanto por meio do diagndstico sorolégico como o molecular.
Analisando mais precisamente os titulos obtidos no ELISA anti-Leishmania e anti-
SGS, observamos uma correlacdo positiva, porém fraca, entre anticorpos anti-
Leishmania e anti-SGS. Consideramos que a positividade para LV somada a
positividade para anticorpos anti-SGS indique que o animal tenha sido recentemente
exposto ao vetor infectado.

A presenca de soroconversao anti-SGS no grupo positivo e ndo positivo para
Leishmania sugere risco similar de infeccéo por LV nos felinos expostos ao vetor L.
longipalpis. Em contradicdo, em uma regido endémica para LV de Portugal de 350
felinos 47,7% foram expostos a espécie P. perniciosus, principal vetor na regido, e
mostraram correlacao positiva entre a IgG especifica para o SGS e ao maior risco de
infeccdo por Leishmania nesses animais [36], sugerindo que possivelmente que o
comportamento das diferentes espécies de fleb6tomos diferem nas duas areas
estudadas.

Caracteristicas inerentes a populacdo dos gatos utilizada no presente estudo
também podem refletir nas observagbes quanto a exposicdo. Considerando o fato
gue a maior parte dos animais eram domiciliados e com um responsavel que optou
pela esterilizag&o cirdrgica, concluimos que eram animais com melhores condi¢des

acerca de cuidados com sua saude. Talvez, se a populacdo de gatos utilizada
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consistisse em individuos errantes ou exclusivamente de abrigos, poderiamos
observar um maior contato com o vetor e, até mesmo, da prevaléncia de LVF.

A infectividade de gatos positivos para LVF ao L. longipalpis foi comprovada
em estudos de xenodiagnostico [37]. Todavia, em condicbes nao controladas
existem preferéncias do vetor quanto ao potencial hospedeiro escolhido para o
repasto sanguineo. Um estudo conduzido em cées, na mesma regido endémica,
demonstrou que a maior propor¢cdo de caes soropositivos para o antigeno salivar
(88%) concentrou-se no grupo de animais LV positivos, mas assintomaticos, ou em
animais do grupo controle negativos para LV (75%). Neste estudo, os animais
positivos e sintomaticos apresentaram prevaléncia mais baixa de exposicdo (60%),
evidenciando uma preferéncia do vetor por individuos assintomaticos [38]. Dessa
forma, se ha preferéncias de repasto dentro de uma mesma espécie, em gatos €
possivel que exista menor atracdo para o0 repasto das fémeas do flebétomo
comparativamente a cées.

Esse é o primeiro estudo que avalia a exposicao a saliva do L. longipalpis em
gatos, dessa forma ha limitacdes na comparacéo da prevaléncia observada, dado a
auséncia de trabalhos que permitam a contrapor nossos resultados e metodologia.
Foram realizadas diversas padronizacdes para a avalicdo da exposicdo anti-SGS,
sendo escolhida a que apresentou melhor performance. Contudo, particularidades
da espécie do vetor e da resposta ao antigeno no hospedeiro felino precisam ser
mais bem exploradas. Tais como a sazonalidade do L. longipalpis, que é uma
variavel de dificil padronizacdo e que podem impactar a soroconversdo do
hospedeiro. Identificar também a ciclicidade da resposta imunoldgica humoral que
provocam em gatos pode trazer grandes esclarecimentos para a tematica.

Observamos em nosso trabalho uma auséncia de correlacdo entre 0 SGS e 0
MAX, o que nos faz considerar que essa molécula ndo seja um bom marcador de
exposicao para estudos dessa natureza. Barral e colaboradores [39] observaram
resultado similar em uma avaliac@o de individuos de uma area endémica para LV,
com baixa performance da proteina recombinante como alternativa ao SGS. No
entanto esse € o primeiro estudo a utilizar a proteina recombinante como marcador
de exposicdo em felinos. Em humanos, a associacdo de duas proteinas
recombinantes (rLJM17+rLJM11) apresentaram efetividade em substituir o SGS para
avaliacdo do contato com o L. longipalpis [40]. Sugerimos que em estudos de

exposicdo, gatos sejam avaliados com outras proteinas recombinantes em
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detrimento ao MAX, ja que para esse proposito ndo consideramos essa molécula
uma boa alternativa.

Todavia, ressaltamos que o MAX pode interferir em vias imunomoduladoras
no hospedeiro. Esse peptideo j4 foi previamente estudado por propriedades que
interferem diretamente no tipo de resposta imune [16,21,41]. Observamos menor
ocorréncia de LVF em animais positivos para MAX, presumindo-se que o contato
com essa substancia possa ter algum papel relacionado a protecdo contra o
parasito.

Concluimos que felinos sédo expostos ao L. longipalpis sem associacdo dessa
exposicdo com a infeccdo por LVF. Sugerimos que estudos de exposicdo sejam
conduzidos com outras proteinas recombinantes. Animais assintomaticos para LVF,
mas residentes em areas endémica e positivos para retroviroses, especialmente
FELV, devem ser alvo de monitoramento mais cauteloso e estratégias de prevencao

para LV.
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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: Exposicdo ao Lutzomia spp. e infec¢@o por Leishamnia spp.

em felinos domésticos de area endémica.

Pesquisador responséavel: Valéria Marcal Felix de Lima

Cargo/funcéo: Prof. Ass. Unidade ou Departamento  do
Solicitante: DCCRA

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

consequéncia imediata ou tardia do estudo).

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 realizacdo de ensaios




56

soroldgicos para deteccdo de IgG anti-saliva e IgG anti-MAX, em resposta a possivel
exposicao ao Lutzomia longipalpis (vetor da Leishmaniose Visceral) assim como pesquisa
de anticorpos IgG anti-Leishmania e PCR para investigar infecgdo por Leishmania

infantum;

5. Procedimentos que serdo realizados com 0s animais:

De cada animal serdo coletados 3 ml de sangue por puncédo da veia cefalica ou jugular
divididos em trés aliquotas em tubo sem anticoagulante. Sera também coletado 3 ml de
medula 6ssea armazenado em tubo com EDTA por meio da puncéo da regido epifisaria
proximal do iGmero ou da crista iliaca.

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

E importante salientar que a castracéo 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 castracao é oferecida pensando
no beneficio no controle de natalidade desses animais e, consequentemente, na
reducéo da populacéo de gatos errantes no municipio de Aracatuba-SP. Dessa forma, o
pés operatério e quaisquer complicagbes que o0 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 ap6s coleta, claudicacéo transitéria.

Em relagdo a castracdo, podem ocorrer durante o procedimento hemorragias ou
complicacBes decorrentes da anestesia. Vale reforgcar que todo procedimento

anestésico pode acarretar riscos, incluindo o ébito do animal.

Jé& os riscos referentes ao pés 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 nao sejam realizadas as medidas

recomendadas, tais complica¢des sdo inteiramente responsabilidade do tutor.
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7. Beneficios que poderéo ser obtidos:

Clarificacdo quanto a exposicdo da espécie felina ao vetor da Leishmaniose Visceral,

bem como da sua relacdo com o risco da infeccdo por L. infantum. Permitindo dessa

forma suporte cientifico para auxiliar no desenvolvimento de medidas de prevengéo
adequadas para gatos.

Castracdo do animal, melhorando comportamentos relacionados ao estado reprodutivo,
como fugas, auxiliando na prevencao de problemas do trato reprodutivo ou gestacéo

indesejada em fémeas

8. Beneficios aos animais:
Conhecimento, por parte do tutor da positividade para L. infantum; além da contribuicéo
para possiveis medidas de prevencdo para controle da doenca em gatos. Controle

populacional através da esterilizagdo cirlrgica desses animais.

Il - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO REPRESENTANTE LEGAL

1. Sua autorizacdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(s) nesse estudo € voluntaria.
Seu(s) animal(s) podera(&do) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que iSsSo

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 davida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a

pesquisa.

5. Esclarecimento sobre a disposi¢cdo e o compromisso de receber informacfes obtidas

durante o estudo, quando solicitada.

IV — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés ter sido convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador, conforme

registro nos itens 1 a 5 do inciso Ill, consinto em permitir a participacdo de meu(s) céo(aes),

no Projeto de Pesquisa referido no inciso Il.

Assinatura
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APENDICE C — FIGURAS SUPLEMENTARES

Fig 1. Distribuicdo dos gatos positivos para leishmaniose visceral de acordo
com o método diagndstico (ELISA ou gPCR), positividade para retroviroses e
sinais clinicos.

Lesdes de pele
(8/37)

ELISA qPCR
18/283 (6,36%) 22/283 (7,7%)

ECC baixo
(4/37)

Linfoad li
ELISA + gPCR 37/283 43,24 % (16/37)_ infoa (g;-;Tega ia
1,06% ( 3/283) (13,07%)

Blefarite (1/37)

29,72 % (11/37) 5,4% (2/37)
FELV + FIV +

13/37 (35,12%)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Fig 2. Avaliacdo da exposicdo de uma populacdo de area endémica e néo

endémica aos antigenos salivares total (2A) e recombinante (2B) do Lutzomia

longipalpis.
A B
1.0 1.0 *
—
a ’ A ()
) 0.8 ? 0.8 A
<) <)
() _ A
% 0. S 0.6
8 0.4 é 0.4
0N =
€ 024 : € 004
£ 02 £ 02
0.0 0.0
R Red > s
o & o & o o~
oe’(\ S 4 o@é\\ Oé\ %4 2 v\\é{é\\
o & ) RS & &
‘%\Q?Q ? oe\,e, ,%@Q’Q ? 06\9
& N
& &

Nao houve diferenca estatistica entre animais positivos e negativos para Leishmania em relagdo a
positividade para SGS (p =0,7898), enquanto para MAX houve diferenca estatistica (p=0,0117); Teste
qui-quadrado estatisticamente significativo quando p < 0.05. Linha tracejada representa o cut-off de
cada antigeno.

Fonte: Elaborado pela autora.

Fig 3. Correlacdo de entre presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. e
anticorpos Anti-SGS (3A) e Anti-MAX (3B) em felinos de area endémica para
LV.

A B

089 Spearman r= 0,4092: p<0,0001 0.89 Spearman r=0,1703: p =0,0041
O o () o
k=) k=)
% 0.6+ -
T =
£ £
£ 0.4 £
w w
' s
-l -l
= 0.2- >
C [ =
< <

0.0 1 0.0 I 1 1 I | 1

00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0

Anti SGS IgG Anti MAX IgG

Coeficientes de correlacdo e os valores p da analise de Spearman estao indicados.

Fonte: Elaborado pela autora
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Fig 4. Correlacdo de entre presenca de anticorpos anti-SGS e anticorpos Anti-

MAX em felinos de area endémica para LV.

1.0 Spearman r= 01365, p= 00216

Anti SGS 1gG

1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Anti Max IgG

Coeficientes de correlacdo e os valores p da analise de Spearman estdo indicados.

Fonte: Elaborado pela autora.
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APENDICE D — TABELA RESULTADOS GERAIS POR ANIMAL

Tabela 1. Resultados por animal em avaliacdo sorologica e molecular para
Leishmania spp., avaliacdo soroldgica para antigenos salivares e imunocromatografia
para o virus da FIV e FeLV.

IDDiN:II\;IC():SA'I?I;AAo DNA PCR h:flgz\ RESULTADO I\:LEEZ\ RESULTADO l\:flgz\ RESULTADO FELV IV
ng/dL LEISH Leishmania ELISA LV Maxadilan MAX SGS SGS
spp.
1 62 0,22 0,19 0,50 POSITIVO
2 43 POSITIVO 0,15 0,09 0,31
4 4,67 POSITIVO 0,09 0,10 0,22
5 201,1 0,10 0,08 0,40
6 371 0,09 0,15 0,67 POSITIVO
7 15,7 0,10 0,05 0,52 POSITIVO
8 224,8 0,45 POSITIVO 0,45 POSITIVO 0,57 POSITIVO
9 15,8 POSITIVO 0,62 POSITIVO 0,16 0,39 POSITIVO
10 108 0,13 0,10 0,36
11 1377 0,10 0,06 0,30
12 55,3 0,19 0,10 0,41
13 96,5 0,22 0,14 0,45 POSITIVO
14 25,2 0,15 0,10 0,35
15 11,8 0,25 0,13 0,35
17 7,5 0,07 0,05 0,51 POSITIVO
18 7,6 0,15 0,11 0,31
19 304,8 0,21 0,15 0,41
20 132,8 0,12 0,07 0,51 POSITIVO
21 933 0,32 0,10 0,50 POSITIVO
22 1252,9 0,20 0,24 0,47 POSITIVO
23 96,7 0,12 0,07 0,51 POSITIVO
24 36,4 0,19 0,11 0,46 POSITIVO
26 2760,9 0,27 0,15 0,59 POSITIVO
27 1744 0,18 0,21 0,68 POSITIVO
28 698,7 0,17 0,11 0,47 POSITIVO
29 1517,6 0,09 0,06 0,53 POSITIVO
30 673,6 0,27 0,10 0,64 POSITIVO
31 4397 0,09 0,07 0,41
32 552 0,07 0,02 0,13
33 11445 0,19 0,15 0,50 POSITIVO
34 18,8 0,11 0,08 0,28

35 1041 0,25 0,16 0,50 POSITIVO




62

36 5033,4 0,17 0,08 0,36

37 1771,2 0,20 0,04 0,40

38 1406,2 0,18 0,17 0,57 POSITIVO
39 1366,2 0,29 0,12 0,50 POSITIVO
40 2302,8 0,25 0,12 0,50 POSITIVO
41 96,2 POSITIVO 0,55 POSITIVO 0,21 0,82 POSITIVO POSITIVO
42 16,7 POSITIVO 0,12 0,04 0,24

43 384,5 0,12 0,07 0,36

44 3,9 POSITIVO 0,12 0,03 0,34

46 98,3 0,19 0,09 0,40

47 145,5 0,08 0,15 0,20

48 26,1 0,25 0,15 0,44 POSITIVO
49 84,9 0,12 0,04 0,21

50 124,9 0,46 POSITIVO 0,20 0,46 POSITIVO POSITIVO
51 32,1 POSITIVO 0,18 0,06 0,50 POSITIVO POSITIVO
52 12,2 0,05 0,03 0,15

53 44,3 0,11 0,05 0,21

54 30,3 0,17 0,05 0,22

55 23,9 0,16 0,08 0,35

56 189,9 POSITIVO 0,11 0,04 0,47 POSITIVO
57 11,6 0,14 0,04 0,32

58 17,2 0,28 0,05 0,49 POSITIVO
63 711,5 0,11 0,02 0,43 POSITIVO
65 73 0,33 0,09 0,81 POSITIVO
66 140,1 0,22 0,04 0,49 POSITIVO
68 45,5 0,23 0,05 0,41

69 100,8 0,18 0,03 0,42

70 192,2 POSITIVO 0,12 0,05 0,39

71 7243 0,18 0,04 0,35

72 46,9 0,15 0,04 0,46  POSITIVO
73 55,2 0,24 0,06 0,66 POSITIVO
74 552,1 0,09 0,01 0,17

75 41,4 0,05 0,01 0,27

76 308,8 0,08 0,02 0,22

77 933 0,49 POSITIVO 0,32 POSITIVO 0,56 POSITIVO
78 153 0,16 0,04 0,34

79 856,2 0,19 0,11 0,50 POSITIVO
80 122,2 0,53 POSITIVO 0,31 POSITIVO 0,58 POSITIVO
81 197,6 POSITIVO 0,07 0,02 0,29

82 4879 0,21 0,05 0,47 POSITIVO
83 486,1 0,26 0,09 0,54 POSITIVO
84 519,6 0,09 0,02 0,33
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85 398,9 0,06 0,02 0,19
86 623,6 0,09 0,05 0,35
88 97,1 0,14 0,04 0,56 POSITIVO
89 655,8 0,09 0,02 0,28
90 5244 0,17 0,08 0,48 POSITIVO
91 576 0,45 POSITIVO 0,10 0,62 POSITIVO
93 846,6 0,09 0,02 0,52 POSITIVO
94 42,7 0,11 0,03 0,53 POSITIVO
95 886,4 0,13 0,06 0,37
96 678 0,15 0,11 0,49 POSITIVO
97 887,7 0,12 0,05 0,41
98 487,99 0,14 0,05 0,45 POSITIVO
99 151,1 0,15 0,07 0,34
100 413,7 0,13 0,12 0,20
101 497 0,12 0,06 0,60 POSITIVO
102 1125,3 0,11 0,09 0,46  POSITIVO
103 3265 0,13 0,04 0,28
104 598,4 0,16 0,07 0,34
105 1544,6 0,11 0,00 0,34
106 101,9 0,17 0,01 0,56 POSITIVO
107 394,4 0,16 0,14 0,43 POSITIVO
108 339,2 0,11 0,27 POSITIVO 0,53 POSITIVO
109 884 0,14 0,05 0,42
110 272,2 0,28 0,10 0,43 POSITIVO
111 487,6 0,11 0,05 0,40
112 360,2 0,33 0,10 0,62 POSITIVO
113 690,4 0,22 0,11 0,54 POSITIVO
116 152,4 0,23 0,10 0,44 POSITIVO
117 107,8 0,18 0,26 POSITIVO 0,49 POSITIVO
118 362 0,12 0,03 0,18
119 144,2 0,18 0,10 0,34
120 311,5 0,15 0,06 0,24
121 359,2 0,24 0,14 0,63 POSITIVO
122 515,1 0,09 0,10 0,36
123 3234,2 0,05 0,07 0,36
124 293,6 0,08 0,24 POSITIVO 0,45 POSITIVO
127 2047,8 0,16 0,30 POSITIVO 0,40
128 1659,5 0,19 0,19 0,44  POSITIVO
131 112,9 0,53 POSITIVO 0,06 0,33
132 1864,5 0,07 0,46 POSITIVO 0,46  POSITIVO
133 133 0,21 0,12 0,54 POSITIVO
134 793 0,26 0,04 0,24
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135 46,9 POSITIVO 0,09 0,10 0,35

136 1843,8 0,06 0,07 0,28

137  660,2 0,09 0,26  POSITIVO 0,39

138 186,4 0,14 0,13 0,38

139 9493 0,09 0,10 0,37

140 142 0,17 0,08 0,42

141 811,1 0,45 POSITIVO 0,06 0,34 POSITIVO
142 519,4 0,26 0,07 0,30

143 320,5 0,09 0,13 0,49 POSITIVO
144 2885 0,11 0,05 0,27

145 2517,3 0,13 0,20 0,31

146 1958,6 0,15 0,05 0,30

147 911,7 0,12 0,26  POSITIVO 0,66 POSITIVO
148 910,8 0,14 0,10 0,44  POSITIVO
150 1781,2 0,15 0,21 0,47 POSITIVO
151 18,9 0,13 0,05 0,30

152 48 0,12 0,19 0,47 POSITIVO
153 1734,4 0,11 0,35  POSITIVO 0,35

154 2467,9 0,13 0,16 0,37

156 1324,8 0,16 0,28  POSITIVO 0,61 POSITIVO
157 937, 0,11 0,35  POSITIVO 0,70  POSITIVO
158 2288,7 0,06 0,24 0,52 POSITIVO
159 3128,5 0,09 0,17 0,39

160 1885,4 0,42 POSITIVO 0,50  POSITIVO 0,38 POSITIVO
162 1166,5 0,08 0,31  POSITIVO 0,47 POSITIVO
163 2329,7 0,16 0,27  POSITIVO 0,40

166 941,3 0,16 0,31  POSITIVO 0,46  POSITIVO
167 1495,9 0,17 0,27  POSITIVO 0,64 POSITIVO
168 1121,7 0,07 0,08 0,80 POSITIVO
169 497,8 0,07 0,14 0,20

170 2574,3 0,10 0,17 0,45 POSITIVO
171 4356 0,05 0,08 0,26

172 1009,4 0,08 0,09 0,47 POSITIVO
173  865,5 0,09 0,09 0,36

174 106,3 0,06 0,09 0,31

175 87,3 0,11 0,09 0,56 POSITIVO
177 63  POSITIVO 0,09 0,08 0,60 POSITIVO
179 12,4 0,07 0,08 0,53  POSITIVO
180 103,2 0,12 0,13 0,32

181 149,8 0,18 0,18 0,17

182 14,8 0,08 0,15 0,33

184 52,8 0,15 0,12
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185 122,1 0,20

186 19,2 0,08 0,07 0,38

187 18,7 0,05 0,07 0,22

188 20,9 0,15 0,42 POSITIVO 0,37

189 28,6 0,44 POSITIVO
190 68,8 0,11 0,07 0,49 POSITIVO
191 1493,7 0,05 0,07 0,36

192 33,6 0,34 0,13 0,44 POSITIVO
193 1334,2 0,06 0,03 0,33

195 421,8 0,38 POSITIVO 0,35 POSITIVO 0,45 POSITIVO POSITIVO
196 97,1 0,12 0,08 0,29

197 330,2 0,05 0,02 0,20

198 1247,2 0,46 POSITIVO
199 57,4 0,10 0,18 0,42

200 17,4 0,23 0,23 0,38

201 64 0,28 0,32 POSITIVO 0,41

202 108,6 0,16 0,02 0,60 POSITIVO
203 196,6 0,19 0,07 0,74  POSITIVO
204 871,6 0,14 0,06 0,31

205 354 0,05 0,02 0,15

206 41,4 0,05 0,03 0,29

207 24,2 0,10 0,09 0,82 POSITIVO
208 198 POSITIVO 0,10 0,38 POSITIVO 0,31 POSITIVO
209 174,9 0,10 0,27 POSITIVO 0,47 POSITIVO
210 166,6 0,40 POSITIVO 0,40 POSITIVO 0,53 POSITIVO
211 27,1 0,06 0,13 0,27

212 99,1 0,22 0,60 POSITIVO 0,23

213 2023,5 0,27 0,36 POSITIVO 0,56 POSITIVO
214 201,6 0,17 0,19 0,35

215 333,5 0,10 0,22 0,55 POSITIVO
216 16,4 0,06 0,10 0,28

219 80,1 0,12 0,33 POSITIVO 0,31

220 38,3 0,37 POSITIVO 0,42 POSITIVO 0,31 POSITIVO
221 566,4 0,07 0,14 0,19

222 57,7 POSITIVO 0,42 POSITIVO 0,15 0,43 POSITIVO
223 47,1 0,06 0,11 0,27

224 18,1 0,06 0,49 POSITIVO 0,27

225 98,3 0,09 0,23 0,46  POSITIVO
226 49,1 0,12 0,42 POSITIVO 0,51 POSITIVO
227 149,8 0,13 0,17 0,60 POSITIVO
228 42,2 0,15 0,34 POSITIVO 0,18

229 47 0,08 0,28 POSITIVO 0,24




66

230 47,4 0,08 0,19 0,23

231 278 0,09 0,21 0,35

232 20,7 0,10 0,06 0,41

233 28,1 0,23 0,42

234 33,6 POSITIVO 0,16 0,18 0,35

235 52,8 0,09 0,33  POSITIVO 0,26

236 52,6 0,18 0,40  POSITIVO 0,45 POSITIVO
237 57,8 0,08 0,13 0,30

238 16,8 POSITIVO 0,14 0,19 0,20

239 728 0,10 0,30  POSITIVO 0,29

240 59,1 0,12 0,36  POSITIVO 0,47  POSITIVO
242 140,4 0,08 0,29  POSITIVO 0,55 POSITIVO
243 24,6 0,15 0,34  POSITIVO 0,39

244 156 0,04 0,12 0,21

245 26,7 0,09 0,39  POSITIVO 0,53  POSITIVO
247 66,2 0,09 0,30  POSITIVO 0,23

248 20,2 POSITIVO 0,07 0,18 0,39

250 29,4 0,06 0,10 0,39

251 58,4 0,08 0,20 0,25

252 60,1 0,07 0,24  POSITIVO 0,30

253 35,1 0,07 0,35  POSITIVO 0,08

254 19,1 0,14 0,21 0,41

255 39,9 0,13 0,52  POSITIVO 0,70  POSITIVO
256 48,6 0,06 0,22 0,48  POSITIVO
257 230,5 0,12 0,26  POSITIVO 0,24

258 21,2 0,44 POSITIVO 0,42  POSITIVO 0,40

259 77,2 0,10 0,15 0,35

260 68,8 0,11 0,14 0,48  POSITIVO
262 12 0,06 0,15 0,54 POSITIVO
263 57,9 POSITIVO 0,08 0,25  POSITIVO 0,36

264 71,2 0,10 0,14 0,38

265 54,8 0,08 0,09 0,19

266 29,9 0,24 0,47  POSITIVO 0,40

267 1123 0,13 0,46  POSITIVO 0,53  POSITIVO
268 36,2 0,20 0,19 0,36

269 44,2 POSITIVO 0,16 0,19 0,30

270 110,6 0,14 0,32  POSITIVO 0,40

272 68,9 0,10 0,13 0,20

274 65,1 0,04 0,10 0,17

275 94,7 POSITIVO 0,13 0,29  POSITIVO 0,60 POSITIVO  POSITIVO
276 63,3 0,16 0,27  POSITIVO 0,48  POSITIVO
277 1035,8 0,10 0,22 0,55 POSITIVO
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278 77,8 0,02 0,04 0,14

279 71,2 0,04 0,19 0,11

280 52,8 0,06 0,36 POSITIVO 0,27

281 19,3 0,04 0,25 POSITIVO 0,19

282 90,2 0,28 0,51 POSITIVO 0,30

283 38,6 0,09 0,14 0,29

285 89,4 0,05 0,17 0,28

286 63 0,07 0,11 0,32

288 51,2 0,06 0,11 0,39

290 76,9 0,08 0,31 POSITIVO 0,26

291 473 0,06 0,11 0,22

292 118,2 0,04 0,22 0,27

294 227,7 0,10 0,14 0,32

295 806,6 0,13 0,20 0,46 POSITIVO
296 55,2 0,04 0,26 POSITIVO 0,32

297 398,9 0,07 0,34 POSITIVO 0,27

298 195,8 0,07 0,21 0,23

302 31,9 POSITIVO 0,15 0,79 POSITIVO 0,40

303 92 0,10 0,25 POSITIVO 0,62 POSITIVO
305 804 0,31 0,56 POSITIVO 0,46 POSITIVO
306 944 0,23 0,50 POSITIVO 0,37

307 214,5 0,13 0,29 POSITIVO 0,37

310 26 0,15 0,19 0,57 POSITIVO
311 239,2 0,07 0,12 0,34

312 144,8 0,08 0,18 0,37

313 1243,1 0,31 0,34 POSITIVO 0,40

314 132,8 0,05 0,16 0,40

317 19 POSITIVO 0,09 0,17 0,48 POSITIVO POSITIVO
319 36 0,22 0,37 POSITIVO 0,43 POSITIVO
321 385,1 0,07 0,22 0,19

322 144 0,16 0,21 0,25

326 37,1 0,05 0,05 0,33

328 69,1 0,67 POSITIVO 0,33 POSITIVO 0,49 POSITIVO POSITIVO
329 1773 0,71 POSITIVO 0,64 POSITIVO 0,42 POSITIVO
333 144,8 0,23 0,18 0,71  POSITIVO
336 19,5 0,18 0,14 0,34

337 3458 0,13 0,29 POSITIVO 0,50 POSITIVO
338 228,7 0,12 0,13 0,41

339 859,2 0,13 0,12 0,33

340 291,7 0,06 0,18 0,26

Fonte: Elaborado pela autora.
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readers outside a specialty or those whose first language is not English. Editors will make suggestions for

how to achieve this, as well as suggestions for cuts or additions that could be made to the article to

strengthen the argument. Our aim is to make the editorial process rigorous and consistent, but not intrusive

or overbearing. Authors are encouraged to use their own voice and to decide how best to present their
ideas, results, and conclusions.

Related information for authors

> PLOS Writing Center

v

v

v

v v v

Submission system

Journal scope and publication criteria

Getting started guide

Guidelines for other article types
Guidelines for revisions

Publication fees

Style and Format

o When you first submit to the journal, providing you include all the necessary information needed for editorial assessment
and review, we will not ask you to make any formatting changes. During resubmission, we may ask you to meet
formatting requirements.

File format

Length

Font

Headings

Layout and
spacing

Page and line
numbers

Tables

Supporting
Information

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 “Symbol”. To add symbols to the

manuscript, use the Insert — Symbol function in your word or paste in the iate Unicode
character.

Limit manuscript sections and sub-sections to 3 heading levels. Make sure heading levels are clearly indicated
in the manuscript text.

Manuscript text should be double-spaced.

Do not format text in multiple columns.

Include page numbers and line numbers in the manuscript file. Use continuous line numbers (do not restart the
numbering on each page).

Insert tables i i after the first in which they are cited.

Upload ing Ir (Sl) files

https://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines

114

69



27/11/2022 12:54

Requested at Submission

70

Submission Guidelines | PLOS Neglected Tropical Diseases

Guidelines for Specific Study
Types
Other Article Types Language

YYou may be eligible for APC
support

F are not i If your i ins footnotes, move the information into the main text or
the reference list, depending on the content.

Manuscripts must be submitted in English.

YYou may submit translations of the manuscript or abstract as supporting information. Read the supporting
information guidelines.

Reference
style

Equations

Nomenclature

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

Keep abbreviations to a minimum.

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

See reference formatting examples and additional instructions below.

We recommend using MathType for display and inline equations, as it will provide the most reliable outcome. If
this is not possible, Equation Editor or Mi 's Insert—Equation function is acceptable.

Avoid using MathType, Equation Editor, or the Insert—Equation function to insert single variables (e.g., “a® + b?
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Use correct and i T possible.

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

Drugs Provide the Recommended International Non-Proprietary Name (rINN).

Write in italics (e.g., Homo sapiens). Write out in full the genus and species, both in the title
Species of the manuscript and at the first mention of an organism in a paper. After first mention, the
names first letter of the genus name followed by the full species name may be used (e.g., H.
sapiens).

Write in italics. Use the name by g the appropriate genetic
nomenclature database (e.g., HUGO for human genes). It is sometimes advisable to
indicate the synonyms for the gene the first time it appears in the text. Gene prefixes such
as those used for or cellular ization should be shown in roman typeface
(e.g., v-fes, c-MYC).
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and alleles

The ic allergen of the World Health Organization/International Union
of Immunological Societies (WHO/IUIS) Allergen Nomenclature Sub-committee should be
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WHO/IUIS Allergen Nomenclature site.

Allergens
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should be done before initial submission. These services can be found on the web using search terms like “scientific editing
service" or “manuscript editing service”.

Note that if your manuscript is accepted, PLOS will not perform a detailed copyediting step. Therefore, please carefully
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@ Ready to format your provisionally d ipt?
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preview page to download a high-resolution version of each figure. Links to load Supporting Ir files are also
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Title Length
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title characters

Short 70
title characters
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Specific, descriptive, concise, and

comprehensible to readers outside
the field
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SODIS and childhood diarrhoea
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All authors must meet the criteria for authorship as outlined in the authorship policy. Those who contributed to the work
but do not meet the criteria for ip can be menti in the A Read more about
Acknowledgments.

The corresponding author must provide an ORCID iD at the time of submission by entering it in the user profile in the
system. Read more about ORCID.

Author names and affliations
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 (or initials, if used)
> Middle name (or initials, if used)

> Last name (surname, family name)

Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department, 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 clearly 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 title 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.

Author names will be published exactly as they appear in the manuscript file. Please double-check the information
carefully to make sure it is correct.

Corresponding author

The submitting author is automatically designated as the corresponding author in the submission
system. The corresponding author is the primary contact for the journal office and the only author able to
view or change the manuscript while it is under editorial consideration.

The corresponding author role may be transferred to another coauthor. However, note that transferring the
corresponding author role also transfers access to the manuscript. (To designate a new corresponding
author while the manuscript is still under consideration, watch the video tutorial below.)

Only one corresponding author can be designated in the submission system, but this does not restrict the
number of corresponding 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 corresponding author listed on the title page of the
manuscript.

° How to select a new corresponding author in Editorial Manager

Ly

ow,to|SelectialCoauthor,toJAct/as the Corresponding AUt

Consortia and group authorship

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 criteria.
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€ Read the group authorship policy.

Author contributions

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 author is responsible 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.

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

> Why is this manuscript suitable for publication in PLOS Neglected Tropical Diseases?

> Why will your study inspire the NTDs community, and how will it drive the ing of NTD biol
prevention, treatment, control, or policy?

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

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

ple title, author list, and affiliations page (PDF)

© oo

Abstract

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

The Abstract should be succinct; it must not exceed 250-300 words. Authors should mention the
techniques used without going into methodological detail and summarize the most important results with
important numerical results given.

The Abstract is conceptually divided into the following three sections with these headings: Background,
Methodology/Principal Findings, and Conclusions/Significance.

Do not include any citations. Avoid specialist abbreviations.
Author Summary

We ask that all authors of research articles include a 150-200 word non-technical summary of the work,
immediately following the Abstract. Subject to editorial review and author revision, this short text is
published with all research articles as a highlighted text box.

Distinct from the scientific abstract, the Author Summary should highlight where the work fits in a broader
context of life science knowledge and why these findings are important to an audience that includes both
scientists and non-scientists. Ideally aimed to a level of understanding of an undergraduate student, the
significance of the work should be presented simply, objectively, and without exaggeration.

Authors should avoid the use of acronyms and complex scientific terms and write the author summary

using the first-person voice. Authors may benefit from consulting with a science writer or press officer to
ensure that they effectively communicate their findings to a general audience.

Example Author Summaries

A Hybrid Photoreceptor Expressing Both Rod and Cone Genes in a Mouse Model of Enhanced S-Cone Syndrome
Life in Hot Carbon Monoxide: The C lete Genome of C Z-2901
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The introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As you compose the
Introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a brief review of the key literature. If
there are relevant controversies or disagreements in the field, they should be mentioned so that a non-
expert reader can delve into these issues further. The Introduction should conclude with a brief statement
of the overall aim of the experiments and a comment about whether that aim was achieved.

Methods

This section should provide enough detail for reproduction of the findings. Protocols for new methods
should be included, but well-established protocols may simply be referenced. Detailed methodology or
supporting information relevant to the methodology can be published on our web site.

This section should also include a section with descriptions of any statistical methods employed. These
should conform to the criteri tlind y_the Uniform Requirements, as follows:

Describe statistical methods with enough detail to enable a knowledgeable reader with access to the original data to judge its
appropriateness for the study and to verify the reported results. When possible, quantify findings and present them with
\ppropriate indi of error or inty (such as intervals). Avoid relying solely on statistical
hypothesis testing, such as P values, which fail to convey important information about effect size and precision of estimates.
References for the design of the study and statistical methods should be to standard works when possible (with pages
stated). Define statistical terms, abbreviations, and most symbols. Specify the statistical software package(s) and versions

used. Distinguish p ified from expi y group

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 (DOIs).

To include a link to a protocol in your article:

1. Describe your step-by-step protocol on pi .i0
2. Select Get DOI to issue your protocol a persistent digital object identifier (DOI)

3. Include the DOI link in the Methods section of your manuscript using the following format provided by protocols.io:
http:/dx.doi.org/10.17504/protocols.io.[PROTOCOL DOI]

At this stage, your protocol is only visible to those with the link. This allows editors and reviewers to consull
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 protocol(s) will automatically be made public when your
article is published.

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 articles.

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 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 supporting_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 Requirements, authors that present statistical data in the Results section should
do the following:

Give numeric results not only as derivatives (for P but also as the absolute numbers from which the
derivatives were calculated, and specify the statistical significance attached to them, if any. Restrict tables and figures to
those needed to explain the argument of the paper and to assess supporting data. Use graphs as an alternative to tables
with many entries; do not duplicate data in graphs and tables. Avoid hnical uses of terms in istics, such
as “random” (which implies a randomizing device), ‘normal,” “significant,” “correlations,” and “sample.”

Discussion
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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 research build on these observations 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 journals 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
L in the Ackr its.

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

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

> Published or accepted manuscripts

> Manuscripts on preprint servers, providing the manuscript has a citable DOI or arXiv URL.
Do not cite the following sources in the reference list:

> 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.

v

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

v

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 is 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 concern before your article is published, and if you feel it is appropriate to cite the
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 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

all will be linked ically as much as possible to the papers they cite, proper formatting of
references is crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the International 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 current style file that can assist you with the formatting of your references. If
you have pi with any p please contact the source company's technical support.

Journal name abbreviations should be those found in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) databases.

Source Format
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Online articles

Books

Book chapters

Deposited
articles (preprints,
e-prints, or arXiv)

Published media
(print or online
newspapers and
magazine articles)

New media (blogs,
web sites, or other
written works)

Masters' theses or
doctoral

dissertations

Databases and

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun B, et al. cDNA, genomic sequence cloning and
overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda melanoleuca). Genet
Mol Res. 2011;10: 1576-1588.

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. Susceptibility to SLE in South Indian Tamils may be
infl by genetic ion p! on TLR2 and TLR9 genes. Mol Immunol. 2014 Nov 22. pii:
S0161-5890(14)00313-7. doi: 10.1016/j.molimm.2014.11.005.

Note: A DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in addition to traditional
volume and page numbers. When providing a DOI, adhere to the format in the example above with both
the label and full DOI included at the end of the reference (doi: 10.1016/j.molimm.2014.11.005). Do not
provide a shortened DOI or the URL.

Same as published articles, but substitute “Forthcoming” for page numbers or DOI.

Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of isatic tual
Global Health. 2005;1: 14. Available from: http://www.globalizationandhealth. oom/conlenl/1l1l14

Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia: University of
Pennsylvania Press; 1992.

Hansen B New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse GB, editors. AIDS and
the Beth: National Insti of Health; 1991. pp. 21-28.

Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amino acid metabolism conflicts
with protein diversity. arXiv:1403.3301v1 [Preprint]. 2014 [cited 2014 March 17]. Available from:
https://128.84.21.199/abs/1403.3301v1

Kording KP, Mensh B. Ten simple rules for structuring papers. BioRxiv [Preprint]. 2016 bioRxiv 088278

[posted 2016 Nov 28; revised 2016 Dec 14; revised 2016 Dec 15; cited 2017 Feb 9]: [12 p.]. Available
from: https://www.biorxiv.org/content/10.1101/088278v5 doi: 10.1101/088278

Fountain H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate Change Is Another Danger. The New
York Times. 2014 Jan 29 [Cited 2014 March 17]. Avallable from:
http://www.nytimes.com/2014/01/30/sci h taking-toll ins-study-finds.htm!

Allen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS Blogs [Internet]. San
Francisco: PLOS 2006 - . [about 2 screens]. Available from:

http://blogs.plos 010/09/announcing-plos-blogs/.
Wells A. Exp g the devi of the indep: electronic, journal. M.Sc. Thesis, The
University of 1999. Avai from: http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09

Roberts SB. QPX Genome Browser Feature Tracks; 2013 [cited 2013 Oct 5]. Database: figshare

(Figshare, arXiv)
Multimedia

(videos, movies,
or TV shows)

Supporting information

[ ] i from: http://figshare icles/QPX_Genome Browser Feature Tracks/701214

Hitchcock A, producer and director. Rear Window [Film]; 1954. Los Angeles: MGM.

Authors can submit essential supporting files and multimedia files along with their manuscripts. All
supporting information will be subject to peer review. All file types can be submitted, but files must be
smaller than 20 MB in size.

Authors may use almost any description as the item name for a supporting information file as long as it
contains an “S” and number. For example, “S1 Appendix” and “S2 Appendix,” “S1 Table” and “S2
Table,” and so forth.

Supporting information files are published exactly as provided, and are not copyedited.

About the Journal

Style and Format

Supporting information captions

List supporting information captions at the end of the manuscript file. Do not submit captions in a separate
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The file number and name are required in a caption, and we highly recommend including a one-line title as
well. You may also include a legend in your caption, but it is not required.
Example caption

51 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional.

In-text citations.

We recommend that you cite supporting information in the manuscript text, but this is not a requirement. If
you cite supporting information in the text, citations do not need to be in numerical order.

0 Read the ing i idelines for more details about itting ing infs ion and
files.
Figures and Tables
Figures
You can include figures in the main manuscript file at initial ission. If the ript reaches the

revise stage, prepare and submit each figure as an individual file.

Cite figures in ascending numeric order at first app ce in the ript file.
€ Read the guidelines for figyres.

Figure captions

Insert figure captions in manuscript text, immediately following the paragraph where the figure is first cited
(read order). Don't include captions as part of the figure files themselves or submit them in a separate
document.

At a minimum, include the following in your figure captions:

> A figure label with Arabic and “Figure” abbreviated to “Fig” (e.g. Fig 1, Fig 2, Fig 3, eic). Match the label of your
figure with the name of the file uploaded at submission (e.g. a figure citation of *Fig 1" must refer to a figure file named
“Fig1.tif").

» A concise, descriptive title

The caption may also include a legend as needed.
€) Read more about figure cagtions.

Tables
Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file,

Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is first cited (read order). Do
not submit your tables in separate files.

Tables require a label (e.g., “Table 17) and brief descriptive title to be placed above the table. Place
legends, footnotes, and other text below the table.

€) Read the guidelines for tables.

Data reporting

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted manuscript should be
deposited in an appropriate public repository, unless already provided as part of the submitted article.

€) Read our policy on data availability.

Repositories may be either subject-specific (where these exist) and accept specific types of structured
data, or generalist repositories that accept multiple data types. We recommend that authors select
repositories appropriate to their field. Repositories may be subject-specific (e.g., GenBank for sequences
and PDB for structures), general, or institutional, as long as DOIs or accession numbers are provided and
the data are at least as open as CC BY. Authors are encouraged to select repositories that meet accepted
criteria as trustworthy digital repositories, such as criteria of the Centre for Research Libraries or Data Seal
of Approval. Large, international databases are more likely to persist than small, local ones.

https:/fjournals.plos.org/plosntds/s/
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€ Seeourlistof repositories.

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have integrated our
submission process with a select set of data repositories. The list is neither representative nor exhaustive
of the suitable repositories available to authors. Current repository integration partners include Dryad and
FlowRepository. Please contact data@plos.org to make recommendations for further partnerships.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner repository:

v

Deposit data in the integrated repository of choice.

v

Once deposition is final and complete, the repository will provide you with a dataset DOI (provisional) and private URL for
reviewers to gain access to the data.

v

Enter the given data DOI into the full Data Availability Statement, which is requested in the Additional Information section of
the PLOS submission form. Then provide the URL passcode in the Attach Files section.

If you have any questions, please email us.
Accession numbers

All appropriate data sets, images, and information should be deposited in an appropriate public repository.
S ist of i s

Accession numbers (and version numbers, if appropriate) should be provided in the Data Availability
Statement. Accession numbers or a citation to the DOI should also be provided when the data set is
mentioned within the manuscript.

In some cases authors may not be able to obtain accession numbers of DOIs until the manuscript is
accepted; in these cases, the authors must provide these numbers at acceptance. In all other cases, these
numbers must be provided at full submission.

Identifiers

As much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities such as genes,
proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public database, for example:

> Ensembl

> Entrez Gene

> FlyBase

> InterPro

> Mouse G D (MGD)

> Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

> PubChem

Identifiers should be provided in parentheses after the entity on first use.
Small and macromolecule crystal data

Manuscripts reporting new and unpublished three-dimensional structures must include sufficient supporting
data and detailed descriptions of the methodologies used to allow the reproduction and validation of the
structures. All novel structures must have been deposited in a community endorsed database prior to
submission (please see our list of recommended repositories).

Small molecule single crystal data

Authors reporting X-Ray crystallographic structures of small organic, metal-organic, and inorganic
molecules must deposit their data with the Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), the Inorganic
Crystal Structure Database (ICSD), or similar community databases providing a recognized validation
functionality. Authors are also required to include the relevant structure reference numbers within the main
text (e.g. the CCDC ID number), as well as the crystallographic information files (.cif format) as
Supplementary Information, along with the checkCIF validation reports that can be obtained via the
International Union of Crystallography (IUCr).

Macromolecular structures

Authors reporting novel macromolecular structures must have deposited their data prior to submission with
the Worldwide Protein Data Bank (wwPDB), the Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB), the
Electron Microscopy Data Bank (EMDB), or other community databases providing a recognized validation
functionality. Authors must include the structure reference numbers within the main text and submit as
Supplementary Information the official validation reports from these databases.

Striking image
You can upload a visually striking image alongside your submission, which we may use to showcase your

article through PLOS' online channels. We choose the monthly issue image from the striking images
submitted with articles scheduled for publication.

https://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines
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Submission Criteria

v

Choose an image that represents the article in a striking and eye-catching way.

v

It can be derived from a figure or supporting information file from the paper, and it may be a cropped portion of an image or
the entire image.

v

Alternatively, you can create or source an image, as long as it adheres to our CC BY license.

v

High resolution: between 300-600 dpi

v

Single panel

v

Ideally avoid added details like text, scale bars, and arrows.

How to Submit

1. Submit your striking image to the submission system using the file type “Striking Image”.

2. Upload a sep: file with the ponding caption.

If no striking image is uploaded, a member of the journal team will choose an appropriate image, which
may be a figure from the submission or a separately sourced CC BY image.

o Striking images should not contain potentially identifying images of people. Read our policy on identifying information.

The PLOS licenses and copyright policy also applies to striking images.

Additional Information Requested at Submission

Financial Disclosure Statement

This information should describe sources of funding that have supported the work. If your manuscript is
published, your statement will appear in the Funding section of the article.

Include your statement in the Financial Disclosure section of the initial submission form.
The statement should include:
> Specific grant numbers

> Initials of authors who received each award
> URLSs to sponsors’ websites
Also state whether any sponsors or funders (other than the named authors) played any role in:
> Study design
> Data collection and analysis
> Decision to publish

> Preparation of the manuscript

If they had no role in the research, include this sentence: “The funders had no role in study design, data
collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.”

If the study was unfunded, include this sentence as the Financial Disclosure statement: “The author(s)
received no specific funding for this work."

o Read our policy on disclosure of funding sources.

Competing interests

The corresponding author is asked at submission to declare, on behalf of all authors, whether there are an
financial, personal, or professional interests that could be construed to have influenced the work.

Any relevant competing interests of authors must be available to editors and reviewers during the review
process and will be stated in published articles.

€ Read our policy on competing interests.

Related manuscripts

When submitting a manuscript, all authors are asked to indicate that they do not have a related or duplicate
manuscript under consideration (or accepted) for publication elsewhere. If related work has been or will be
submitted elsewhere or is in press elsewhere, then a copy must be uploaded with the article submitted to
PLOS. Reviewers will be asked to comment on the overlap between related submissions.

Read our policies on related manuscripts.

https://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines 1114
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(i)

Preprints

PLOS encourages authors to post preprints to accel the di ination of research. Posting a
manuscript on a preprint server does not impact consideration of the manuscript at any PLOS journal.

Authors posting preprints on bioRxiv or medRxiv can choose to concurrently submit their manuscripts to
relevant PLOS journals through the direct transfer service.

Authors submitting manuscripts in the life and health sci to PLOS Neglected Tropical Diseases may
choose to have PLOS forward their submission to bioRxiv or medRxiv, depending on the scope of the
paper, for consideration for posting as a preprint.
€) Read more about preprints.
Learn how to post a preprint to bioRxiv or medRxiv at PLOS Neglecled Tropical Diseases.

Reviewer and editor suggestions

We ask authors to suggest suitable editors and at least four potential reviewers when submitting their
manuscript. Bear in mind any potential competing interests when making these suggestions. It is not

appropriate to suggest recent collaborators or other researchers at your institution. See our policy on
competing interests for more information.

Guidelines for Specific Study Types

Study design, reporting, and analy are d against all rel t h and methodological
technique standards held by the community. Guidelines for specific study types are outlined below.

Human and animal research

All research involving humans and animals must have been approved by the authors' institutional review
board or equivalent committee(s), and that board must be named by the authors in the manuscript. For
research involving human participants, informed consent must have been obtained (or the reason for lack
of consent explained, e.g. the data were analyzed anonymously) and all clinical investigation must have
been conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki. It must be stated in
the Methods section of the paper whether informed consent was written or oral. If informed consent was
oral, it must be stated in the paper: (a) why written consent could not be obtained, (b) that the IRB
approved the use of oral consent, and (c) how oral consent was documented.

Authors should be able to submit, upon request, a 1t from the h ethics committee or
institutional review board indicating approval of the research. We also encourage authors to submit a
le of a patient form, and may require submission on particular occasions.

All animal work must have been conducted according to relevant national and international guidelines. In
accordance with the recommendati of the Weatherall report, The use of non-human primates in
research, we specifically require authors to include details of animal welfare and steps taken to ameliorate

suffering in all work involving non-human primates. The institution that approved the study must be named,

and it must be stated in the paper that the study was conducted adhering to the institution’s guidelines for
animal husbandry.

Patient privacy and inf d for publicati

Our human participant policy conforms to the Uniform Requirements of the Intemational Committee of Medical Journal

Editors:

Patignts have a right o privacy that showld not be infringed without i consent. Identifying ir ion should not be
biished in written i h hs, and pedig unfess the inf is ial for scientif and

the patient (or parent or guardian) gives writlen i consent for publicali consent for this purpose requires

that the patient be shown the ot fo be publ: Complete ity is difficulf to achieve, and informed consent

for publication should be oblained if there is any doubt. If data are changed fo protect anonymily, authors should provide

assurance that alterations of the data do not distort scientifi ing. When inft consent has been oblained it should

be indicated in the published article.

For papers that include identifying i or ially i g authors must download the Consent
Form for Publication in a PLOS Journal (below), which the patient, parent, or guardian must sign once they have read the
paper and been informed about the terms of the PLOS content license.

Once authors have obtained the signed consent form, it should be filed securely in the patient's case notes and the
manuscript submitted to PLOS should include this statement indicating thal specific consent for publication was oblained:
“The patients in this manuscript have given written informed consent (as outlined in the PLOS consent form) to publication of
their case details.”

e Download the PLOS consent form (PDF):

» English

https:/fjournals.plos.org/plosntds/s/
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> French

Portuguese

v

v

Spanish
> Chinese

Clinical trials

PLOS follows the World Health Organization’s (WHO)_definition of a clinical trial:

A clinical trial is any study that prospecti assigns human participants or groups of humans to one or more
health-related interventions to evaluate the effects on health outcomes [...] Interventions include but are not restricted to
drugs, cells and other bi ical p surgical p 3 i ic p , devices,

pi f- hi pi ive care, etc.

Registering Clinical Trials

Al clinical trials submitted to PLOS journals must be entered in a publicly accessible registry approved by
the WHO or ICMJE. See the list of approved registries.

PLOS journals consider prospective trial registration (that is, registration before participant enroliment has
begun) to be best publication practice, as recommended by the ICMJE. Clinical trials that began to enroll
participants before ICMJE recommendations took effect on July 1, 2005 may be retrospectively registered.

More information about trial registration, including the WHO definition of a clinical trial, is in the ICMJE
EAQ.

PLOS Neglected Tropical Diseases is unlikely to publish clinical trials that are not prospectively registered.
We recognize, however, that in rare cases late registration may occur for exceptional reasons that merit
consideration. Authors seeking evaluation by PLOS Neglected Tropical Di: of a non—

prospectively registered clinical trial must provide a compelling reason for lack of prospective registration.

In addition, as for all PLOS journals, authors wishing to submit a clinical trial that was not publicly
registered before participant enroliment began must register the trial retrospectively in a publicly accessible
registry. They must also:

> Register all related clinical trials and confirm they have done so in the Methods section

> Explain in the Methods the specific reasons for failing to register before participant enroliment

> Confirm that future trials will be registered prospectively

PLOS journal editors may decline to further consider any clinical trial for which, in the editor’s judgment,
absence of prospective registration raises concerns of selective publication or selective reporting of
research outcomes.

PLOS supports the public disclosure of all clinical trial results, as mandated, for example, by the 2007
FDA Amendments Act. Prior disclosure of results on a clinical trial registry site will not affect consideration.

Required Documentation

Clinical trial reports must adhere to the relevant reporting guidelines for their study design, such as
CONSORT for randomized controlled trials, TREND for non-randomized trials, and other specialized
guidelines as appropriate.

For all clinical trial submissions, authors must include the following:

v

Registration details (reported in the Methods section and in the submission form)

v

CONSORT checklist or relevant reporting guideline (uploaded as supporting information)

v

CONSORT flow diagram (uploaded as Fig 1)

v

Trial protocol (v as supporting i

v

Details of prior approval for human subjects research by an institutional review board (IRB) or equivalent ethics committee(s

The submission will not be considered if documentation is not provided. The checklist, flow diagram, and
protocol will be published with the article if the manuscript is accepted.

The manuscript file must include the following information:

> An explanation of any deviation from the trial protocol

> D ion of infc consent d from particip:

> Anyil ion on isti or participants not indi in the CONSORT documentation

reviews and met: ly

Submissions with systematic reviews and meta-analyses are considered research articles. Submit these
manuscripts with the "Research Article" type in the submission system.

https://journals.plos.org/plosntds/s/submission-guidelines
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Reports of systematic reviews and meta-analyses must adhere to the PRISMA Statement or alternative
guidelines appropriate to the study design, and include the completed checklist and flow diagram to
accompany the main text. Authors must complete the appropriate reporting checklist not only with page
references, but also with sufficient text excerpted from the manuscript to explain how they accomplished al
applicable items.

o D d blank of the checklist and flow diagram from the EQUATOR web site.

Abstracts should follow PRISMA for Abstracts, using the PLOS abstract format. Authors must also state
within the Methods section of their paper whether a protocol exists for their systematic review, and if so,
provide a copy of the protocol as supporting information.

The journal supports the prospective registration of systematic reviews. Authors whose systematic review
was prospectively registered (e.g., in a registry such as PROSPEROQ) should provide the registry number ir
their abstract. Registry details and protocols will be made available to editors and reviewers, and included
with the paper if the report is ultimately published.

Diagnostic studies

Reports of studies of diagnostic accuracy must adhere to the STARD requirements or alternative guidelines
appropriate to the study design (see the EQUATOR web site) and include a completed checklist as
supporting information. Authors must complete the appropriate reporting checklist not only with page
references, but also with sufficient text excerpted from the manuscript to explain how they addressed all
applicable items.

Observational studies

For observational studies, including case control, cohort, and cross-sectional studies, authors must adhere
to the STROBE Statement or alternative guidelines appropriate to the study design (see the EQUATOR
web site) and include a completed checklist as supporting information. Authors must complete the
appropriate reporting checklist not only with page references, but also with sufficient text excerpted from
the manuscript to explain how they addressed all applicable items.

For observational studies, authors are required to clearly specify (a) What specific hypotheses the
researchers intended to test, and the analytical methods by which they planned to test them; (b) What
analyses they actually performed; and (c) When reported analyses differ from those that were planned,
authors must provide transparent explanations for differences that affect the reliability of the study's results

If a prospective analysis plan (from the study's funding proposal, IRB or other ethics committee submission
study protocol, or other planning document written before analyzing the data) was used in designing an
observational study, authors must include the relevant prospectively written document with the manuscript
submission for access by editors and reviewers and eventual publication alongside the accepted paper. If
no prospectively written document exists, authors should explain how and when they determined the
analyses being reported.

Microarray experiments

Reports of microarray experiments must conform to the MIAME guidelines, and the data from the
experiments must be deposited in a publicly accessible database.

Other Article Types

If you are submitting content other than a research article, read the guidelines for other article types.

You may be eligible for APC support

Many institutional partners globally have publishing agreements with PLOS to allow their corresponding

authors to publish with reduced or no APCs. To determine if your corresponding author is eligible, please
isi instituti partners page to determine what kind of agreement your institution has with PLOS.

If your corresponding author is affiliated with a participating institution, they must follow the instructions

below to demonstrate eligibility.

o Read the full instructions for submitting to a journal with the Flat Fee Agreement.

If your corresponding author is not from a participating institution and requires assistance paying publishing
fees, please consider applying for a fee waiver at submission.
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