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ARTIGO 1

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma importante zoonose que acomete milhdes de pessoas em
todo mundo. A resposta imunologica frente a infeccdo ¢ complexa e determinante na
patogenicidade da doenga e na variedade de sintomas presentes no hospedeiro vertebrado
acometido. Nestes, os protozoarios desenvolvem mecanismos de evasdo a resposta imune pela
inibi¢do das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC-II) e dos
mecanismos leishmanicidas intramacrofagicos. O parasito também expressa moléculas em sua
superficie, cuja funcdo ¢ protegé-lo das enzimas digestivas no intestino do flebotomineo. A
resposta imunologica frente a infec¢do por Leishmania infantum influencia diretamente na
patogenia da doenga apresentada nas espécies canina e felina. Os cdes sdo considerados
animais susceptiveis a doenca por desenvolverem resposta imune predominantemente
humoral (Th2) com produgdo de grande quantidade de imunoglobulinas ndo protetoras. Os
gatos, na auséncia de fatores imunossupressores, sao resistentes e apresentam resposta imune
do tipo celular (Th1) com baixa produ¢do de anticorpos.

Palavras—chave: Leishmania. Resposta imune. Imunidade inata. Imunidade adquirida.

ARTIGO 11

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose de grande impacto em saude publica. A infecc¢ao
nos gatos tem sido relatada nos paises onde a doenca ¢ endémica. Seu papel como
reservatorio nao esta satisfatoriamente elucidado, embora a transmissao do parasito de um
felino infectado para vetor tenha sido reportada por xenodiagnostico. O objetivo do trabalho
foi avaliar a presenc¢a de anticorpos anti-Leishmania spp em animais da espécie felina em area
endémica para LV (Bauru-SP), por meio dos testes sorologicos de Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e associa-los as
variaveis sexo, idade, forma de cria¢do e raca. Foram testados soros de 276 felinos, dos quais
82 foram reagentes pelo método ELISA (29,71%), 17 pelo RIFI (6,15%) e 10 em ambos os
testes (3,6%). Nao houve diferenca estatistica significativa entre a soropositividade e as
variaveis analisadas (p >0,05), exceto para a variavel forma de criacao (p <0,005). Nao houve
concordancia entre o resultado dos dois testes, pois 0 método ELISA ¢ mais sensivel que o
método RIFI.

Palavras-chave: Leishmaniose. Gato. Sorodiagnostico. RIFI. ELISA.



CAMPRIGHER, Valéria Medina. Occurrence of anti-leishmania spp antibodies in felines
from the endemic area of the state of Sio Paulo. 60 p. Dissertation (Professional Master's
degree in Veterinary Clinics) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ARTICLE I

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is an important zoonosis that affects millions of people
worldwide. The immune response to infection is complex and determinant in the
pathogenicity of the disease and in the variety of symptoms present in the affected vertebrate
host. In these, protozoa develop mechanisms to evade the immune response by inhibiting
major histocompatibility complex molecules (MHC-II) and intramacrophagic leishmanicidal
mechanisms. The parasite also expresses molecules on its surface, whose function is to protect
it from the digestive enzymes in the gut of the sandfly. The immunological response to
Leishmania infantum infection directly influences the pathogenesis of the disease present in
the canine and feline species. Dogs are considered to be susceptible to disease by developing
predominantly humoral (Th2) immune response producing large amounts of non-protective
immunoglobulins. Cats, in the absence of immunosuppressive factors, are resistant and
present a cellular type (Th1) immune response with low antibody production.

Keywords: Leishmania. Immune response. Innate immunity. Acquired immunity.

ARTICLE 11

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis with a great impact on public health. Infection in
cats has been reported in countries where the disease is endemic. Its role as reservoir is not
satisfactorily elucidated, although transmission of the parasite from an infected feline to
vector has been reported by xenodiagnosis. The objective of this study was to evaluate the
presence of anti-Leishmania spp antibodies in feline species in an area endemic to LV (Bauru-
SP), using serological tests for Indirect Immunofluorescence Reaction (IFAT) and ELISA and
Associate them with the variables sex, age, lifestyle and breed. Serum of 276 felines were
tested, of which 82 were ELISA reagents (29.71%), 17 by IFR (6.15%) and 10 in both tests
(3.6%). There was no statistically significant difference between seropositivity and analyzed
variables (p> 0.05), except for lifestyle (p <0.005). There was no agreement between the
results of the two tests, since the ELISA method is more sensitive than the RIFI method.

Key words: Leishmaniasis. Cat. Serodiagnosis. RIFI. ELISA.
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1 INTRODUCAO

A presente dissertagdo estd dividida em dois capitulos. Na primeira parte, apresenta-se
um artigo de revisdo, onde serdo abordados aspectos imunologicos da leishmaniose visceral
canina e felina. Na segunda parte, outro artigo avaliara a presenca anticorpos anti-Leishmania
spp em felinos pelos métodos de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Reagdo de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) no municipio de Bauru (SP) em 2015.
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2 CAPITULO 1

2.1 ARTIGO DE REVISAO

Aspectos imunoldgicos da leishmaniose visceral canina e felina
Immunological aspects of visceral leishmaniasis canine and feline
Valéria Medina Camprigher' ; Marcelo de Souza Zanutto"

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma importante zoonose que acomete milhdes de
pessoas em todo mundo. A resposta imunologica frente a infecgdo ¢ complexa e determinante
na patogenicidade da doenca e na variedade de sintomas presentes no hospedeiro vertebrado
acometido. Nestes, os protozoarios desenvolvem mecanismos de evasdo a resposta imune pela
inibicdo das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC-II) e dos
mecanismos leishmanicidas intramacrofagicos. O parasito também expressa moléculas em sua
superficie, cuja fungdo ¢ protegé-lo das enzimas digestivas no intestino do flebotomineo. A
resposta imunoldgica frente a infecgdo por Leishmania infantum influencia diretamente na
patogenia da doenga apresentada nas espécies canina e felina. Os caes sdo considerados
animais susceptiveis a doenga por desenvolverem resposta imune predominantemente
humoral (Th2) com produ¢do de grande quantidade de imunoglobulinas ndo protetoras. Os
gatos, na auséncia de fatores imunossupressores, sdo resistentes e apresentam resposta imune
do tipo celular (Th1) com baixa produgao de anticorpos.

Palavras-chave: leishmania, resposta imune, imunidade inata, imunidade adquirida.

(I) Médica-veterinaria, mestranda em Clinicas Veterindrias, Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade
Estadual de Londrina (UEL), E-mail: val vet@hotmail.com

* Autora para correspondéncia

(IT) Professor Doutor, departamento de Clinicas Veterinarias, CCA-UEL. E-mail: mzanutto@gmail.com
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is an important zoonosis that affects millions of people
worldwide. The immune response to infection is complex and determinant in the
pathogenicity of the disease and in the variety of symptoms present in the affected vertebrate
host. In these, protozoa develop mechanisms to evade the immune response by inhibiting
major histocompatibility complex molecules (MHC-II) and intramacrophagic leishmanicidal
mechanisms. The parasite also expresses molecules on its surface, whose function is to protect
it from the digestive enzymes in the gut of the sandfly. The immunological response to
Leishmania infantum infection directly influences the pathogenesis of the disease present in
the canine and feline species. Dogs are considered to be susceptible to disease by developing
predominantly humoral (Th2) immune response producing large amounts of non-protective
immunoglobulins. Cats, in the absence of immunosuppressive factors, are resistant and
present a cellular type (Thl) immune response with low antibody production.

Key words: leishmania, immune response, innate immunity, acquired immunity.

2.1.1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ a terceira doenga mais importante transmitida por
vetores, acometendo o homem. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
estima-se que ocorram entre 1,5 a 2 milhdes de novos casos de leishmaniose humana
anualmente. Contudo, mesmo sendo relatada em 98 paises (88 sdo considerados endémicos),
acredita-se que muitos casos sejam negligenciados, pois em somente 33 deles ¢ de notificacdo
compulsoria (PENNISI et al., 2013; PIRAJA et al., 2013; MAIA et al., 2015).

O Brasil ¢ o pais da América Latina com o maior nimero de casos anuais registrados,
sendo a regido nordeste considerada a principal zona endémica da LV (VIDES et al., 2011;

MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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O aumento da prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) no pais gera
preocupacgdo entre os profissionais que atuam junto aos orgdos de saude publica, clinicos
veterinarios da iniciativa privada e na populacdo residente em areas de risco.

Esta revisdo tem como objetivo abordar os aspectos imunoldgicos da Leishmaniose

Visceral na espécie canina e felina.

2.1.2 DESENVOLVIMENTO
2.1.2.1 Epidemiologia

A populacdo de felinos domésticos vem aumentando a cada ano nos grandes centros
urbanos (MARODIN, 2011; PIRAJA et al., 2013).

Estudos apontam a possibilidade de o gato, mais que um hospedeiro acidental, ser
considerado reservatorio, tendo papel fundamental, até¢ agora desconhecido, na epidemiologia
dessa zoonose (NASEREDDIN et al., 2008; MAIA et al, 2010; SILVA et al.,, 2010;
TRAINOR et al., 2010; MARODIN, 2011; VIDES et al., 2011; SOBRINHO, 2012). A
transmissao do parasito de um gato infectado para o flebotomineo ja foi confirmada por
xenodiagnostico (MAROLI et al., 2007). Sobretudo nos animais com acesso ao exterior de
seus domicilios, alguns comportamentos tipicos dos felinos podem favorecer a disseminagao
do parasito, incluindo seu instinto predatorio, deslocamentos de até 1,5 km de distancia das
suas casas, contato com reservatorios silvaticos ou sinantropicos e habitos crepusculares e
noturnos, similares ao do vetor (SIMOES-MATTOS et al., 2005; SOBRINHO, 2012).

A infecgdo nos gatos (Felis catus domesticus) tem sido relatada em varios paises onde
a doenca ¢ endémica e sdo naturalmente infectados pelas mesmas espécies de leishmanias que
afetam os cdes e os humanos em 4&reas tropicais e subtropicais em todo o mundo
(GRAMICCIA & GRADONI, 2005; MAROLI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al.,

2007; MARODIN, 2011; VIDES et al., 2011; PENNISI et al., 2013; NEMATI et al., 2015). O
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primeiro caso relatado de leishmaniose visceral felina no Brasil ocorreu na cidade de Cotia,
estado de Sao Paulo, em julho de 2000 (SAVANI et al., 2004). De acordo com SIMOES-
MATTOS et al. (2005), inquéritos epidemiologicos, soroldgicos e parasitoldgicos, realizados
em varios paises t€ém demonstrado taxas preocupantes de infec¢do nos gatos domésticos por

Leishmania ssp (NEMATI et al., 2015).

2.1.2.2 Agente etioldgico

Os parasitos causadores da leishmaniose visceral no Brasil sdo protozoarios do género
Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e duas espécies
envolvidas - L.infantum (= L.chagasi) e L. amazonenses (FRANCA-SILVA et al., 2005;
TOLEZANO et al., 2007; DIAS et al., 2011; HOFFMANN et al, 2012). Sao seres
unicelulares, eucariotas heterotroficos e sua reprodugdo ¢ assexuada e ocorre por fissdao

binria (DESJEUX, 2004).

2.1.2.3 Ciclo de vida

Apresenta ciclo de vida dimorfico: a forma promastigota, no inseto vetor (flebotomo),
e a forma amastigota, que ¢ intracelular obrigatoria no hospedeiro vertebrado. A forma
amastigota, adquirida pelo flebotomineo durante repasto sanguineo, ¢ uma estrutura
arredondada/ovalada, aflagelar, que se modifica no interior do aparelho intestinal do vetor e
adquire a forma infectante promastigota, cuja estrutura ¢ alongada e flagelar. Quando se
multiplica no inseto, bloqueia o proventriculo, sendo regurgitada durante novo repasto
sanguineo em outro vertebrado susceptivel (DESJEUX, 2004). E entdo fagocitada por
macrofagos, onde multiplica-se por divisdo binaria, perde o flagelo (amastigotas) ocasionando
lise celular macrofagica. Novamente fagocitada, dissemina-se, via linfatica ou hematdgena,

para macrofagos da medula oOssea, figado, bago, rins e intestino (GALATI et al., 1997,
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BASANO & CAMARGO, 2004; GONTIJO & MELO, 2004; COUTINHO et al., 2005;
GRAMICCIA & GRADONI, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; VIDES et al., 2011).
O parasito ¢ denominado heteroxénico por completar seu ciclo de vida em dois
hospedeiros, sendo a Lutzomya longipalpis (flebotomineo) o hospedeiro invertebrado e os
mamiferos (homem, animais domésticos e silvestres), os hospedeiros vertebrados (GALATI
et al., 1997; GONTIJO & MELO, 2004; BARATA et al., 2005; GRAMICCIA & GRADONI,

2005; MONTEIRO et al., 2005).

2.1.2.4 Transmissao

A forma de transmissao de maior importancia epidemioldgica ¢ a vetorial e, no Brasil,
a espécie de flebotomineo envolvida é a Lutzomya longipalpis (BARATA et al., 2005;
LAINSON & RANGEL, 2005). O habitat natural do vetor foi afetado pela devastagao de
areas silvestres para exploracdo econdmica, culminando assim com sua translocagdo para o
meio urbano; fendmeno adaptativo denominado de trophotaxis (ALMEIDA et al., 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SOBRINHO, 2012). Nestas areas, os flebotomos passaram
a habitar o peridomicilio, principalmente de localidades sem saneamento basico, onde ha
acimulo de lixo, presenca de abrigo de animais, galinheiros e consequentemente grande
quantidade de matéria organica em decomposi¢do (GALATI et al., 1997; DIAS et al., 2003;
BASANO & CAMARGO, 2004; DESJEUX, 2004; FRANCA-SILVA et al, 2005;
MONTEIRO et al., 2005). Possuem 0,5 cm de comprimento, cor parda, pernas alongadas e
delgadas e corpo piloso, comumente denominado mosquito palha. Mantém as asas eretas
mesmos em repouso € seu voo ¢ saltitante (BASANO & CAMARGO, 2004; OLIVEIRA,
2013). Percorrem pequenas distdncias de até 300 metros, ndo se dispersando mais que um
quildmetro do local de criagdo (NOLI, 1999; BANETH & SOLANO-GALLEGO, 2011;

VIEIRA, 2013). Sua ocorréncia ¢ maior em periodos de chuvas e temperaturas elevadas
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(FRANCA-SILVA et al., 2005) e sdo mais encontrados no horario compreendido entre 19 e
23 horas (DESJEUX, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; OLIVEIRA, 2013).
Alimentam-se de seiva de plantas, néctar e frutas, de onde retiram suas fontes de carboidratos.
A hematofagia ¢ habito exclusivo das fémeas que necessitam de sangue para maturacido de
seus ovarios (DIAS et al., 2003; BARATA et al., 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
OLIVEIRA, 2013). Picam o hospedeiro vertebrado preferencialmente em zonas glabras tais
como plano nasal, pavilhao auricular e regides inguinal e perianal.

A transmissao por transfusdo sanguinea (FREITAS et al., 2006), venérea (SILVA et
al.,, 2009) e vertical (PANGRAZIO et al., 2009) ja foram relatadas na espécie canina. A
transmissao por mordeduras (VIEIRA, 2013), picada de pulgas (FERREIRA et al., 2009) e
carrapatos (COUTINHO et al., 2005; VIOL et al., 2016) poderiam explicar a presenca de
casos clinicos de leishmaniose visceral canina autoctones em areas ndo endémicas na auséncia
de flebotomineos. Em humanos, a transmissdo por compartilhamento de agulhas ¢ razao da
grande coinfeccdo HIV-leishmaniose entre usuarios de drogas e foi descrito na Europa

(GRIENSVEN et al.,, 2014).

2.1.2.5 Aspectos imunologicos

Algumas caracteristicas relacionadas ao protozoario como sua espécie, zimodemo
(agrupamento de isoenzimas com determinada mobilidade eletroforética) e carga parasitaria
no hospedeiro vertebrado sdo determinantes na patogenia desencadeada (SOLANO-
GALLEGO et al, 2009). Os parasitos expressam glicoconjugados em sua superficie,
considerados fatores de viruléncia, que permitem a endocitose pelos macréfagos ou a ligagao
das opsoninas (complemento, anticorpos, entre outros) para posterior fagocitose. No vetor, o
parasito desenvolve mecanismos de sobrevivéncia pela indugdo da secrecdo da membrana

peritrofica (proteoglicanos e quitina), retardando a difusdo e ag¢do das proteases sobre os
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parasitos; pela fixacdo das nectomonas ao estdmago através de lipofosfoglicanos (LPG) a sua
superficie, pela obstrucdo fisica e degradacdo da valvula estemodeal sob a¢cdo das quitinases
produzidas pelas haptomonas; pela produgdo do gel secretor de promastigotas
(proteofosfoglicanos filamentosos) pelas leptomonas; pela secrecdo de neuropeptidios que
diminuem o peristaltismo intestinal do inseto (BATES, 2007; SEGUIN & DESCOTEAUX,
2016).

Nos hospedeiros vertebrados, os parasitos desenvolvem mecanismos de evasdo a
resposta imunitaria inata, como a alteracdo do sistema complemento, inibicado das Moléculas
do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC-II), evasdo aos mecanismos
intramacrofagicos, especificamente as moléculas com capacidade leishmanicida (Oxido
Nitrico - NO e hidrolases), modulacao do perfil de citocinas e indugdo da atividade de

linfocitos T reguladores (ALVAR et al., 2012; ORDEIX & SOLANO-GALLEGO, 2013).

2.1.2.6 Resposta imune inata e adquirida

A imunidade inata representa uma resposta rapida a um nimero grande numero de
estimulos. E representada por barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, células especializadas
(macrofagos, neutréfilos, células dendriticas, células Natural Killer) e moléculas solaveis,
independentemente de contato prévio com agentes agressores (CRUVINEL et al., 2010).

A fagocitose, liberagdo de mediadores inflamatodrios, ativagdo de proteinas do sistema
complemento, citocinas e quimiocinas sdo os principais mecanismos na imunidade inata. Sao
ativados por estimulos especificos, comumente encontrados na superficie de microorganismos
que constituem padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), por interagdo com
diferentes receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrdoes (RRP),
dentre os quais a familia dos receptores Toll-like (TLRs). Os TLRs destacam-se por seu papel

central na ligacdo a patdogenos e iniciagdo da resposta inflamatoria. Esses receptores estdo
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presentes principalmente em macréfagos, neutrofilos e células dendriticas (ENGWERDA et
al., 2004; CRUVINEL et al.,, 2010; KAWAI & AKIRA, 2011; ORDEIX & SOLANO-
GALLEGO, 2013).

A inflamagdo, como resposta a um organismo invasor ou lesdo tecidual, garante que os
mecanismos de defesas concentrem-se rapidamente no local agredido. A presenga de
microrganismos ¢ detectada por células sentinelas (macréfagos, células dendriticas,
mastocitos), dispersas por todo o organismo e encontradas, em maior nimero, abaixo das
superficies corpdreas. Seus receptores (TLRs) ligam-se aos PAMPs, expressos pelos
microrganismos ou pelas alarminas dos tecidos lesados e ativam o fator de transcri¢cdo génico
denominado Fator Nuclear Kappa no interior da cé€lula, que, sob acdo da enzima Caspase 1,
transformam moléculas precursoras em ativas (Interleucina 1-IL1, IL-6, Fator de Necrose
Tumoral-TNF-a, prostaglandinas e leucotrienos) (TIZARD, 2008; ORDEIX & SOLANO-
GALLEGO, 2013).

A resposta imune adaptativa, ao contrario da resposta inata, depende da ativacao de
c¢lulas especializadas e suas principais caracteristicas sdo: especificidade e diversidade de
reconhecimento, memoria, especializacdo de resposta, autolimitagdo e tolerdncia a
componentes do proprio organismo (CRUVINEL et al., 2010).

Fragmentos antigénicos (peptideos - Pe) s6 induzem uma resposta imune se acoplados
as MHC-II das células apresentadoras de antigeno - CCA (macrofagos, células dendriticas e
linfoécitos B) e estas, as moléculas marcadoras de superficie celular - CD 4 (Cluster of
Differentiaton) dos linfocitos T-helper/auxiliarers (Th). Contudo, moléculas co-estimuladoras
adicionais sdo necessarias para que a resposta imune adquirida seja desencadeada. Moléculas
de superficie de linfocitos Th (CD 154) ligam-se as das CAA (CD 40), que estimulam novas
moléculas do linfocito Th (CD 28) a se ligarem as das CCA (CD 80 ou CD 86). Assim, as

CAA produzem citocinas (IL 1, IL 6, IL 8, IL 12, TNF- a) que determinam o tipo de resposta
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imune desencadeada pelo linfocito Th. Além das moléculas co-estimuladoras, moléculas de
adesdo (integrinas) estimulam o contato entre linfocitos Th e CAA, formando assim uma
estrutura supramolecular, denominada sinapse imunologica (OLIVIER et al., 2005; TIZARD,
2008; FREITAS-SILVA et al., 2014; PAPADOGIANNAKIS & KOUTINAS, 2015).

A ativagdo do sistema imune celular é a base da resisténcia dos hospedeiros frente a
uma infeccdo. Quando as células Thl sdo ativadas, ocorre a producdo de citocinas, IFN v,
TNF-a, IL-2, fator estimulador de colonias de macrofagos e granulocitos (GM-CSF), IL-3 e
IL-12, que promoverdo ativagdo de macrofagos e estimulo da imunidade celular pela ativagao
de outras células ou por sua proliferagdo, eliminando assim a infec¢ao. Linfocitos T induzem
producdo de citocinas ativadoras de macrofagos e produtoras de fatores antimicrobianos:
oxigénio reativo intermedidrio, nitrogénio reativo intermedidrio, hidrolases lisossomais,
peptidases neutras e 6xido nitrico, sendo esse ultimo, o mais importante com caracteristica
leishmanicida. Quando a infec¢ao esta associada a indugao das células Th2, ha producao de
IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que irao mediar a imunidade humoral e as reacdes alérgicas. A 1L-4
relaciona-se com produgdo de anticorpos da classe de Imunoglobulinas E (IgE), IgG; a IL-5 ¢
importante para diferenciagdo, multiplicacao e ativacao de eosinofilos, enquanto a IL-10 inibe
a sintese de citocinas produzida pelos macrofagos, diminuindo a fungdo destas células como
apresentadoras de antigeno, além de inibir eventos metabolicos associados a sua ativagdo,
interferindo na atividade leishmanicida dos macrofagos (ALMEIDA et al., 2005; BANETH &
SOLANO-GALLEGO, 2011; VIEIRA, 2013).

Depois da inoculagdo das promastigotas na derme, as CAA processam e transportam o
antigeno para linfonodos regionais para células T-priming. Na sequéncia, células T efetoras
armadas retornam para a pele, no sitio de inoculagdo, contribuindo assim decisivamente para a
resposta imune contra a leishmania (BANETH & SOLANO-GALLEGO, 2011; VIEIRA,

2013).
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2.1.2.7 Caninos

Caes infectados por Leishmania spp apresentam um misto de resposta imune celular
(Thl) e humoral (Th2). Sabe-se que quando esse equilibrio tende para resposta Th2, os caes
tornam-se susceptiveis a doenga e quando tende para Thl, sdo resistentes. Na resposta Thl, as
citocinas IFN-y, IL-2 ¢ TNF-a induzem ativagdo macrofagica com produgdo de 6xido nitrico;
substancia com potente acao leishmanicida. Em contraste, na resposta Th2, IL-10 e IL-4 estao
envolvidos na disseminagdo do parasito com aumento de linfocitos B e
hipergamaglobulinemia (ORDEIX & SOLANO-GALLEGO, 2013).

ALMEIDA et al. (2005) em estudos com caes, compararam niveis de IgE, 1gG1, 1gG2
em animais sintomaticos e assintomaticos/saudaveis em area endémica para leishmaniose
visceral canina. Observaram aumento de IgE, IgG1 e 1gG2 nos cdes sintomaticos em relagado
aos assintomaticos e saudaveis. Porém, concluiram que apenas 36% deles apresentaram
aumento policlonal das imunoglobulinas. Foi constatado também um maior nivel de IgE em
caes sintomaticos para LVC quando comparado aos saudaveis, menor nivel da IgG entre caes
saudaveis e assintomaticos, quando comparado aos sintomaticos e niveis elevados de IgGl1 e
IgG2 em caes sintomaticos, quando comparados aos assintomaticos e saudaveis.

CARDOSO et al. (2007) compararam niveis de IgG, IgG1 e IgG2 em dois grupos de
caes-saudaveis/assintomaticos e sintomaticos para LVC. Observaram que os niveis das
imunoglobulinas foram significativamente maiores no segundo grupo, principalmente da
IgG2 e observou também aumento na relacdo IgG2/IgGl. LEANDRO et al. (2001)
compararam niveis de IgG2 e IgG1 entre cdes naturalmente infectados por L. infantum e
apresentando sintomatologia classica de LVC e animais saudaveis (grupo controle).
Observaram altos niveis de IgG2 quando comparados aos animais do grupo controle, porém

observaram o mesmo nivel de I[gG1 em ambos os grupos.
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CARSON et al. (2010) testaram associa¢ao entre IgG1 e IgG2 utilizando anticorpos
policlonais comercialmente disponiveis. A analise foi realizada para detectar associa¢des
entre niveis absolutos e razdes de IgGl e IgG2 e uma gama de medidas de resultados de
infec¢do (sinais clinicos de leishmaniose, PCR de medula 6ssea e cultura parasitologica).
Observaram associagdes inconsistentes entre niveis de subclasses de IgGs e resultados
parasitologicos; niveis mais elevados de IgG1l e IgG2 em cdes clinicamente sintomaticos
quando comparados aos assintomaticos e niveis similares de propor¢ao de [gG2/IgG1 em caes
sintomaticos e assintomaticos. A interpretacao de subclasses de IgG na resposta canina ainda
nao esta clara. Referem ainda que em alguns estudos ocorra um aumento de IgG2 em relagdo
a IgG1 em animais assintomdticos e, em outros, observaram exatamente o oposto. Estudos
que avaliaram IgGl e IgG2 utilizando anticorpos policlonais frequentemente alcangaram
resultados conflitantes devido a falta de especificidade dos reagentes comerciais (DAY,
2007).

O IFN-y age diferenciando as células Thl e inibindo as Th2, enquanto a IL-4 age
diferenciando Th2 e inibindo Thl, acdo potencializada pela citocina IL-10. As citocinas
presentes no ambiente de estimulagdo, o tipo de célula apresentadora de antigeno ¢ a
natureza/quantidade de antigenos determinam a diferenciagdo para Thl, defesa mediada por
fagocito (microrganismo intracelular), bem como a Th2, defesa mediada por
IgE/eosindfilo/mastocito (NOLI, 1999; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007; BANETH &
SOLANO-GALLEGO, 2011; MARODIN, 2011; VIDES et al., 2011; PENNISI et al., 2013).

RODRIGUEZ-CORTES et al. (2007) relataram forte associagdo entre resposta
humoral e doenca em cdes devido a formagdo de imunocomplexos circulantes. Foram
avaliados os niveis de IgG, IgM e IgA em caes de regido altamente endémica para LVC e
observaram que todas estavam bem aumentadas em cdes sintomadticos, quando comparados

aos caes assintomaticos, sendo que a classe de imunoglobulina com aumento mais expressivo
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foi a IgG. Essas se depositaram no endotélio vascular causando vasculite (uveite, poliartrite,
glomerulonefrite, polimiosite) e trombocitopenia imunomediada (BANETH & SOLANO-
GALLEGO, 2011). Segundo ALMEIDA et al. (2005), as articulagdes umero-radio-ulnar, do
carpo, tarso ¢ f€muro-tibio-patelar sdo mais acometidas. Ao exame radiografico, visualizou-se
poliartrite erosiva com edema dos tecidos moles adjacentes. O liquido sinovial mostrou
alteragcdes fisico-quimicas e reacdo inflamatéria mononuclear, permitindo identificar o
parasito no exame citopatologico.

Desse modo, a evolugdo da doenga, a quantidade e variabilidade de sintomas
apresentados pelo cao (assintomatico, oligossintomatico e polissintomatico) estao diretamente
relacionadas ao balango entre as citocinas as quais determinam o padrdo de resposta
imunolégica envolvida (ALMEIDA et al., 2005).

Na LVC, ha elevada prevaléncia de infec¢dao subclinica, onde os animais nao
desenvolvem sinais clinicos. Podem manifestar a doenga de forma autolimitante ou como
doenca grave/fatal, apresentando ampla gama de fendmenos imunoldgicos e clinicos
(VIEIRA, 2013). Importante ressaltar que, mesmo sendo assintomaticos, os caes sao fontes de
infecgdo para o vetor e, consequentemente, para o homem (GONTIJO & MELO, 2004).

No Brasil, a forma assintomatica da doenga € encontrada com taxas entre 40 a 60% da
populagio canina soropositiva (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Assim, os niveis de
infeccdo nao devem ser medidos pelos sinais clinicos e sim, por meio de exames soroldgicos e
moleculares (BANETH & SOLANO-GALLEGO, 2011).

INIESTA et al. (2005) relataram que ndo se pode afirmar que na LV e na LVC a
resposta Thl esteja relacionada com resisténcia e cura e que a Th2 com desenvolvimento de
sinais clinicos; entretanto, um equilibrio entre ambas as respostas pode ser importante para o

controle da replicacdo do parasito.
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SANCHEZ et al. (2004) compararam a estrutura histologica hepatica e esplénica de
cdes sintomaticos e assintomaticos de areas endémicas. Foram observados granulomas
maduros e bem organizados em cdes assintomaticos com o nlicleo das células de Kupffer
rodeadas por linfocitos. Nos cdes sintomaticos, observaram muitas células de Kupffer
carregadas de parasitos espalhados por todo o 6rgdo e um profuso infiltrado mononuclear
desorganizado. Niveis de Thl, CD4+ ¢ CD8+ estavam muito maiores nos assintomaticos. O
parénquima esplénico de cdes sintomaticos mostrou auséncia de organizacdo topografica e

celular quando comparados aos dos caes assintomaticos.

2.1.2.8 Felinos

O papel do gato como reservatorio ainda ¢ duvidoso, embora a transmissao do parasito
de um gato infectado para o flebotomineo tenha sido confirmada por xenodiagnodstico
(MAROLI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; SHERRY et al., 2011; PENNISI
et al., 2013; CHATZIS et al., 2014).

Diferentemente dos cées, anticorpos especificos anti-Leishmania spp estdo ausentes ou
sdo muito baixos no soro nesta espécie, o que indicaria que a maioria dos felinos nao sofre de
desequilibrio da resposta imunitaria e superproducao de anticorpos. Acredita-se que gatos
infectados possuam certo grau de resisténcia natural a enfermidade, provavelmente
relacionada a fatores genéticos (COSTA et al., 2010). A resposta imunologica dos gatos frente
a enfermidade parece ser diferente daquela desenvolvida nos cdes. Enquanto os caninos
apresentam predominantemente uma resposta humoral, a resposta dos felinos parece ser
predominantemente celular, na auséncia de fatores imunossupressores, explicando a presenca
de um maior niimero de animais assintomaticos em relacdo aos que desenvolveram quadro
clinico dentro de uma populacdo (GOMES, 2015). A resposta imune celular dessa espécie

seria efetiva o suficiente para controlar a infec¢do e conferir certo grau de resisténcia natural,
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razdo pela qual apresentam sintomatologia cutanea. Nos casos onde ocorrem eventos
imunossupressores, tais como infec¢des por retrovirus, neoplasias, diabetes mellitus, doengas
autoimunes, terapia com corticoides e outras drogas imunossupressoras, a disseminagdo e
visceralizagio do parasito provoca sintomatologia sistémica (RUFENACHT et al., 2005;
SIMOES-MATTOS et al., 2005; MAROLI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007;
TRAINOR et al., 2010; SHERRY et al, 2011; PENNISI et al., 2013, VIEIRA, 2013;
CHATZIS et al., 2014).

SOBRINHO et al. (2012) afirmaram que os virus da imunodeficiéncia felina e da
leucemia felina sdo capazes de induzir a perda progressiva de linfocitos T-CD4+ e T-CD8+
devido ao tropismo por linfocitos e macrofagos, permitindo infecgdes cronicas e recorrentes.
Entretanto, MAIA et al. (2010) ndo observaram tal associa¢do. Afirmaram que os gatos
mostraram susceptibilidade ao parasito, ndo havendo associacdo com outras doengas
imunossupressoras.

Nao existem estudos efetivos acerca da resposta imunitaria face a infe¢ao por L.
infantum nos gatos (PENNISI et al., 2013). O que se aborda é o que esta sendo estudado nos
cies. SIMOES-MATTOS et al. (2005), no Cear4, constataram que o método sorologico nao é
ideal para fins de diagndstico nos felinos. Nesse estudo, anticorpos nao foram detectados por
métodos sorologicos convencionais em gatos com lesdes dermatologicas ativas. As
soroconversoes ocorreram quando essas estavam em estdgio de resolu¢do e o pico de
anticorpos ocorreu quando as lesdes estavam regredindo. Segundo MAIA et al. (2010), a
deteccdo do felino infectado torna-se dificil, pois o sorodiagndstico parece ndo ser um exame
com boa sensibilidade para essa espécie. A baixa quantidade de anticorpos produzida pelos
gatos poderia estar relacionada com o fato de ndo sofrerem desequilibrio do seu status

imunologico.
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2.1.3 CONCLUSAO

A resposta imunologica frente a infec¢do por Leishmania infantum influencia
diretamente na patogenia da doenga apresentada nas duas espécies, o que se sugere,
determinard a resisténcia - resposta imune celular predominante, caracteristica dos felinos; ou

a susceptibilidade - resposta imune humoral predominante, caracteristica dos caninos.
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma zoonose de grande impacto em saude publica. A
infec¢do nos gatos tem sido relatada nos paises onde a doenga ¢ endémica. Seu papel como
reservatorio nao esta satisfatoriamente elucidado, embora a transmissao do parasito de um
felino infectado para vetor tenha sido reportada por xenodiagndstico. O objetivo do trabalho
foi avaliar a presenga de anticorpos anti-Leishmania spp em animais da espécie felina em area
endémica para LV (Bauru-SP), por meio dos testes soroldégicos de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimético (ELISA) e associd-los as
varidveis sexo, idade, forma de criag¢do e raca. Foram testados soros de 276 felinos, dos quais
82 foram reagentes pelo método ELISA (29,71%), 17 pelo RIFI (6,15%) e 10 em ambos os
testes (3,6%). Nao houve diferenca estatistica significativa entre a soropositividade e as
varidveis analisadas (p >0,05), exceto para a variavel forma de criacdo (p <0,005). Nao houve
concordancia entre o resultado dos dois testes, pois 0 método ELISA ¢ mais sensivel que o

método RIFI.
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Palavras-chave: Leishmaniose. Gato. Sorodiagnostico. RIFI. ELISA.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis with a great impact on public health.
Infection in cats has been reported in countries where the disease is endemic. Its role as
reservoir is not satisfactorily elucidated, although transmission of the parasite from an
infected feline to vector has been reported by xenodiagnosis. The objective of this study was
to evaluate the presence of anti-Leishmania spp antibodies in feline species in an area
endemic to LV (Bauru-SP), using serological tests for Indirect Immunofluorescence Reaction
(IFAT) and ELISA and Associate them with the variables sex, age, lifestyle and breed. Serum
of 276 felines were tested, of which 82 were ELISA reagents (29.71%), 17 by IFR (6.15%)
and 10 in both tests (3.6%). There was no statistically significant difference between
seropositivity and analyzed variables (p> 0.05), except for lifestyle (p <0.005). There was no
agreement between the results of the two tests, since the ELISA method is more sensitive than
the RIFI method.
Key words: Leishmaniasis. Cat. Serodiagnosis. RIFI. ELISA.

3.1.1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo enfermidades infecciosas causadas por diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania. Infectam em torno de 12 milhdes de pessoas em todo
mundo e colocam outras 350 milhdes sob o risco de infec¢do. Estima-se que ocorram entre
1,5 a 2 milhdes de novos casos de leishmaniose humana anualmente, sendo 500 mil casos de
Leishmaniose Visceral e 1,5 milhdo de Leishmaniose Cutanea (Alvar et al., 2012).

O Brasil ¢ o pais da América Latina com o maior nimero de casos anuais registrados,
sendo a regido nordeste considerada a principal zona endémica da Leishmaniose Visceral nas
Américas (Ministério da Satde, 2017). Atualmente, tem sido apontada como doenca
reemergente em evidente processo de transi¢do epidemioldgica, com aumento de casos nas
areas endémicas e a expansdo geografica para estados da regido sul do Brasil, em franco
processo de urbanizacdo (Ministério da Saude, 2006). No Brasil, nas regides consideradas
endémicas, a prevaléncia da leishmaniose felina encontrada variou de 0 a 62,75% na RIFI e
de 0 a 72,55% no ELISA (Rossi 2007; Figueiredo et al., 2009; Bresciani et al., 2010; Costa et
al., 2010; Vides, 2010; Coelho et al., 2011; Sobrinho et al., 2012; Cardia et al., 2013; Martin,
2013; Sousa et al., 2014; Noé et al., 2015). Inquéritos epidemioldgicos realizados em varios

paises tém demonstrado taxas preocupantes de infeccdo nos gatos domésticos (Nasereddin et
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al., 2008, Diakou et al., 2009; Sarkari et al., 2009; Maia et al., 2010; Cardoso et al., 2010;
Sherry et al., 2011; Longoni et al., 2012; Pennisi et al., 2012; Garrido, 2012; Spada et al.,
2013; Chatzis et al., 2014; Gomes, 2015; Nemati et al., 2015).

Os felinos sdo naturalmente infectados pelas mesmas espécies de leishmanias que
afetam os cdes e os humanos em areas tropicais e subtropicais em todo o mundo (Martin,
2013; Nemati et al., 2015). A transmissdo do parasito de um gato infectado para o
flebotomineo ja foi confirmada por xenodiagnostico (MAROLI et al., 2007). Estudos
apontam a possibilidade de o gato ser considerado reservatorio, tendo assim papel
fundamental na epidemiologia dessa zoonose (Sobrinho et al., 2012). A justificativa do
trabalho ¢ alertar os médicos-veterindrios para a importancia da leishmaniose visceral na
espécie felina e para que a insira na lista de seus diagndsticos diferenciais. O objetivo do
trabalho foi avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania spp em felinos de regido

endémica (Bauru-SP) pelas técnicas sorologicas de RIFI e ELISA em 2015.

3.1.2 MATERIAL E METODOS

O local de estudo foi o municipio de Bauru (Latitude 22°18'52" S; Longitude
49°03'38" W), estado de Sao Paulo, regido considerada endémica para leishmaniose visceral.
Localiza-se em uma area de 673.488 quilometros quadrados. Deste total, 604,51 km? em areas
referentes a zona rural e 68,976 km? em localidades urbanizadas. Segundo informacgdes do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populacdo de Bauru em 2015 foi
estimada em 366.992 habitantes. Com altitude de 526 metros, sua temperatura média anual ¢
de 22,6°C e na vegetagdo original predomina o cerrado. Estima-se que a populacao felina
local seja de 5.670 animais (IBGE, 2016; Instituto Pasteur, 2016).

Foram disponibilizadas amostras de soros por conveniéncia de 276 felinos de Bauru,
as quais foram encaminhadas por Médicos Veterinarios da cidade para analise no laboratdrio
veterinario LABORCARE. Tais amostras foram analisadas no Laboratorio de Zoonoses, do
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, do Centro de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Estadual de Londrina e submetidas aos exames sorologicos de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para pesquisa de
anticorpos antileishmania. Os gatos foram identificados e rastreados para analise de seus

dados cadastrais (idade, género, raca e forma de criagdo) no laboratorio.
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Preparo do antigeno solivel de L. amazonensis para RIFI e ELISA

O antigeno soluvel de L. amazonensis foi preparado de acordo com a metodologia
descrita por Szargiki et al. (2009), com modificagdes. Apos quatro dias de incubagdo das
formas promastigotas em meio liquido Brain Heart Infusion — BHI (Hi-media, India) e meio
S6lido Blood Agar Base - BAB (Hi-media, India), a 24°C, a cultura foi lavada com salina
0,9% de NaCl e centrifugada durante 10 minutos a 1000 x G, trés vezes. O sedimento foi
ressuspendido em 10 mL de salina a 0,3% de NaCl e submetido a seis ciclos rapidos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido por
seis ciclos de ultrassom (modelo FB120 - Fisher Scientific, EUA) de 0,5 minutos, a 60 Hz, a
30% de poténcia, em banho de gelo. Foi realizada a centrifugagao (16.000 x g, 30 minutos,
4°C), o sobrenadante foi coletado e a concentracao proteica foi determinada por meio do kit
Pierce BCA Protein Assay (Termo Fisher Scientific, EUA), conforme
recomendagdes do fabricante. As aliquotas foram armazenadas em freezer a -20°C até o

momento da sua utilizagao.

Reacido de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para realizagdo da RIFI, utilizaram-se laminas com antigeno bruto soluvel de L.
amazonensis. Anticorpos anti-leishmania foram detectados utilizando-se as dilui¢des de 1:20,
1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640. Os soros controle posivo e negativo, utilizados em todas as
laminas, eram oriundos de gatos das cidades de Ilha Solteira e Londrina respectivamente. Para
a leitura das laminas, utilizou-se microscopio de Epifluorescéncia LEICA DMLB no aumento
400x. Foram considerados positivos os resultados de fluorescéncia igual ou superior a 1:40

(Guimardes et al., 1974, Marzochi et al., 1980).

Teste ELISA (Enzyme liked Immuno Sorbent Assay)

O ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA1) para felinos foi realizado de acordo com
técnica descrita previamente por Paranhos-Silva et al. (1996), com adaptacdes. As
microplacas foram sensibilizadas com antigeno de Leishmania amazonensis, na concentragido
de 2,5 pg/mL, os soros e o conjugado foram diluidos a 1:100 e 1:5.000, respectivamente, em
solucdo de caseina. Todas as placas apresentavam dois controles positivos, quatro controles
negativos ¢ um branco. O calculo do cut-off de cada placa foi obtido pela média das
absorbancias dos soros controle negativos, com exclusdo da média do branco, adicionado de
trés desvios-padrao. Apos determinagdo do cut-off por placa, realizou-se a correcdo dos

pontos de corte, para que a sensibilidade e especificidade fossem otimizadas, para isso foi
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construida a curva ROC utilizando-se o MedCalc Statistical Software, no qual obteve-se um

cut-off de 0,247.

Analise Estatistica

Para identificagdo dos fatores de risco (género, raga, idade, forma de criacdo)
associados a varidvel resposta (resultados dos exames), utilizou-se o modelo de regressao
logistica e o seu ajuste foi verificado através do grafico de envelope simulado (half-normal
plot). Ainda foi aplicado o teste de McNemar para verificar a concordancia entre os testes

RIFI e ELISA.

3.1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra foi formada por 276 felinos; 140 fémeas e 136 machos, 258 domiciliados
(cinco animais residentes em apartamento € 253 em casas térreas) e 18 errantes, 55 animais de
raga ¢ 221 sem raca definida (SRD), entre dois meses e 18 anos de idade. Nao foi realizado
calculo sobre o n amostral (amostra por conveniéncia) e todos os soros foram obtidos de
proprietarios, cujo poder aquisitivo permitiu que os felinos passassem por prévio atendimento
veterinario.

Oitenta e dois animais (29,71%) foram reagentes no ELISA, 17 (6,15%) na RIFI e 10
(3,6%) em ambos os testes (RIFI e ELISA). Pelo método RIFI, foram obtidos titulos de 1:80
em trés amostras, uma amostra com titulo de 1:320 e outra com titulo de 1:640. Nao houve
associacdo estatistica entre soropositividade e sexo, raca e idade (p >0,05), entretanto
encontrou-se associacao com estilo de vida dos animais (p <0,05). Abaixo, a Tab. 1 com os
resultados.

Tabela 1. Resultados da analise para determinacdo dos fatores de risco para LVF, pelos
métodos sorologicos RIFI e ELISA, no municipio de Bauru no ano de 2015.

Fatores de Risco Total de Testes RIFI/ELISA
Animais Positivos (%) Negativos (%)
Género Machos 136 58 (42,65) 78 (57,35)
Fémeas 140 51(36,42) 89 (63,58)
4 meses - 1 ano 24 5(20,83) 19 (79,17)
2 - 7 anos 92 36 (39,13) 56 (60,87)
Idade 8 - 13 anos 76 30 (39,47) 46 (60,53)
14 - 18 anos 51 29 (56,86) 22 (43,14)
Nao informada 33 18 (54,55) 15 (45,45)
. Com 55 15 (27,27) 40 (72,73)
Raga definida Sem 221 94 (42,53) 127 (57,47)
Local Domiciliado 258 91 (35,27) 167(64,73)
Errante 18 18 (100) 0

* Associagdo estatistica encontrada entre forma de criagdo e soropositividade.
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Trabalhos publicados em todo o mundo sugerem que a resposta imune celular da
espécie felina é efetiva o suficiente para controlar e conferir certo grau de resisténcia natural
frente a infecgdo por L. infantum. Assim, a espécie é considerada menos susceptivel quando
comparada a espécie canina, exceto nos casos onde ocorrem eventos imunossupressores,
propiciando a disseminagdo e visceralizagdo do parasito (Solano-Gallego et al., 2007; Sherry
et al., 2011; Sobrinho et al., 2012; Pennisi et al., 2013). Espera-se entdo que o niimero de
gatos infectados, com altos titulos de anticorpos e sinais clinicos, seja bem menor que o de
cées (Solano-Gallego et al., 2007).

Os métodos sorologicos sdo os mais utilizados para o diagnostico de Leishmaniose
Visceral Canina (LVC) (Oie, 2008). Nesta espécie, altos titulos de anticorpos indicam
infecgdo ativa e potencial transmissdo do protozoario para os vetores (Quinnell et al., 2003).
No entanto, estudos demonstraram que 0 mesmo ndo ocorre nos gatos (Simdes-Mattos et al.,
2005; Martin-Sanchez et al., 2007).

Neste trabalho, 6,15% dos gatos foram reagentes pela técnica de RIFI. Alguns autores
encontraram valores maiores (Vita et al., 2005; Martin-Sanchez et al., 2007; Sarkari et al.,
2009; Costa et al., 2010; Vides, 2010; Garrido, 2012; Pennisi et al., 2012; Sobrinho et al.,
2012; Cardia et al., 2013; Martin, 2013; Spada et al., 2013; Chatzis et al., 2014; No¢ et al.,
2015; Caldart et al., 2016; Can et al., 2016; Spada et al., 2016). Entretanto, outros autores
encontraram valores menores (Rossi, 2007; Ayllon et al., 2008; Figueiredo et al., 2009;
Bresciani et al., 2010; Maia et al., 2010; Mir6 et al., 2014; Gomes, 2015). Pelo método
ELISA, 29,71 % dos animais foram reagentes. Sobrinho et al. (2012), Martin (2013), e
Caldart et al. (2016) obtiveram valores maiores de frequéncia, enquanto outros autores
encontraram valores menores (Rossi, 2007; Solano-Gallego et al., 2007; Nasereddin et al.,
2008; Diakou et al., 2009; Figueiredo et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Coelho et al., 2011;
Sherry et al., 2011; Vides, 2010; Longoni et al., 2012; Chatzis et al., 2014; Gomes, 2015; Can
et al., 2016). Observou-se que, assim como no presente trabalho, os autores que realizaram os
dois métodos sorologicos obtiveram maior soropositividade no ELISA quando comparado a
RIFT (Vides, 2010; Coelho et al., 2011; Sobrinho et al., 2012; Caldart et al., 2016), visto que
o método ELISA ¢ mais sensivel que a RIFI.

Alguns trabalhos corroboram a falta de correlagdo existente entre testes sorologicos
entre si € com os testes moleculares ou reagdes em cadeia de polimerase (PCR) (Ayllon et al.,
2008; Sherry et al., 2011; Garrido, 2012; Pennisi et al., 2012; Spada et al., 2013; Miro6 et al.
2014; Gomes, 2015; Spada et al., 2016). Martin-Sanchez et al. (2007) encontraram alta
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propor¢ao de animais positivos na PCR de sangue (31,6%) e com baixos titulos de anticorpos
pela RIFI (20) e, baixa positividade na PCR de sangue em animais com altos titulos de
anticorpos (160). Simdes-Mattos et al. (2005) afirmaram que ndo existe correlagdo entre
infeccdo e producgdo de anticorpos nos felinos, pois estes tornam-se soropositivos somente na
fase tardia da infecg¢@o. Prina et al. (2007) relataram que o parasito, ao infectar um organismo,
pode ser degradado rapidamente e a presenga do seu DNA, detectado por métodos
moleculares, ndo significa necessariamente infeccao ativa.

No trabalho, foi encontrada falta de correlagdo entre os métodos sorologicos avaliados
(p <0,0001). A porcentagem de felinos soropositivos foi muito maior pela técnica de ELISA
que na RIFI, assim como encontrados por outros autores (Figueiredo et al., 2009; Coelho, et
al., 2011; Vides, 2010; Sobrinho et al., 2012; Cardia et al., 2013; Caldart et al., 2016).
Abaixo, a Tab. 2 compara o resultado entre os dois métodos sorologicos realizados entre si e
isoladamente.

Tabela 2. Valores absolutos e relativos dos resultados dos testes sorologicos isoladamente e
entre si.

Exames RIFI ELISA RIFI e ELISA

Positivo 17 (6,15%) 82 (29,71%) 10 (3,6%)

Negativo 259 (93,85%) 194 (70,29%) 266 (96,4%)
Total 276 (100%) 276 (100%) 276 (100%)

Legenda: RIFI - Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA - Ensaio Imunoenzimatico.

Na espécie canina, as duas técnicas sorologicas sao recomendadas pelo Ministério da
Saude (2014) para avaliagdao da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais € censitarios;
o ELISA para a triagem e a RIFI para a confirmagdo dos caes sororreagentes ao teste ELISA.
Tal procedimento pode ser estendido a espécie felina. Assim, no presente trabalho, foram
considerados como infectados somente os gatos reagentes a ambos os testes.

Resultados falso-positivos podem ocorrer por reagdo cruzada com Toxoplasma spp.,
Trypanosoma spp. e Ehrlichia spp (Spada et al., 2013; Chatzis et al., 2014; Noé et al., 2015).
Nos felinos, a soropositividade para toxoplasmose aumenta a medida que o gato envelhece
(Cardia et al., 2013). Os protozoarios causadores da doenga de Chagas, assim como a
Leishmania SPP, também pertencem a familia Trypanosomatidae e compartilham varios
antigenos que ocasionam reagdes cruzadas em diagnésticos sorologicos (Luciano et al., 2009;
Caldart et al., 2016). Contudo, razdes técnicas também podem levar a erros. Importante
lembrar que procedimentos de coleta, processamento, transporte e/ou armazenamento
indevidos podem ocasionar hemdlise e consequente coloracdo avermelhada do soro,

interferindo na absorbancia de métodos colorimétricos (Bastos et al., 2010), como o ELISA.
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No método RIFI, a interpretagdo pode ser subjetiva. Nesse estudo, nas baixas dilui¢des
dos soros a serem testados, residuos de fluoresceina foram confundidos com fluorescéncia
citoplasmatica do parasito, fato também relatado por Mir6 et al. (2014). Caes com menos de
trés meses de idade ndo devem ser avaliados através desses métodos, pois podem apresentar
resultados positivos pela presenga de anticorpos maternos (Braga et al., 1998).

Nao existe um método de RIFI padronizado para gatos, nem um valor de titulo de
anticorpo aceito universalmente que corresponda a infec¢do. Os validados em caes sao
utilizados nos gatos (Spada et al., 2013; Gomes, 2015).

A especificidade e a sensibilidade dos exames realizados poderiam aumentar se, em
vez de promastigotas, fossem utilizadas as formas amastigotas, pois estas sdao as formas que
parasitam o hospedeiro vertebrado. Embora as amastigotas possam ser utilizadas como
antigenos, as promastigotas representam a forma de antigeno mais frequentemente utilizada
(Oie, 2008).

Nao houve associacdo estatistica entre a soropositividade e a idade dos animais
(p>0,05) (Tab. 1) como observados por outros autores (Solano-Gallego et al., 2007,
Nasereddin et al., 2008; Bresciani et al., 2010; Coelho et al., 2011; Sobrinho et al., 2012;
Spada et al., 2013; Mir6 et al., 2014; Spada et al., 2016); ao contrario de Rossi (2007) e
Cardoso et al. (2010) que observaram predominio em gatos adultos e idosos, respectivamente.
Animais idosos adoecem com maior frequéncia quando comparados aos mais jovens
(Garrido, 2012) e, proprietarios de gatos ndo visitam clinicos veterindrios rotineiramente (sO
quando adoecem) quando comparados aos dos caes; pelo menos em paises em
desenvolvimento, onde a leishmaniose ¢ endémica (Simdes-Mattos et al., 2005). Pennisi et al.
(2012) afirmaram que o maior numero de animais idosos soropositivos pode ser explicado
pela exposi¢do cumulativa ocorrida ao longo da vida.

Nos caes, a distribuicdo da idade ¢ bimodal, sendo os menores de trés anos e os
maiores de oito anos os mais acometidos, fato explicado pela maior exposi¢do ao vetor ou
decorrentes de alteragdes imunologicas (Miranda et al., 2008). No homem, a incidéncia é
maior em criangas menores de dez anos (54,4%), com 41% dos casos registrados em menores
de cinco anos, devido a relativa imaturidade imunolédgica celular, agravada pela desnutrigdo,
comum nas areas endémicas (Desjeux, 2004). Segundo Gomes (2015), a baixa
soropositividade em animais mais jovens estaria relacionada ao incompleto desenvolvimento
imunitario.

Nao houve associagdo estatistica em relagdo ao género (p >0,05), como também

observado por outros autores (Ayllon et al., 2008; Nasereddin et al., 2008; Bresciani et al.,
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2010; Coelho et al., 2011; Sherry et al., 2011; Garrido, 2012; Spada et al., 2013; Spada et al.,
2016). No entanto, Cardoso et al. (2010), Vides (2010) e Sobrinho et al. (2012) encontraram
predominio de machos felinos sororreagentes. Estes associaram o observado ao
comportamento do macho, tanto na disputa territorial como por fémeas para acasalamento.
Por outro lado, Rossi (2007) obteve predominio de soropositividade em fémeas.

No homem, o sexo masculino ¢ mais acometido (60% dos casos), principalmente apds
a adolescéncia. Isso poderia ser explicado pela maior exposi¢cdo masculina ou por diferencas
bioldgicas existentes entre os sexos (Ministério da Saude, 2006). Esse fato também foi
constatado em roedores, onde o nimero de animais acometidos diminui ap6s a orquiectomia.
Ja nas fémeas desta espécie, quando recebem tratamento hormonal a base de testosterona,
tornam-se mais susceptiveis (Wilson et al., 2005).

Em relacdo a forma de criagdo, encontrou-se associagdo estatistica entre gatos
domiciliados e errantes (p > 0,05). Dos 18 animais errantes, quatro foram positivos nos dois
testes e 12 pelo método ELISA. Contudo, ¢ importante ressaltar que nao foram obtidas
informagdes a respeito da quantidade de animais e da frequéncia com que os gatos
domiciliados tinham acesso a rua. Ja Cardoso et al. (2010) ¢ Garrido (2012) em Portugal e,
Ayllon et al. (2008) em Madrid (Espanha) ndo encontraram tal associagao.

Na Fig. 1A ¢ possivel verificar a localizacdo da cidade de Bauru, dentro do estado de
Sao Paulo e na 1B, a localizagao dos domicilios de felinos sororreagentes aos testes ELISA
e/ou RIFI em Bauru, no ano de 2015.

Figura 1A. Microrregido de Bauru, do estado brasileiro de Sao Paulo. B. Domicilio dos

felinos sororreagentes aos testes ELISA e/ou RIFI em Bauru (2015).
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FONTES: Fig. 1A - Governo do estado de Sdo Paulo. Secretaria de Economia e Planejamento. Coordenadoria de
Planejamento e Avaliagdo do Instituto Geografico e Cartografico, 2016. B - DER (Departamento de Estradas de
Rodagem), 2006. Modificada pelo autor (2015).
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Vita et al. (2005) observaram em seus estudos que 85% dos felinos sororreagentes
eram errantes ou com acesso ao exterior dos domicilios. Cardoso et al. (2010) encontraram
diferenca significativa entre gatos de area urbana (0%) e rural (10,5%) de municipio na regiao
norte de Portugal pelo método ELISA. Encontrou-se 29,71% pelo mesmo método em area
urbana; diferenga possivelmente associada a resultados falso-positivos (Chatzis et al., 2014).
Entretanto, pelo método RIFI, encontrou-se 6,15% de animais reagentes. Esses dados sugerem
uma maior prevaléncia de leishmaniose felina no municipio de Bauru como um todo, ja que
nao foram analisadas amostras de soros de gatos domiciliados na zona rural. Silva et al.
(2010) sugerem que os gatos domésticos podem atuar como elo entre ambientes silvestres e
domésticos ao se deslocarem para areas periurbanas e rurais, favorecendo a disseminacao do
parasito devido & maior exposi¢io ao vetor. E sabido que o repasto sanguineo, realizado pela
fémea do flebotominio, pode ocorrer em diferentes espécies (Desjeux, 2004). Barata et al.
(2005) observaram forte preferéncia do vetor por sangue de aves domésticas, embora nao
exista na literatura relato dessa espécie exercendo papel de reservatorio para L. infantum.
Estas seriam refratdrias a infecg¢do, exercendo somente papel atrativo e de manutengdo do
vetor no ambiente rural (Dias et al., 2003).

Comportamentos tipicos dos felinos podem favorecer a disseminagao do parasito nesta
espécie, sobretudo no que se refere ao acesso a rua; onde exercem atividade predatoria,
percorrem grandes distancias, coabitam com reservatorios silvestres e sinantropicos;
refor¢ados ainda pelo habito noturno, similar ao dos flebotomineos (Desjeux, 2004).

Assim como Bresciani et al. (2010) e Garrido (2012), ndo se observou associagdo
estatistica para o fator raga (p >0,05). Navarro et al. (2010) verificaram que a raga felina
Europeu Comum foi mais acometida que as demais. Entretanto, faz-se necessario verificar se
realmente ha predisposigao racial ou se a referida raga ¢ muito comum na localidade estudada.
Solano-Gallego et al. (2000) em ensaio realizado na ilha de Maiorca (Espanha), observaram
que o Ibizian ¢ uma raca canina geneticamente resistente por apresentar resposta imune do
tipo celular.

Novas e continuadas pesquisas devem ser realizadas a fim de elucidar o verdadeiro
papel do gato na epidemiologia da doenga a fim de que medidas cabiveis em saude publica

sejam tomadas com relagdo a espécie.

3.1.4 CONCLUSAO
Demonstrou-se a ocorréncia de anticorpos anti- Leishmania spp nos felinos da cidade

de Bauru, estado de Sao Paulo, area endémica para LVC. Nao houve concordancia entre os
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testes utilizados, ja que o ELISA ¢ mais sensivel que a RIFI. Nao houve associacdo estatistica
relacionada a idade, género e raca. Porém, ndo podemos descartar a importancia desses
fatores de risco, ja que o n amostral ndo representou a populagdo felina da cidade de Bauru e
as amostras foram de conveniéncia. Houve associacdo estatistica relacionada ao modo de

criagdo, onde 100% (18) dos felinos reagentes eram errantes.
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(ABMVZ) citado como Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores sdo responsaveis pelos
conceitos e informagdes neles contidos. Sdo imprescindiveis originalidade, ineditismo e

destinacao exclusiva ao ABMVZ.

Reproducio de artigos publicados

A reproducao de qualquer artigo publicado ¢ permitida desde que seja corretamente
referenciado. Nao ¢ permitido o uso comercial dos resultados.

A submissao e tramitagdo dos artigos sdo feitas exclusivamente on-line, no endereco
eletronico <http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo>.

Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no endereco
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Orientacgdes Gerais

Toda a tramitacdo dos artigos ¢ feita exclusivamente pelo Sistema de publicagdo
online do Scielo - ScholarOne, no enderego http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo
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Leia "PASSO A PASSO - SISTEMA DE SUBMISSAO DE ARTIGOS POR
INTERMEDIO DO SCHOLARONE"

Toda a comunicagdo entre os diversos autores do processo de avaliacdo e de

publicacdo (autores, revisores e editores) sera feita apenas de forma eletronica pelo Sistema,
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sendo que o autor responsavel pelo artigo serd informado automaticamente por e-mail sobre
qualquer mudanga de status do mesmo.

Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no texto e quando solicitados
pela equipe de editoracdo também devem ser enviados, em separado, em arquivo com
extensdo JPG, em alta qualidade (minimo 300dpi), zipado, inserido em “Figure or Image”
(Step 6).

E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que cada
um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusdo de seu nome no texto
submetido.

O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por meio de correspondéncia
eletronica, a participacdo no artigo. Caso um dos produtores do texto ndo concorde em
participar como autor, o artigo serd considerado como desisténcia de um dos autores e sua

tramitagcdo encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovagio do
Projeto da pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de
Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O documento deve ser
anexado em “Ethics Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o nimero do Certificado de

Aprovacao do Projeto deve ser mencionado no campo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publica¢do

Artigo cientifico:

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que 0s
resultados sdo posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacdo (somente na "Title
Page" — Step 6), Resumo, Abstract, Introducdao, Material e Métodos, Resultados, Discussao
(ou Resultados e Discussdo), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O nimero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

Relato de caso:
Contempla principalmente as dreas médicas em que o resultado ¢ anterior ao interesse

de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados ndo ¢ planejada.
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Secdes do texto: Titulo (portugués e inglé€s), Autores e Afiliagdo (somente na "Title
Page" - Step 6), Resumo, Abstract, Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando
pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a dez, incluindo tabelas e figuras.

O namero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Comunicagao:

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental digno de
publicagdo, embora insuficiente ou inconsistente para constituir um artigo cientifico.

Secodes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na "Title
Page" - Step 6). Deve ser compacto, sem distincdo das se¢des do texto especificadas para
"Artigo cientifico", embora seguindo aquela ordem. Quando a Comunicagdo for redigida em
portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida em inglés deve conter um "Resumo".

O namero de paginas nao deve exceder a oito, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacio

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglé€s, na forma impessoal.

Formatacio do texto

O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das se¢des do artigo, deve ser
apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step 6), no
formato A4, com margem de 3 cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times New
Roman, no tamanho 12 e no espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as paginas e se¢des do
artigo (do titulo as referéncias), com linhas numeradas.

Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto,

substancia, empresa € pais.

Secdes de um artigo
Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo

ultrapassar 50 palavras.
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Autores ¢ Filiacdo: Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e o seu e-mail para correspondéncia
devem ser indicados com asterisco somente no “Title Page” (Step 6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 200
palavras em um s6 paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de literatura.
Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso.
Cada frase deve conter uma informagao completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas*.

* na submissao usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto
keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em que o artigo
for submetido.

Introdugdo: Explanagdo concisa na qual os problemas serdao estabelecidos , bem como
a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o
suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descricao
dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados deverdo constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovagao do CEUA. (verificar o Item Comité
de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separagao dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
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como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma

figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem
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Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
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autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento nao consultado com o ano de



59

publicacdo, seguido da expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento

consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.

Comunicagdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citagdo coloca-se o
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