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ARTIGO I 
 
 

RESUMO 
 
 

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose que acomete milhões de pessoas em 
todo mundo. A resposta imunológica frente à infecção é complexa e determinante na 
patogenicidade da doença e na variedade de sintomas presentes no hospedeiro vertebrado 
acometido. Nestes, os protozoários desenvolvem mecanismos de evasão à resposta imune pela 
inibição das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC-II) e dos 
mecanismos leishmanicidas intramacrofágicos. O parasito também expressa moléculas em sua 
superfície, cuja função é protegê-lo das enzimas digestivas no intestino do flebotomíneo. A 
resposta imunológica frente à infecção por Leishmania infantum influencia diretamente na 
patogenia da doença apresentada nas espécies canina e felina. Os cães são considerados 
animais susceptíveis à doença por desenvolverem resposta imune predominantemente 
humoral (Th2) com produção de grande quantidade de imunoglobulinas não protetoras. Os 
gatos, na ausência de fatores imunossupressores, são resistentes e apresentam resposta imune 
do tipo celular (Th1) com baixa produção de anticorpos. 
 
Palavras–chave: Leishmania. Resposta imune. Imunidade inata. Imunidade adquirida. 

 
 

ARTIGO II 
 
 

RESUMO 
 
 

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de grande impacto em saúde pública. A infecção 
nos gatos tem sido relatada nos países onde a doença é endêmica. Seu papel como 
reservatório não está satisfatoriamente elucidado, embora a transmissão do parasito de um 
felino infectado para vetor tenha sido reportada por xenodiagnóstico. O objetivo do trabalho 
foi avaliar a presença de anticorpos anti-Leishmania spp em animais da espécie felina em área 
endêmica para LV (Bauru-SP), por meio dos testes sorológicos de Reação de 
Imunofluorescência Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimático (ELISA) e associá-los às 
variáveis sexo, idade, forma de criação e raça. 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%). Não houve diferença estatística significativa entre a soropositividade e as 
variáveis analisadas (p >0,05), exceto para a variável forma de criação (p <0,005). Não houve 
concordância entre o resultado dos dois testes, pois o método ELISA é mais sensível que o 
método RIFI. 
 
Palavras-chave: Leishmaniose. Gato. Sorodiagnóstico. RIFI. ELISA.  
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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 II 
 
 

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 INTRODUÇÃO 

 

A presente dissertação está dividida em dois capítulos. Na primeira parte, apresenta-se 

um artigo de revisão, onde serão abordados aspectos imunológicos da leishmaniose visceral 

canina e felina. Na segunda parte, outro artigo avaliará a presença anticorpos anti-Leishmania 

spp em felinos pelos métodos de Ensaio Imunoenzimático (ELISA) e Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) no município de Bauru (SP) em 2015. 
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2 CAPÍTULO 1 1 

 2 

2.1 ARTIGO DE REVISÃO 3 

 4 

Aspectos imunológicos da leishmaniose visceral canina e felina 5 

Immunological aspects of visceral leishmaniasis canine and feline 6 

Valéria Medina CamprigherI*; Marcelo de Souza ZanuttoII 7 

RESUMO 8 

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose que acomete milhões de 9 

pessoas em todo mundo. A resposta imunológica frente à infecção é complexa e determinante 10 

na patogenicidade da doença e na variedade de sintomas presentes no hospedeiro vertebrado 11 

acometido. Nestes, os protozoários desenvolvem mecanismos de evasão à resposta imune pela 12 

inibição das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC-II) e dos 13 

mecanismos leishmanicidas intramacrofágicos. O parasito também expressa moléculas em sua 14 

superfície, cuja função é protegê-lo das enzimas digestivas no intestino do flebotomíneo. A 15 

resposta imunológica frente à infecção por Leishmania infantum influencia diretamente na 16 

patogenia da doença apresentada nas espécies canina e felina. Os cães são considerados 17 

animais susceptíveis à doença por desenvolverem resposta imune predominantemente 18 

humoral (Th2) com produção de grande quantidade de imunoglobulinas não protetoras. Os 19 

gatos, na ausência de fatores imunossupressores, são resistentes e apresentam resposta imune 20 

do tipo celular (Th1) com baixa produção de anticorpos. 21 

Palavras-chave: leishmania, resposta imune, imunidade inata, imunidade adquirida. 22 

 23 

 24 

 25 
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ABSTRACT 1 

Visceral leishmaniasis (VL) is an important zoonosis that affects millions of people 2 

worldwide. The immune response to infection is complex and determinant in the 3 

pathogenicity of the disease and in the variety of symptoms present in the affected vertebrate 4 

host. In these, protozoa develop mechanisms to evade the immune response by inhibiting 5 

major histocompatibility complex molecules (MHC-II) and intramacrophagic leishmanicidal 6 

mechanisms. The parasite also expresses molecules on its surface, whose function is to protect 7 

it from the digestive enzymes in the gut of the sandfly. The immunological response to 8 

Leishmania infantum infection directly influences the pathogenesis of the disease present in 9 

the canine and feline species. Dogs are considered to be susceptible to disease by developing 10 

predominantly humoral (Th2) immune response producing large amounts of non-protective 11 

immunoglobulins. Cats, in the absence of immunosuppressive factors, are resistant and 12 

present a cellular type (Th1) immune response with low antibody production. 13 

Key words: leishmania, immune response, innate immunity, acquired immunity. 14 

 15 

2.1.1 INTRODUÇÃO 16 

A leishmaniose visceral (LV) é a terceira doença mais importante transmitida por 17 

vetores, acometendo o homem. De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), 18 

estima-se que ocorram entre 1,5 a 2 milhões de novos casos de leishmaniose humana 19 

anualmente. Contudo, mesmo sendo relatada em 98 países (88 são considerados endêmicos), 20 

acredita-se que muitos casos sejam negligenciados, pois em somente 33 deles é de notificação 21 

compulsória (PENNISI et al., 2013; PIRAJÁ et al., 2013; MAIA et al., 2015). 22 

O Brasil é o país da América Latina com o maior número de casos anuais registrados, 23 

sendo a região nordeste considerada a principal zona endêmica da LV (VIDES et al., 2011; 24 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 25 
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O aumento da prevalência da leishmaniose visceral canina (LVC) no país gera 1 

preocupação entre os profissionais que atuam junto aos órgãos de saúde pública, clínicos 2 

veterinários da iniciativa privada e na população residente em áreas de risco. 3 

Esta revisão tem como objetivo abordar os aspectos imunológicos da Leishmaniose 4 

Visceral na espécie canina e felina. 5 

 6 

2.1.2 DESENVOLVIMENTO 7 

2.1.2.1 Epidemiologia 8 

A população de felinos domésticos vem aumentando a cada ano nos grandes centros 9 

urbanos (MARODIN, 2011; PIRAJÁ et al., 2013). 10 

Estudos apontam a possibilidade de o gato, mais que um hospedeiro acidental, ser 11 

considerado reservatório, tendo papel fundamental, até agora desconhecido, na epidemiologia 12 

dessa zoonose (NASEREDDIN et al., 2008; MAIA et al., 2010; SILVA et al., 2010; 13 

TRAINOR et al., 2010; MARODIN, 2011; VIDES et al., 2011; SOBRINHO, 2012). A 14 

transmissão do parasito de um gato infectado para o flebotomíneo já foi confirmada por 15 

xenodiagnóstico (MAROLI et al., 2007). Sobretudo nos animais com acesso ao exterior de 16 

seus domicílios, alguns comportamentos típicos dos felinos podem favorecer a disseminação 17 

do parasito, incluindo seu instinto predatório, deslocamentos de até 1,5 km de distância das 18 

suas casas, contato com reservatórios silváticos ou sinantrópicos e hábitos crepusculares e 19 

noturnos, similares ao do vetor (SIMÕES-MATTOS et al., 2005; SOBRINHO, 2012). 20 

A infecção nos gatos (Felis catus domesticus) tem sido relatada em vários países onde 21 

a doença é endêmica e são naturalmente infectados pelas mesmas espécies de leishmanias que 22 

afetam os cães e os humanos em áreas tropicais e subtropicais em todo o mundo 23 

(GRAMICCIA & GRADONI, 2005; MAROLI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 24 

2007; MARODIN, 2011; VIDES et al., 2011; PENNISI et al., 2013; NEMATI et al., 2015). O 25 
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primeiro caso relatado de leishmaniose visceral felina no Brasil ocorreu na cidade de Cotia, 1 

estado de São Paulo, em julho de 2000 (SAVANI et al., 2004). De acordo com SIMÕES-2 

MATTOS et al. (2005), inquéritos epidemiológicos, sorológicos e parasitológicos, realizados 3 

em vários países têm demonstrado taxas preocupantes de infecção nos gatos domésticos por 4 

Leishmania ssp (NEMATI et al., 2015). 5 

 6 

2.1.2.2 Agente etiológico 7 

Os parasitos causadores da leishmaniose visceral no Brasil são protozoários do gênero 8 

Leishmania, pertencentes à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e duas espécies 9 

envolvidas - L.infantum (= L.chagasi) e L. amazonenses (FRANÇA-SILVA et al., 2005; 10 

TOLEZANO et al., 2007; DIAS et al., 2011; HOFFMANN et al., 2012). São seres 11 

unicelulares, eucariotas heterotróficos e sua reprodução é assexuada e ocorre por fissão 12 

binária (DESJEUX, 2004). 13 

 14 

2.1.2.3 Ciclo de vida 15 

Apresenta ciclo de vida dimórfico: a forma promastigota, no inseto vetor (flebótomo), 16 

e a forma amastigota, que é intracelular obrigatória no hospedeiro vertebrado. A forma 17 

amastigota, adquirida pelo flebotomíneo durante repasto sanguíneo, é uma estrutura 18 

arredondada/ovalada, aflagelar, que se modifica no interior do aparelho intestinal do vetor e 19 

adquire a forma infectante promastigota, cuja estrutura é alongada e flagelar. Quando se 20 

multiplica no inseto, bloqueia o proventrículo, sendo regurgitada durante novo repasto 21 

sanguíneo em outro vertebrado susceptível (DESJEUX, 2004). É então fagocitada por 22 

macrófagos, onde multiplica-se por divisão binária, perde o flagelo (amastigotas) ocasionando 23 

lise celular macrofágica. Novamente fagocitada, dissemina-se, via linfática ou hematógena, 24 

para macrófagos da medula óssea, fígado, baço, rins e intestino (GALATI et al., 1997; 25 



15 
 

BASANO & CAMARGO, 2004; GONTIJO & MELO, 2004; COUTINHO et al., 2005; 1 

GRAMICCIA & GRADONI, 2005; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; VIDES et al., 2011). 2 

O parasito é denominado heteroxênico por completar seu ciclo de vida em dois 3 

hospedeiros, sendo a Lutzomya longipalpis (flebotomíneo) o hospedeiro invertebrado e os 4 

mamíferos (homem, animais domésticos e silvestres), os hospedeiros vertebrados (GALATI 5 

et al., 1997; GONTIJO & MELO, 2004; BARATA et al., 2005; GRAMICCIA & GRADONI, 6 

2005; MONTEIRO et al., 2005). 7 

 8 

2.1.2.4 Transmissão 9 

A forma de transmissão de maior importância epidemiológica é a vetorial e, no Brasil, 10 

a espécie de flebotomíneo envolvida é a Lutzomya longipalpis (BARATA et al., 2005; 11 

LAINSON & RANGEL, 2005). O habitat natural do vetor foi afetado pela devastação de 12 

áreas silvestres para exploração econômica, culminando assim com sua translocação para o 13 

meio urbano; fenômeno adaptativo denominado de trophotaxis (ALMEIDA et al., 2005; 14 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; SOBRINHO, 2012). Nestas áreas, os flebótomos passaram 15 

a habitar o peridomicílio, principalmente de localidades sem saneamento básico, onde há 16 

acúmulo de lixo, presença de abrigo de animais, galinheiros e consequentemente grande 17 

quantidade de matéria orgânica em decomposição (GALATI et al., 1997; DIAS et al., 2003; 18 

BASANO & CAMARGO, 2004; DESJEUX, 2004; FRANÇA-SILVA et al., 2005; 19 

MONTEIRO et al., 2005). Possuem 0,5 cm de comprimento, cor parda, pernas alongadas e 20 

delgadas e corpo piloso, comumente denominado mosquito palha. Mantêm as asas eretas 21 

mesmos em repouso e seu voo é saltitante (BASANO & CAMARGO, 2004; OLIVEIRA, 22 

2013). Percorrem pequenas distâncias de até 300 metros, não se dispersando mais que um 23 

quilômetro do local de criação (NOLI, 1999; BANETH & SOLANO-GALLEGO, 2011; 24 

VIEIRA, 2013). Sua ocorrência é maior em períodos de chuvas e temperaturas elevadas 25 
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(FRANÇA-SILVA et al., 2005) e são mais encontrados no horário compreendido entre 19 e 1 

23 horas (DESJEUX, 2004; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; OLIVEIRA, 2013). 2 

Alimentam-se de seiva de plantas, néctar e frutas, de onde retiram suas fontes de carboidratos. 3 

A hematofagia é hábito exclusivo das fêmeas que necessitam de sangue para maturação de 4 

seus ovários (DIAS et al., 2003; BARATA et al., 2005; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; 5 

OLIVEIRA, 2013). Picam o hospedeiro vertebrado preferencialmente em zonas glabras tais 6 

como plano nasal, pavilhão auricular e regiões inguinal e perianal. 7 

A transmissão por transfusão sanguínea (FREITAS et al., 2006), venérea (SILVA et 8 

al., 2009) e vertical (PANGRAZIO et al., 2009) já foram relatadas na espécie canina. A 9 

transmissão por mordeduras (VIEIRA, 2013), picada de pulgas (FERREIRA et al., 2009) e 10 

carrapatos (COUTINHO et al., 2005; VIOL et al., 2016) poderiam explicar a presença de 11 

casos clínicos de leishmaniose visceral canina autóctones em áreas não endêmicas na ausência 12 

de flebotomíneos. Em humanos, a transmissão por compartilhamento de agulhas é razão da 13 

grande coinfecção HIV-leishmaniose entre usuários de drogas e foi descrito na Europa 14 

(GRIENSVEN et al., 2014). 15 

 16 

2.1.2.5 Aspectos imunológicos 17 

Algumas características relacionadas ao protozoário como sua espécie, zimodemo 18 

(agrupamento de isoenzimas com determinada mobilidade eletroforética) e carga parasitária 19 

no hospedeiro vertebrado são determinantes na patogenia desencadeada (SOLANO-20 

GALLEGO et al., 2009). Os parasitos expressam glicoconjugados em sua superfície, 21 

considerados fatores de virulência, que permitem a endocitose pelos macrófagos ou a ligação 22 

das opsoninas (complemento, anticorpos, entre outros) para posterior fagocitose. No vetor, o 23 

parasito desenvolve mecanismos de sobrevivência pela indução da secreção da membrana 24 

peritrófica (proteoglicanos e quitina), retardando a difusão e ação das proteases sobre os 25 
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parasitos; pela fixação das nectomonas ao estômago através de lipofosfoglicanos (LPG) à sua 1 

superfície, pela obstrução física e degradação da válvula estemodeal sob ação das quitinases 2 

produzidas pelas haptomonas; pela produção do gel secretor de promastigotas 3 

(proteofosfoglicanos filamentosos) pelas leptomonas; pela secreção de neuropeptídios que 4 

diminuem o peristaltismo intestinal do inseto (BATES, 2007; SÉGUIN & DESCOTEAUX, 5 

2016). 6 

Nos hospedeiros vertebrados, os parasitos desenvolvem mecanismos de evasão à 7 

resposta imunitária inata, como a alteração do sistema complemento, inibição das Moléculas 8 

do Complexo de Histocompatibilidade Principal (MHC-II), evasão aos mecanismos 9 

intramacrofágicos, especificamente às moléculas com capacidade leishmanicida (Óxido 10 

Nítrico - NO e hidrolases), modulação do perfil de citocinas e indução da atividade de 11 

linfócitos T reguladores (ALVAR et al., 2012; ORDEIX & SOLANO-GALLEGO, 2013). 12 

 13 

2.1.2.6 Resposta imune inata e adquirida 14 

A imunidade inata representa uma resposta rápida a um número grande número de 15 

estímulos. É representada por barreiras físicas, químicas e biológicas, células especializadas 16 

(macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células Natural Killer) e moléculas solúveis, 17 

independentemente de contato prévio com agentes agressores (CRUVINEL et al., 2010). 18 

A fagocitose, liberação de mediadores inflamatórios, ativação de proteínas do sistema 19 

complemento, citocinas e quimiocinas são os principais mecanismos na imunidade inata. São 20 

ativados por estímulos específicos, comumente encontrados na superfície de microorganismos 21 

que constituem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), por interação com 22 

diferentes receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrões (RRP), 23 

dentre os quais a família dos receptores Toll-like (TLRs). Os TLRs destacam-se por seu papel 24 

central na ligação a patógenos e iniciação da resposta inflamatória. Esses receptores estão 25 
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presentes principalmente em macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (ENGWERDA et 1 

al., 2004; CRUVINEL et al., 2010; KAWAI & AKIRA, 2011; ORDEIX & SOLANO-2 

GALLEGO, 2013). 3 

A inflamação, como resposta a um organismo invasor ou lesão tecidual, garante que os 4 

mecanismos de defesas concentrem-se rapidamente no local agredido. A presença de 5 

microrganismos é detectada por células sentinelas (macrófagos, células dendríticas, 6 

mastócitos), dispersas por todo o organismo e encontradas, em maior número, abaixo das 7 

superfícies corpóreas. Seus receptores (TLRs) ligam-se aos PAMPs, expressos pelos 8 

microrganismos ou pelas alarminas dos tecidos lesados e ativam o fator de transcrição gênico 9 

denominado Fator Nuclear Kappa no interior da célula, que, sob ação da enzima Caspase 1, 10 

transformam moléculas precursoras em ativas (Interleucina 1-IL1, IL-6, Fator de Necrose 11 

Tumoral-TNF-α, prostaglandinas e leucotrienos) (TIZARD, 2008; ORDEIX & SOLANO-12 

GALLEGO, 2013). 13 

A resposta imune adaptativa, ao contrário da resposta inata, depende da ativação de 14 

células especializadas e suas principais características são: especificidade e diversidade de 15 

reconhecimento, memória, especialização de resposta, autolimitação e tolerância a 16 

componentes do próprio organismo (CRUVINEL et al., 2010). 17 

Fragmentos antigênicos (peptídeos - Pe) só induzem uma resposta imune se acoplados 18 

às MHC-II das células apresentadoras de antígeno - CCA (macrófagos, células dendríticas e 19 

linfócitos B) e estas, às moléculas marcadoras de superfície celular - CD 4 (Cluster of 20 

Differentiaton) dos linfócitos T-helper/auxiliarers (Th). Contudo, moléculas co-estimuladoras 21 

adicionais são necessárias para que a resposta imune adquirida seja desencadeada. Moléculas 22 

de superfície de linfócitos Th (CD 154) ligam-se às das CAA (CD 40), que estimulam novas 23 

moléculas do linfócito Th (CD 28) a se ligarem às das CCA (CD 80 ou CD 86). Assim, as 24 

CAA produzem citocinas (IL 1, IL 6, IL 8, IL 12, TNF- α) que determinam o tipo de resposta 25 
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imune desencadeada pelo linfócito Th. Além das moléculas co-estimuladoras, moléculas de 1 

adesão (integrinas) estimulam o contato entre linfócitos Th e CAA, formando assim uma 2 

estrutura supramolecular, denominada sinapse imunológica (OLIVIER et al., 2005; TIZARD, 3 

2008; FREITAS-SILVA et al., 2014; PAPADOGIANNAKIS & KOUTINAS, 2015). 4 

A ativação do sistema imune celular é a base da resistência dos hospedeiros frente a 5 

uma infecção. Quando as células Th1 são ativadas, ocorre a produção de citocinas, IFN γ, 6 

TNF-α, IL-2, fator estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF), IL-3 e 7 

IL-12, que promoverão ativação de macrófagos e estímulo da imunidade celular pela ativação 8 

de outras células ou por sua proliferação, eliminando assim a infecção. Linfócitos T induzem 9 

produção de citocinas ativadoras de macrófagos e produtoras de fatores antimicrobianos: 10 

oxigênio reativo intermediário, nitrogênio reativo intermediário, hidrolases lisossomais, 11 

peptidases neutras e óxido nítrico, sendo esse último, o mais importante com característica 12 

leishmanicida. Quando a infecção está associada à indução das células Th2, há produção de 13 

IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que irão mediar a imunidade humoral e as reações alérgicas. A IL-4 14 

relaciona-se com produção de anticorpos da classe de Imunoglobulinas E (IgE), IgG; a IL-5 é 15 

importante para diferenciação, multiplicação e ativação de eosinófilos, enquanto a IL-10 inibe 16 

a síntese de citocinas produzida pelos macrófagos, diminuindo a função destas células como 17 

apresentadoras de antígeno, além de inibir eventos metabólicos associados a sua ativação, 18 

interferindo na atividade leishmanicida dos macrófagos (ALMEIDA et al., 2005; BANETH & 19 

SOLANO-GALLEGO, 2011; VIEIRA, 2013). 20 

Depois da inoculação das promastigotas na derme, as CAA processam e transportam o 21 

antígeno para linfonodos regionais para células T-priming. Na sequência, células T efetoras 22 

armadas retornam para a pele, no sítio de inoculação, contribuindo assim decisivamente para a 23 

resposta imune contra a leishmania (BANETH & SOLANO-GALLEGO, 2011; VIEIRA, 24 

2013). 25 
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2.1.2.7 Caninos 1 

Cães infectados por Leishmania spp apresentam um misto de resposta imune celular 2 

(Th1) e humoral (Th2). Sabe-se que quando esse equilíbrio tende para resposta Th2, os cães 3 

tornam-se susceptíveis à doença e quando tende para Th1, são resistentes. Na resposta Th1, as 4 

citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α induzem ativação macrofágica com produção de óxido nítrico; 5 

substância com potente ação leishmanicida. Em contraste, na resposta Th2, IL-10 e IL-4 estão 6 

envolvidos na disseminação do parasito com aumento de linfócitos B e 7 

hipergamaglobulinemia (ORDEIX & SOLANO-GALLEGO, 2013). 8 

ALMEIDA et al. (2005) em estudos com cães, compararam níveis de IgE, IgG1, IgG2 9 

em animais sintomáticos e assintomáticos/saudáveis em área endêmica para leishmaniose 10 

visceral canina. Observaram aumento de IgE, IgG1 e IgG2 nos cães sintomáticos em relação 11 

aos assintomáticos e saudáveis. Porém, concluíram que apenas 36% deles apresentaram 12 

aumento policlonal das imunoglobulinas. Foi constatado também um maior nível de IgE em 13 

cães sintomáticos para LVC quando comparado aos saudáveis, menor nível da IgG entre cães 14 

saudáveis e assintomáticos, quando comparado aos sintomáticos e níveis elevados de IgG1 e 15 

IgG2 em cães sintomáticos, quando comparados aos assintomáticos e saudáveis. 16 

CARDOSO et al. (2007) compararam níveis de IgG, IgG1 e IgG2 em dois grupos de 17 

cães-saudáveis/assintomáticos e sintomáticos para LVC. Observaram que os níveis das 18 

imunoglobulinas foram significativamente maiores no segundo grupo, principalmente da 19 

IgG2 e observou também aumento na relação IgG2/IgG1. LEANDRO et al. (2001) 20 

compararam níveis de IgG2 e IgG1 entre cães naturalmente infectados por L. infantum e 21 

apresentando sintomatologia clássica de LVC e animais saudáveis (grupo controle). 22 

Observaram altos níveis de IgG2 quando comparados aos animais do grupo controle, porém 23 

observaram o mesmo nível de IgG1 em ambos os grupos. 24 
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CARSON et al. (2010) testaram associação entre IgG1 e IgG2 utilizando anticorpos 1 

policlonais comercialmente disponíveis. A análise foi realizada para detectar associações 2 

entre níveis absolutos e razões de IgG1 e IgG2 e uma gama de medidas de resultados de 3 

infecção (sinais clínicos de leishmaniose, PCR de medula óssea e cultura parasitológica). 4 

Observaram associações inconsistentes entre níveis de subclasses de IgGs e resultados 5 

parasitológicos; níveis mais elevados de IgG1 e IgG2 em cães clinicamente sintomáticos 6 

quando comparados aos assintomáticos e níveis similares de proporção de IgG2/IgG1 em cães 7 

sintomáticos e assintomáticos. A interpretação de subclasses de IgG na resposta canina ainda 8 

não está clara. Referem ainda que em alguns estudos ocorra um aumento de IgG2 em relação 9 

à IgG1 em animais assintomáticos e, em outros, observaram exatamente o oposto. Estudos 10 

que avaliaram IgG1 e IgG2 utilizando anticorpos policlonais frequentemente alcançaram 11 

resultados conflitantes devido à falta de especificidade dos reagentes comerciais (DAY, 12 

2007). 13 

O IFN-γ age diferenciando as células Th1 e inibindo as Th2, enquanto a IL-4 age 14 

diferenciando Th2 e inibindo Th1, ação potencializada pela citocina IL-10. As citocinas 15 

presentes no ambiente de estimulação, o tipo de célula apresentadora de antígeno e a 16 

natureza/quantidade de antígenos determinam a diferenciação para Th1, defesa mediada por 17 

fagócito (microrganismo intracelular), bem como a Th2, defesa mediada por 18 

IgE/eosinófilo/mastócito (NOLI, 1999; RODRÍGUEZ-CORTÉS et al., 2007; BANETH & 19 

SOLANO-GALLEGO, 2011; MARODIN, 2011; VIDES et al., 2011; PENNISI et al., 2013). 20 

RODRÍGUEZ-CORTÉS et al. (2007) relataram forte associação entre resposta 21 

humoral e doença em cães devido à formação de imunocomplexos circulantes. Foram 22 

avaliados os níveis de IgG, IgM e IgA em cães de região altamente endêmica para LVC e 23 

observaram que todas estavam bem aumentadas em cães sintomáticos, quando comparados 24 

aos cães assintomáticos, sendo que a classe de imunoglobulina com aumento mais expressivo 25 
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foi a IgG. Essas se depositaram no endotélio vascular causando vasculite (uveíte, poliartrite, 1 

glomerulonefrite, polimiosite) e trombocitopenia imunomediada (BANETH & SOLANO-2 

GALLEGO, 2011). Segundo ALMEIDA et al. (2005), as articulações úmero-rádio-ulnar, do 3 

carpo, tarso e fêmuro-tíbio-patelar são mais acometidas. Ao exame radiográfico, visualizou-se 4 

poliartrite erosiva com edema dos tecidos moles adjacentes. O líquido sinovial mostrou 5 

alterações físico-químicas e reação inflamatória mononuclear, permitindo identificar o 6 

parasito no exame citopatológico. 7 

Desse modo, a evolução da doença, a quantidade e variabilidade de sintomas 8 

apresentados pelo cão (assintomático, oligossintomático e polissintomático) estão diretamente 9 

relacionadas ao balanço entre as citocinas as quais determinam o padrão de resposta 10 

imunológica envolvida (ALMEIDA et al., 2005). 11 

Na LVC, há elevada prevalência de infecção subclínica, onde os animais não 12 

desenvolvem sinais clínicos. Podem manifestar a doença de forma autolimitante ou como 13 

doença grave/fatal, apresentando ampla gama de fenômenos imunológicos e clínicos 14 

(VIEIRA, 2013). Importante ressaltar que, mesmo sendo assintomáticos, os cães são fontes de 15 

infecção para o vetor e, consequentemente, para o homem (GONTIJO & MELO, 2004). 16 

No Brasil, a forma assintomática da doença é encontrada com taxas entre 40 a 60% da 17 

população canina soropositiva (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Assim, os níveis de 18 

infecção não devem ser medidos pelos sinais clínicos e sim, por meio de exames sorológicos e 19 

moleculares (BANETH & SOLANO-GALLEGO, 2011). 20 

INIESTA et al. (2005) relataram que não se pode afirmar que na LV e na LVC a 21 

resposta Th1 esteja relacionada com resistência e cura e que a Th2 com desenvolvimento de 22 

sinais clínicos; entretanto, um equilíbrio entre ambas as respostas pode ser importante para o 23 

controle da replicação do parasito. 24 
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SANCHEZ et al. (2004) compararam a estrutura histológica hepática e esplênica de 1 

cães sintomáticos e assintomáticos de áreas endêmicas. Foram observados granulomas 2 

maduros e bem organizados em cães assintomáticos com o núcleo das células de Kupffer 3 

rodeadas por linfócitos. Nos cães sintomáticos, observaram muitas células de Kupffer 4 

carregadas de parasitos espalhados por todo o órgão e um profuso infiltrado mononuclear 5 

desorganizado. Níveis de Th1, CD4+ e CD8+ estavam muito maiores nos assintomáticos. O 6 

parênquima esplênico de cães sintomáticos mostrou ausência de organização topográfica e 7 

celular quando comparados aos dos cães assintomáticos. 8 

 9 

2.1.2.8 Felinos 10 

O papel do gato como reservatório ainda é duvidoso, embora a transmissão do parasito 11 

de um gato infectado para o flebotomíneo tenha sido confirmada por xenodiagnóstico 12 

(MAROLI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; SHERRY et al., 2011; PENNISI 13 

et al., 2013; CHATZIS et al., 2014). 14 

Diferentemente dos cães, anticorpos específicos anti-Leishmania spp estão ausentes ou 15 

são muito baixos no soro nesta espécie, o que indicaria que a maioria dos felinos não sofre de 16 

desequilíbrio da resposta imunitária e superprodução de anticorpos. Acredita-se que gatos 17 

infectados possuam certo grau de resistência natural à enfermidade, provavelmente 18 

relacionada a fatores genéticos (COSTA et al., 2010). A resposta imunológica dos gatos frente 19 

à enfermidade parece ser diferente daquela desenvolvida nos cães. Enquanto os caninos 20 

apresentam predominantemente uma resposta humoral, a resposta dos felinos parece ser 21 

predominantemente celular, na ausência de fatores imunossupressores, explicando a presença 22 

de um maior número de animais assintomáticos em relação aos que desenvolveram quadro 23 

clínico dentro de uma população (GOMES, 2015). A resposta imune celular dessa espécie 24 

seria efetiva o suficiente para controlar a infecção e conferir certo grau de resistência natural,  25 
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razão pela qual apresentam sintomatologia cutânea. Nos casos onde ocorrem eventos 1 

imunossupressores, tais como infecções por retrovírus, neoplasias, diabetes mellitus, doenças 2 

autoimunes, terapia com corticoides e outras drogas imunossupressoras, a disseminação e 3 

visceralização do parasito provoca sintomatologia sistêmica (RÜFENACHT et al., 2005; 4 

SIMÕES-MATTOS et al., 2005; MAROLI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; 5 

TRAINOR et al., 2010; SHERRY et al., 2011; PENNISI et al., 2013, VIEIRA, 2013; 6 

CHATZIS et al., 2014). 7 

SOBRINHO et al. (2012) afirmaram que os vírus da imunodeficiência felina e da 8 

leucemia felina são capazes de induzir à perda progressiva de linfócitos T-CD4+ e T-CD8+ 9 

devido ao tropismo por linfócitos e macrófagos, permitindo infecções crônicas e recorrentes. 10 

Entretanto, MAIA et al. (2010) não observaram tal associação. Afirmaram que os gatos 11 

mostraram susceptibilidade ao parasito, não havendo associação com outras doenças 12 

imunossupressoras. 13 

Não existem estudos efetivos acerca da resposta imunitária face à infeção por L. 14 

infantum nos gatos (PENNISI et al., 2013). O que se aborda é o que está sendo estudado nos 15 

cães. SIMÕES-MATTOS et al. (2005), no Ceará, constataram que o método sorológico não é 16 

ideal para fins de diagnóstico nos felinos. Nesse estudo, anticorpos não foram detectados por 17 

métodos sorológicos convencionais em gatos com lesões dermatológicas ativas. As 18 

soroconversões ocorreram quando essas estavam em estágio de resolução e o pico de 19 

anticorpos ocorreu quando as lesões estavam regredindo. Segundo MAIA et al. (2010), a 20 

detecção do felino infectado torna-se difícil, pois o sorodiagnóstico parece não ser um exame 21 

com boa sensibilidade para essa espécie. A baixa quantidade de anticorpos produzida pelos 22 

gatos poderia estar relacionada com o fato de não sofrerem desequilíbrio do seu status 23 

imunológico. 24 

 25 
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2.1.3 CONCLUSÃO 1 

A resposta imunológica frente à infecção por Leishmania infantum influencia 2 

diretamente na patogenia da doença apresentada nas duas espécies, o que se sugere, 3 

determinará a resistência - resposta imune celular predominante, característica dos felinos; ou 4 

a susceptibilidade - resposta imune humoral predominante, característica dos caninos. 5 
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RESUMO 

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de grande impacto em saúde pública. A 

infecção nos gatos tem sido relatada nos países onde a doença é endêmica. Seu papel como 

reservatório não está satisfatoriamente elucidado, embora a transmissão do parasito de um 

felino infectado para vetor tenha sido reportada por xenodiagnóstico. O objetivo do trabalho 

foi avaliar a presença de anticorpos anti-Leishmania spp em animais da espécie felina em área 

endêmica para LV (Bauru-SP), por meio dos testes sorológicos de Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimático (ELISA) e associá-los às 

variáveis sexo, idade, forma de criação e raça. 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%). Não houve diferença estatística significativa entre a soropositividade e as 

variáveis analisadas (p >0,05), exceto para a variável forma de criação (p <0,005). Não houve 

concordância entre o resultado dos dois testes, pois o método ELISA é mais sensível que o 

método RIFI. 
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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 INTRODUÇÃO 

As leishmanioses são enfermidades infecciosas causadas por diferentes espécies de 

protozoários do gênero Leishmania. Infectam em torno de 12 milhões de pessoas em todo 

mundo e colocam outras 350 milhões sob o risco de infecção. Estima-se que ocorram entre 

1,5 a 2 milhões de novos casos de leishmaniose humana anualmente, sendo 500 mil casos de 

Leishmaniose Visceral e 1,5 milhão de Leishmaniose Cutânea (Alvar et al., 2012). 

O Brasil é o país da América Latina com o maior número de casos anuais registrados, 

sendo a região nordeste considerada a principal zona endêmica da Leishmaniose Visceral nas 

Américas (Ministério da Saúde, 2017). Atualmente, tem sido apontada como doença 

reemergente em evidente processo de transição epidemiológica, com aumento de casos nas 

áreas endêmicas e a expansão geográfica para estados da região sul do Brasil, em franco 

processo de urbanização (Ministério da Saúde, 2006). No Brasil, nas regiões consideradas 

endêmicas, a prevalência 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 epidemiológicos realizados em vários 

países têm demonstrado taxas preocupantes de infecção 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 são naturalmente infectados pelas mesmas espécies de leishmanias que 

afetam os cães e os humanos em áreas tropicais e subtropicais em todo o mundo (Martin, 

2013; Nemati et al., 2015). A transmissão do parasito de um gato infectado para o 

flebotomíneo já foi confirmada por xenodiagnóstico (MAROLI et al., 2007). Estudos 

apontam a possibilidade de o gato ser considerado reservatório, tendo assim papel 

fundamental na epidemiologia dessa zoonose (Sobrinho et al., 2012). A justificativa do 

trabalho é alertar os médicos-veterinários para a importância da leishmaniose visceral na 

espécie felina e para que a insira na lista de seus diagnósticos diferenciais. O objetivo do 

trabalho foi avaliar a ocorrência de anticorpos anti-Leishmania spp em felinos de região 

endêmica (Bauru-SP) pelas técnicas sorológicas de RIFI e ELISA em 2015. 

 

3.1.2 MATERIAL E MÉTODOS 

O local de estudo foi o município de Bauru (Latitude 22°18′52″ S; Longitude 

49°03′38″ W), estado de São Paulo, região considerada endêmica para leishmaniose visceral. 

Localiza-se em uma área de 673.488 quilômetros quadrados. Deste total, 604,51 km² em áreas 

referentes à zona rural e 68,976 km² em localidades urbanizadas. Segundo informações do 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), a população de Bauru em 2015 foi 

estimada em 366.992 habitantes. Com altitude de 526 metros, sua temperatura média anual é 

de 22,6°C e na vegetação original predomina o cerrado. Estima-se que a população felina 

local seja de 5.670 animais (IBGE, 2016; Instituto Pasteur, 2016). 

Foram disponibilizadas amostras de soros por conveniência de 276 felinos de Bauru, 

as quais foram encaminhadas por Médicos Veterinários da cidade para análise no laboratório 

veterinário LABORCARE. Tais amostras foram analisadas no Laboratório de Zoonoses, do 

Departamento de Medicina Veterinária Preventiva, do Centro de Ciências Agrárias, da 

Universidade Estadual de Londrina e submetidas aos exames sorológicos de Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para pesquisa de 

anticorpos antileishmania. Os gatos foram identificados e rastreados para análise de seus 

dados cadastrais (idade, gênero, raça e forma de criação) no laboratório. 
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Preparo do antígeno solúvel de L. amazonensis para RIFI e ELISA 

O antígeno solúvel de L. amazonensis foi preparado de acordo com a metodologia 

descrita por Szargiki et al. (2009), com modificações. Após quatro dias de incubação das 

formas promastigotas em meio líquido Brain Heart Infusion – BHI (Hi-media, India) e meio 

Sólido Blood Agar Base - BAB (Hi-media, Índia), a 24°C, a cultura foi lavada com salina 

0,9% de NaCl e centrifugada durante 10 minutos a 1000 x G, três vezes. O sedimento foi 

ressuspendido em 10 mL de salina a 0,3% de NaCl e submetido a seis ciclos rápidos de 

congelamento em nitrogênio líquido 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 potência, em banho de gelo. Foi realizada a centrifugação (16.000 x g, 30 minutos, 

4ºC), o sobrenadante foi coletado e a concentração proteica foi determinada por meio do kit 

Pierce BCA Protein Assay (Termo Fisher Scient ific, EUA), conforme 

recomendações do fabricante. As a líquotas foram armazenadas em freezer a -20°C até o 

momento da sua utilização. 

 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

Para realização da RIFI, utilizaram-se lâminas com antígeno bruto solúvel de L. 

amazonensis. Anticorpos anti-leishmania foram detectados utilizando-se as diluições de 1:20, 

1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640. Os soros controle posivo e negativo, utilizados em todas as 

lâminas, eram oriundos de gatos das cidades de Ilha Solteira e Londrina respectivamente. Para 

a leitura das lâminas, utilizou-se microscópio de Epifluorescência LEICA DMLB no aumento 

400x. Foram considerados positivos os resultados de fluorescência igual ou superior a 1:40 

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

 

Teste ELISA (Enzyme liked Immuno Sorbent Assay) 

O ensaio imunoenzimático indireto (ELISAi) para felinos foi realizado de acordo com 

técnica descrita previamente por Paranhos-Silva et al. (1996), com adaptações. As 

microplacas foram sensibilizadas com antígeno de Leishmania amazonensis, na concentração 

de 2,5 μg/mL, os soros e o conjugado foram diluídos a 1:100 e 1:5.000, respectivamente, em 

solução de caseína. Todas as placas apresentavam dois controles positivos, quatro controles 

negativos e um branco. O cálculo do cut-off de cada placa foi obtido pela média das 

absorbâncias dos soros controle negativos, com exclusão da média do branco, adicionado de 

três desvios-padrão. Após determinação do cut-off por placa, realizou-se a correção 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. 

 

Análise Estatística 

Para identificação dos fatores de risco (gênero, raça, idade, forma de criação) 

associados à variável resposta (resultados dos exames), utilizou-se o modelo de regressão 

logística e o seu ajuste foi verificado através do gráfico de envelope simulado (half-normal 

plot). Ainda foi aplicado o teste de McNemar para verificar a concordância entre os testes 

RIFI e ELISA. 

 

3.1.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A amostra foi formada por 276 felinos; 140 fêmeas e 136 machos, 258 domiciliados 

(cinco animais residentes em apartamento e 253 em casas térreas) e 18 errantes, 55 animais de 

raça e 221 sem raça definida (SRD), entre dois meses e 18 anos de idade. Não foi realizado 

cálculo sobre o n amostral (amostra por conveniência) e todos os soros foram obtidos de 

proprietários, cujo poder aquisitivo permitiu que os felinos passassem por prévio atendimento 

veterinário. 

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 títulos de 1:80 

em três amostras, uma amostra com título de 1:320 e outra com título de 1:640. Não houve 

associação estatística entre soropositividade e sexo, raça e idade (p >0,05), entretanto 

encontrou-se associação com estilo de vida dos animais (p <0,05). Abaixo, a Tab. 1 com os 

resultados. 

Tabela 1. Resultados da análise para determinação dos fatores de risco para LVF, pelos 
métodos sorológicos RIFI e ELISA, no município de Bauru no ano de 2015. 

Fatores de Risco  
Total de 
Animais 

Testes RIFI/ELISA 
Positivos (%) Negativos (%) 

Gênero Machos 136 58 (42,65) 78 (57,35) 
Fêmeas 140 51 (36,42) 89 (63,58) 

Idade 

4 meses - 1 ano 24 5 (20,83) 19 (79,17) 
2 - 7 anos 92 36 (39,13) 56 (60,87) 
8 - 13 anos 76 30 (39,47) 46 (60,53) 

14 - 18 anos 51 29 (56,86) 22 (43,14) 
Não informada 33 18 (54,55) 15 (45,45) 

Raça definida Com 55 15 (27,27) 40 (72,73) 
Sem 221 94 (42,53) 127 (57,47) 

Local Domiciliado 258 91 (35,27) 167(64,73) 
Errante 18 18 (100) 0 

* Associação estatística encontrada entre forma de criação 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 resistência natural 

frente à infecção por L. infantum. Assim, a espécie é considerada menos susceptível quando 

comparada à espécie canina, exceto nos casos onde ocorrem eventos imunossupressores, 

propiciando a disseminação e visceralização do parasito (Solano-Gallego et al., 2007; Sherry 

et al., 2011; Sobrinho et al., 2012; Pennisi et al., 2013). Espera-se então que o número de 

gatos infectados, com altos títulos de anticorpos e sinais clínicos, seja bem menor que o de 

cães (Solano-Gallego et al., 2007). 

Os métodos sorológicos são os mais utilizados para o diagnóstico de Leishmaniose 

Visceral Canina (LVC) (Oie, 2008). Nesta espécie, altos títulos de anticorpos indicam 

infecção ativa e potencial transmissão do protozoário para os vetores (Quinnell et al., 2003). 

No entanto, estudos demonstraram que o mesmo não ocorre nos gatos (Simões-Mattos et al., 

2005; Martín-Sánchez et al., 2007). 

Neste trabalho, 6,15% dos gatos foram reagentes pela técnica de RIFI. Alguns autores 

encontraram valores maiores (Vita et al., 2005; Martín-Sánchez 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; Noé 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; Miró 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 frequência, 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 sorológicos obtiveram maior soropositividade no ELISA quando comparado à 

RIFI (Vides, 2010; Coelho et al., 2011; Sobrinho et al., 2012; Caldart et al., 2016), visto que 

o método ELISA é mais sensível que a RIFI. 

Alguns trabalhos corroboram a falta de correlação existente entre testes sorológicos 

entre si e com os testes moleculares ou reações em cadeia de polimerase (PCR) (Ayllon et al., 

2008; Sherry et al., 2011; Garrido, 2012; Pennisi et al., 2012; Spada et al., 2013; Miró et al. 

2014; Gomes, 2015; Spada et al., 2016). Martín-Sánchez et al. (2007) encontraram alta 
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proporção de animais positivos na PCR de sangue (31,6%) e com baixos títulos de anticorpos 

pela RIFI (20) e, baixa positividade na PCR de sangue em animais com altos títulos de 

anticorpos (160). Simões-Mattos et al. (2005) afirmaram que não existe correlação entre 

infecção e produção de anticorpos nos felinos, pois estes tornam-se soropositivos somente na 

fase tardia da infecção. Prina et al. (2007) relataram que o parasito, ao infectar um organismo, 

pode ser degradado rapidamente e a presença do seu DNA, detectado por métodos 

moleculares, não significa necessariamente infecção ativa. 

No trabalho, foi encontrada falta de correlação entre os métodos sorológicos 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 sorológicos realizados entre si e 

isoladamente. 

Tabela 2. Valores absolutos e relativos dos resultados dos testes sorológicos 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 - Reação de Imunofluorescência Indireta; ELISA - Ensaio Imunoenzimático. 

 

Na espécie canina, as duas técnicas sorológicas são recomendadas pelo Ministério da 

Saúde (2014) para avaliação da soroprevalência em inquéritos caninos amostrais e censitários; 

o ELISA para a triagem e a RIFI para a confirmação dos cães sororreagentes ao teste ELISA. 

Tal procedimento pode ser estendido à espécie felina. Assim, no presente trabalho, foram 

considerados como infectados somente os gatos reagentes a ambos os testes. 

Resultados falso-positivos podem ocorrer por reação 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 à medida que o gato envelhece 

(Cardia et al., 2013). Os protozoários causadores da doença de Chagas, assim como a 

Leishmania SPP, também pertencem à família Trypanosomatidae e compartilham vários 

antígenos que ocasionam reações cruzadas em diagnósticos sorológicos (Luciano et al., 2009; 

Caldart et al., 2016). Contudo, razões técnicas também podem levar a erros. Importante 

lembrar que procedimentos de coleta, processamento, transporte e/ou armazenamento 

indevidos podem ocasionar hemólise e consequente coloração avermelhada do soro, 

interferindo na absorbância de métodos colorimétricos (Bastos et al., 2010), como o ELISA. 
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No método RIFI, a interpretação pode ser subjetiva. Nesse estudo, nas baixas diluições 

dos soros a serem testados, resíduos de fluoresceína foram confundidos com fluorescência 

citoplasmática do parasito, fato também relatado por Miró et al. (2014). Cães com menos de 

três meses de idade não devem ser avaliados através desses métodos, pois podem apresentar 

resultados positivos pela presença de anticorpos maternos (Braga et al., 1998). 

Não existe um método de RIFI padronizado para gatos, nem um valor de título de 

anticorpo aceito universalmente que corresponda à infecção. Os validados em cães são 

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 são as formas que 

parasitam o hospedeiro vertebrado. Embora as amastigotas possam ser utilizadas como 

antígenos, as promastigotas representam a forma de antígeno mais frequentemente utilizada 

(Oie, 2008). 

Não houve associação estatística 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; Miró et al., 2014; Spada et al., 2016); ao contrário de Rossi (2007) e 

Cardoso et al. (2010) que observaram predomínio em gatos adultos e idosos, respectivamente. 

Animais idosos adoecem com maior frequência quando comparados aos mais jovens 

(Garrido, 2012) e, proprietários de gatos não visitam clínicos veterinários rotineiramente (só 

quando adoecem) quando comparados aos dos cães; pelo menos em países em 

desenvolvimento, onde a leishmaniose é endêmica (Simões-Mattos et al., 2005). Pennisi et al. 

(2012) afirmaram que o maior número de animais idosos soropositivos pode ser explicado 

pela exposição cumulativa ocorrida ao longo da vida. 

Nos cães, a distribuição da idade é bimodal, sendo os menores de três anos e os 

maiores de oito anos os mais acometidos, fato explicado pela maior exposição ao vetor ou 

decorrentes de alterações imunológicas (Miranda et al., 2008). No homem, a incidência é 

maior em crianças menores de dez anos (54,4%), com 41% dos casos registrados em menores 

de cinco anos, devido à relativa imaturidade imunológica celular, agravada pela desnutrição, 

comum nas áreas endêmicas (Desjeux, 2004). Segundo Gomes (2015), a baixa 

soropositividade em animais mais jovens estaria relacionada ao incompleto desenvolvimento 

imunitário. 

Não houve associação estatística em relação ao gênero (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 

predomínio de machos felinos sororreagentes. Estes associaram o observado ao 

comportamento do macho, tanto na disputa territorial como por fêmeas para acasalamento. 

Por outro lado, Rossi (2007) obteve predomínio de soropositividade em fêmeas. 

No homem, o sexo masculino é mais acometido (60% dos casos), principalmente após 

a adolescência. Isso poderia ser explicado pela maior exposição masculina ou por diferenças 

biológicas existentes entre os sexos (Ministério da Saúde, 2006). Esse fato também foi 

constatado em roedores, onde o número de animais acometidos diminui após a orquiectomia. 

Já nas fêmeas desta espécie, quando recebem tratamento hormonal a base de testosterona, 

tornam-se mais susceptíveis (Wilson et al., 2005). 

Em relação à forma de criação, encontrou-se associação estatística entre gatos 

domiciliados e errantes (p > 0,05). Dos 18 animais errantes, quatro foram positivos nos dois 

testes e 12 pelo método ELISA. Contudo, é importante ressaltar que não foram obtidas 

informações a respeito da quantidade de animais e da frequência com que os gatos 

domiciliados tinham acesso à rua. Já Cardoso et al. (2010) e Garrido (2012) em Portugal e, 

Ayllon et al. (2008) em Madrid (Espanha) não encontraram tal associação. 

Na Fig. 1A é possível verificar a localização da cidade de Bauru, dentro do estado de 

São Paulo e na 1B, a localização dos domicílios de felinos sororreagentes aos testes ELISA 

e/ou RIFI em Bauru, no ano de 2015. 

Figura 1A. Microrregião de Bauru, do estado brasileiro de São Paulo. B. Domicílio dos 
felinos sororreagentes aos testes ELISA e/ou RIFI em Bauru (2015). 

 
FONTES: Fig. 1A - Governo do estado de São Paulo. Secretaria de Economia e Planejamento. Coordenadoria de 
Planejamento e Avaliação do Instituto Geográfico e Cartográfico, 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 domicílios. Cardoso et al. (2010) encontraram 

diferença significativa entre gatos de área urbana (0%) e rural (10,5%) de município na região 

norte de Portugal pelo método ELISA. Encontrou-se 29,71% pelo mesmo método em área 

urbana; diferença 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 prevalência de leishmaniose felina no município de Bauru como um todo, já que 

não 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 áreas periurbanas e rurais, favorecendo a disseminação do 

parasito devido à maior exposição ao vetor. É sabido que o repasto sanguíneo, realizado pela 

fêmea do flebotomínio, pode ocorrer em diferentes espécies (Desjeux, 2004). Barata et al. 

(2005) observaram forte preferência do vetor por sangue de aves domésticas, embora não 

exista na literatura relato dessa espécie exercendo papel de reservatório para L. infantum. 

Estas seriam refratárias à infecção, exercendo somente papel atrativo e de manutenção do 

vetor no ambiente rural (Dias et al., 2003). 

Comportamentos típicos dos felinos podem favorecer a disseminação do parasito nesta 

espécie, sobretudo no que se refere ao acesso à rua; onde exercem atividade predatória, 

percorrem grandes distâncias, coabitam com reservatórios silvestres e sinantrópicos; 

reforçados ainda pelo hábito noturno, similar ao dos flebotomíneos (Desjeux, 2004). 

Assim como Bresciani et al. (2010) e Garrido (2012), não se observou associação 

estatística para o fator raça (p >0,05). Navarro et al. (2010) verificaram que a raça felina 

Europeu Comum foi mais acometida que as demais. Entretanto, faz-se necessário verificar se 

realmente há predisposição racial ou se a referida raça é muito comum na localidade estudada. 

Solano-Gallego et al. (2000) em ensaio realizado na ilha de Maiorca (Espanha), observaram 

que o Ibizian é uma raça 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 doença a fim de que medidas cabíveis em saúde pública 

sejam tomadas com relação à espécie. 

 

3.1.4 CONCLUSÃO 

Demonstrou-se a ocorrência de anticorpos anti- Leishmania spp nos felinos da cidade 

de Bauru, estado de São Paulo, área endêmica para LVC. Não houve concordância entre os 
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testes utilizados, já que o ELISA é mais sensível que a RIFI. Não houve associação estatística 

relacionada à idade, gênero e raça. Porém, não podemos descartar a importância desses 

fatores de risco, já que o n amostral não representou a população felina da cidade de Bauru e 

as amostras foram de conveniência. Houve associação estatística relacionada ao modo de 

criação, onde 100% (18) dos felinos reagentes eram errantes. 
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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 espaçamento de entrelinhas 1,5, em todas as páginas e seções do 

artigo (do título às referências), com linhas numeradas. 

Não usar rodapé. Referências a empresas e produtos, por exemplo, devem vir, 

obrigatoriamente, entre parêntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto, 

substância, empresa e país. 

 

Seções de um artigo 

Título: Em português e em inglês. Deve contemplar a essência do artigo e não 

ultrapassar 50 palavras. 



57 
 

Autores e Filiação: Os nomes dos autores são colocados abaixo do título, com 

identificação da instituição a qual pertencem. O autor e o seu e-mail para correspondência 

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 só parágrafo. Não repetir o título e não acrescentar revisão de literatura. 

Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explicá-los, quando for o caso. 

Cada frase deve conter uma informação completa. 

Palavras-chave e Keywords: No máximo cinco e no mínimo duas*. 

* na submissão usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto 

keyword (inglês) quanto palavra-chave (português), independente do idioma em que o artigo 

for submetido. 

Introdução: Explanação concisa na qual os problemas serão estabelecidos , bem como 

a pertinência, a relevância e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referências, o 

suficiente para balizá-la. 

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descrição 

dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos já publicados. Nos trabalhos que 

envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados deverão constar 

obrigatoriamente o número do Certificado de Aprovação do CEUA. (verificar o Item Comitê 

de Ética). 

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados. 

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas 

horizontais na separação dos cabeçalhos e no final da tabela. O título da tabela recebe 

inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo número de ordem em algarismo arábico e ponto 

(ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do número 

de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a várias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser 

apresentada em espaçamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho 

aceito é oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensável para o seu 

entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de 

preferência após a sua primeira citação. 

Figura. Compreende qualquer ilustração que apresente linhas e pontos: desenho, 

fotografia, gráfico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, 

seguida do número de ordem em algarismo arábico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto 

como Fig seguida de ponto e do número 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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também ser enviados no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no 

campo próprio de submissão, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser 

obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferência após a sua primeira citação. 

Nota: Toda tabela e/ou figura que já tenha sido publicada deve conter, abaixo da 

legenda, informação sobre a fonte (autor, autorização de uso, data) e a correspondente 

referência deve figurar nas Referências. 

Discussão: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As seções 

Resultados e Discussão poderão ser apresentadas em conjunto a juízo do autor, sem prejudicar 

qualquer uma das partes). 

Conclusões: As conclusões devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e 

serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisão de literatura, discussão, repetição de 

resultados e especulações. 

Agradecimentos: Não obrigatório. Devem ser concisamente expressados. 

Referências: As referências devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se 

preferência a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e 

teses devem ser referenciados o mínimo possível, portanto, somente quando indispensáveis. 

São adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos: 

 

Como referenciar: 

1. Citações no texto 

A indicação da fonte entre parênteses sucede à citação para evitar interrupção na 

sequência do texto, conforme exemplos: 

autoria única: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuário..., 1987/88) ou Anuário... 

(1987/88); 

dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974); 

mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979); 

mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou 

(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronológica ascendente 

e alfabética de autores para artigos do mesmo ano. 

 

Citação de citação. Todo esforço deve ser empreendido para se consultar o documento 

original. Em situações excepcionais pode-se reproduzir a informação já citada por outros 

autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento não consultado com o ano de 
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publicação, seguido da expressão citado por e o sobrenome do autor e ano do documento 

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

 

Comunicação pessoal. Não faz parte das Referências. Na citação coloca-se o 

sobrenome do autor, a data da comunicação, nome da Instituição à qual o autor é vinculado. 

 

2. Periódicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar três autores 

et al.): 

ANUÁRIO ESTATÍSTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88. 

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to 

alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979. 

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del 

canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984. 

 

3. Publicação avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar três 

autores et al.): 

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p. 

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriológicos de ostras, mariscos e 

mexilhões. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINÁRIA, 14., 1974, 

São Paulo. Anais... São Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo). 

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del 

cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415. 

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 

1968. 69p. 

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaça e de carne em 

bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária) – Escola de 

Veterinária, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte. 

 

4. Documentos eletrônicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores 

citar três autores et al.): 

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of 

American Veterinary Medical College, 1995. Disponível em: <http://www.org/critca16.htm>. 

Acessado em: 27 abr. 2000. 



60 
 

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami 

Herald, 1994. Disponível em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-

RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994. 

 

Taxas de submissão e de publicação 

Taxa de submissão: A taxa de submissão de R$ 50,00 deverá ser paga por meio de 

boleto bancário emitido pelo sistema eletrônico do Conveniar 

http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necessário preencher cadastro). Somente 

artigos com taxa paga de submissão serão avaliados. 

Caso a taxa não seja quitada em até 30 dias será considerado como desistência do 

autor. 

Taxa de publicação: A taxa de publicação de R$ 150,00 por página, por ocasião da 

prova final do artigo. A taxa de publicação deverá ser paga por meio de depósito bancário, 

cujos dados serão fornecidos na aprovação do artigo. 

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados do autor de 

contato deve ser enviado um e-mail para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal 

necessidade. 

 

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS 

Submission and Publication fee. The publication fee is of US$100,00 (one hundred 

dollars) per page, and US$50,00 (fifty dollars) for manuscript submission and will be billed to 

the corresponding author at the final proof of the article. The publication fee must be paid 

through a bank slip issued by the electronic article submission system. When requesting the 

bank slip the author will inform the data to be intle invoice issuance. 

 

Recursos e diligências 

No caso de o autor encaminhar resposta às diligências solicitadas pelo ABMVZ ou 

documento de recurso o mesmo deverá ser anexado em arquivo Word, no item “Justification” 

(Step 6), e também enviado por e-mail, aos cuidados do Comitê Editorial, para 

abmvz.artigo@abmvz.org.br. 

No caso de artigo não aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso o mesmo 

deve ser feito pelo e-mail abmvz.artigo@abmvz.org.br. 




