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RESUMO

PADUA, Elisa Domingues. Pesquisa de imunoglobulinas anti-Leishmania spp. e avaliacdo
clinica de gatos residentes em areas endémicas do Rio de Janeiro. 2017. 67p. Dissertacdo
(Mestrado em Medicina Veterinaria, Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Apesar de alguns relatos da ocorréncia de Leishmaniose em felinos, a literatura é escassa no
que diz respeito a sua pesquisa em populacbes de gatos de areas endémicas para a doenca.
Desta forma, o presente estudo teve por objetivo pesquisar, em Seropédica e Itaguai, regido
metropolitana do Rio de Janeiro, area endémica para Leishmaniose tegumentar e visceral
canina, a possibilidade de infeccdo em gatos, por meio de teste rapido qualitativo, da pesquisa
de anticorpos anti-Leishmania chagasi pelas técnicas de ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA) e reagédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para tanto, foram colhidas amostras
de sangue e soro de 255 gatos, os quais foram encaminhados a Escola Nacional de Saude
Publica (FIOCRUZ). Nessa populacdo, cinco gatos (1,9%, 5/255) foram reagentes ao teste
rapido (TR DPP®), 44 (17,3%) apresentaram anticorpos anti-Leishmania spp. identificados
pela RIFI. Os principais sinais clinicos observados nos animais soropositivos foram secrecéo
ocular (16/44 — 36%), secrecdo nasal (16/44 — 36%), emagrecimento (7/44 — 15,9%), alopecia
(6/44 — 13,6%) e lesdo ulcerada na pele (5/44 — 11,3%), além de hepatoesplenomegalia (2/44
— 4,5%), linfadenomegalia (5/44 — 11,3%), opacidade de cornea (2/44 — 4,5%) e gengivite
(2/44 — 4,5%). N&o foi possivel estabelecer uma padronizacéo para 0 ELISA. A deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania spp. em felinos chama a atencdo para essa espécie que deve ser
mais investigada em relacdo ao seu poder como fonte de infecgdo em relacdo ao parasito.

Palavras-chave: Leishmaniose, felino, zoonose, ELISA, imunofluorescéncia indireta



ABSTRACT

PADUA, Elisa Domingues. Immunoglobulin anti-Leishmania spp. and clinical evaluation
of cats resident in endemic areas of Rio de Janeiro. 2017. 67p. Dissertation (Master's
Degree in Veterinary Medicine, Pathology and Clinical Sciences). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Despite some reports of the occurrence of Leishmaniasis in felines, the literature is scarce
with regard to its research on populations of cats from areas endemic to the disease. In this
way, the present study aimed to investigate the possibility of infection in cats by means of a
rapid qualitative test of the antibody test in Seropédica and Itaguai, metropolitan region of Rio
de Janeiro, an endemic area for tegumentary and visceral canine leishmaniasis Anti-
Leishmania chagasi by indirect immunoenzymatic assay (ELISA) and indirect
immunofluorescence (RIFI). For this purpose, blood samples were collected and the serum of
255 cats was sent to the Escola Nacional de Satde Publica (FIOCRUZ). In this population of
cats five animals (1.9%, 5/255) were reactive to the rapid test (TR DPP®), 44 (17.3%) had
anti-Leishmania spp. Identified by the RIFI. The main clinical signs observed in the
seropositive animals were ocular secretion (16/44 - 36%), nasal secretion (16/44 - 36%),
weight loss (7/44 - 15.9%), alopecia (6/44 - 13 , 6%) and ulcerated skin lesions (5/44 -
11.3%), in addition to hepatosplenomegaly (2/44 - 4.5%), lymphadenomegaly (5/44 - 11.3%),
corneal opacity 2/44 - 4.5%) and gingivitis (2/44 - 4.5%). It was not possible to establish a
standardization for the ELISA. Detection of anti-Leishmania spp. in felines, calls attention to
this species that must be further investigated in relation to its power as a source of infection in
relation to the parasite.

Keywords: Leishmaniasis, feline, zoonosis, ELISA, indirect immunofluorescence
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa com alto potencial zoonético, causada por
diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania, classificada em duas formas
clinicas: Leishmaniose tegumentar (LT) e Leishmaniose visceral (LV), dependendo da
espécie causadora da infeccdo. Nas Ameéricas, € uma doenca transmitida pelas fémeas de
mosquitos pertencentes ao género Lutzomyia que, durante o repasto sanguineo, se infectam
por Leishmania spp.

A Leishmaniose, uma zoonose reemergente, € um grave problema de saude publica.
Antes considerada uma doenca rural, passou a ocorrer em &reas urbanas e periurbanas; esse
fato estd associado ao aumento da urbanizacdo, proximidade das residéncias com as regides
de matas, transporte de cdes de areas endémicas para regides ndo endémicas, e ainda as
mudancas climéticas que favorecem a distribuicdo do vetor Lutzomyia.

A doenca é prevalente em cdes e humanos, e, na maioria das vezes, 0s humanos
desenvolvem a doenca pela proximidade com cédes infectados. Outros mamiferos como as
raposas, pequenos roedores e marsupiais sdo conhecidos como reservatorios silvestres
primarios da enfermidade na forma visceral. Outras espécies como equinos e felinos séo
consideradas como hospedeiros acidentais para as diferentes fomas da doenca.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em todo 0 mundo, a prevaléncia da
enfermidade em humanos é de aproximadamente 12 milhdes de casos, além da estimativa de
gue anualmente ocorram 1,5 a 2 milhdes de novos casos.

Os felinos passaram a ser alvo de estudos envolvendo a Leishmaniose apds a
ocorréncia de infeccGes esporadicas. Considera-se que esta espécie apresenta relevancia
consideravel como hospedeiros da doenca, uma vez que houve um aumento no nimero de
felinos adotados como animais de estimacdo, aumentando assim a proximidade dessa espécie
com o homem, e ainda pelos héabitos comportamentais que coincidem com o0s habitos
noturnos dos flebotominios, o que aumenta as chances de contaminagdo desses animais e
posterior transmissdo para 0s humanos.

Apesar dos relatos da ocorréncia de Leishmaniose em felinos, a literatura é escassa no
que diz respeito a pesquisa de Leishmania nesses animais de areas endémicas, sendo possivel
que infec¢Ges em gatos sejam relativamente comuns em algumas dessas regides. Associado a
este fator, é possivel que Médicos Veterinarios possam subdiagnosticar a Leishmaniose felina
por esta estar associada a outras doencas infecciosas, e ainda pela auséncia de sinais clinicos
patognomaonicos.

Por esta razdo, o presente estudo teve por objetivo estimar a sua ocorréncia por meio
da pesquisa de imunoglobulinas anti-Leishmania spp.; adequar a reacdo de
imunofluorescéncia indireta e 0 ensaio imunoenzimatico ELISA para a pesquisa de anticorpos
felinos e verificar a empregabilidade do teste rapido imunocromatografico TR-DPP®, bem
como, comparar os dados sorol6gicos aos aspectos clinicos da Leishmaniose em gatos
provenientes de areas endémicas dos municipios de Seropédica e Itaguai no Rio de Janeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  Agente Etioldgico

As Leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias de carater zoonotico, causadas por
protozodrios intracelulares da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae do género
Leishmania, dos quais muitas espécies sdo patogénicas para 0 homem e outros animais.
Dependendo da espécie e da relagdo do parasito com o hospedeiro, podem manifestar diversas
formas clinicas (PIRAJA et al., 2013).

O parasito apresenta-se de duas formas evolutivas principais (Figura 1): promastigota
ou extracelular, flagelada, presente no vetor invertebrado, e amastigota, a forma intracelular
sem flagelo livre presente no sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado (REY,
2001).
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Figura 1. Formas promastigota flagelada (A) e amastigota sem flagelos livres (B) da Leishmania.
spp. Fonte: http://alunosonline.uol.com.br/biologia/doencas-causadas-por-protozoarios-2.html

Ha diferentes subgéneros e espécies de Leishmania: nas Américas, sdo atualmente
reconhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania causadoras de doenca humana, e 8
espécies descritas, somente em animais. No entanto, no Brasil, j& foram identificadas 7
espécies, sendo 6 do subgénero Viannia e 1 do subgénero Leishmania (BRASIL, 2013)

As trés principais espécies sdo: Leishmania (Leishmania) amazonensis — distribuida
pelas florestas primarias e secundarias da Amazonia (Amazonas, Pard, Rond6nia, Tocantins e
sudoeste do Maranhao), particularmente em areas de igap6 e de floresta tipo “varzea”. Sua
presenca amplia-se para o Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo) e Centro-
Oeste (Goias); Leishmania (Viannia) guyanensi — aparentemente limitada ao norte da Bacia
Amazonica (Amapa, Roraima, Amazonas e Para) e estendendo-se pelas Guianas.
Principalmente encontrada em florestas de terra firme, em areas que nao se alagam no periodo
de chuvas; Leishmania (Viannia) braziliensis — tem ampla distribuicdo, do sul do Para ao
Nordeste, atingindo também o centro-sul do pais e algumas areas da Amaz6nia Oriental. Na
Amazodnia, a infeccdo é usualmente encontrada em &reas de terra firme. A Leishmania
brasilienses, € a principal causadora da Leishmaniose tegumentar americana ou Leishmaniose
cuténea, ocorre principalmente em humanos, acometendo pele e mucosas, mas sua evolugdo é
benigna. Pode ser encontrada em todo o pais, estd associada a presencga de animais domésticos
e seu principal vetor é a Lutzomia intermedia (BRASIL, 2013)

Leishmania (Leishmania) chagasi ou L. infantum é a causadora da Leishmaniose
visceral, ocorre em todo o territério nacionale € conhecida como calazar. Manifesta-se como a
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forma mais grave da doenca, de forma sistémica que pode levar a morte. O cdo (Canis
familiaris) na &rea urbana é a principal fonte de infeccdo, uma vez que a ocorréncia e
prevaléncia tém precedido e sido maior nesta espécie quando comparado aos casos humanos.
No ambiente silvestre os reservatérios séo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e
marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil, a transmissao acontece principalmente por duas
espécies de vetores: Lutzomya longipalpis (principal transmissor da Leishmania chagasi) e
Lutzomya cruzi (BRASIL, 2014).

2.2 Vetores

Os flebdtomos séo insetos pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae e a
Subfamilia Phlebotominae. Entre os 13 géneros atualmente aceitos, apenas dois apresentam
importancia na medicina humana e na veterinaria, conhecidos como Phlebotomus sp. no
Velho Mundo, e Lutzomyia sp. no Novo Mundo. Das 700 especies de fleb6tomos conhecidas,
50 sdo capazes de atuar como vetores de Leishmania sp. (AFONSO; ALVES-PIRES, 2008).

Os flebotomineos sdo dipteros muito pequenos e frageis, de grande importancia
médico-veterinaria. Eles podem atuar como vetores de diferentes patdgenos para animais e
seres humanos, incluindo virus, bactérias e protozoarios. Os flebotomineos, em particular, sdo
0s principais vetores de protozoarios pertencentes ao género Leishmania (Quadro 1), que
causam um grupo de doencas geralmente referidas como Leishmanioses (DANTAS-
TORRES, 2014).

Quadro 1. Agentes, vetores e reservatérios de Leishmania spp. de ocorréncia no Brasil

Doenca Agente Vetor Reservatorio
Lutzomya intermedia
Leishmania braziliensis L. flaviscutellata Roedores
Leishmaniose | Leishmania guyanensis L. whitmani Marsupiais
tegumentar Leishmania amazonensis L. umbratilis Canideos Silvestres
L. wellcome Edentados
L. migonei
Leishmaniose | Leishmania chagasi (ou L. . . Marsupiais
. . Lutzomya longipalpis Raposas
visceral infantum) Clies

Adaptado de Zoonosis Parasitarias: Protozoonosis / Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
Americana.

A transmissdo da forma cutdnea e visceral é estabelecida pelo ato hemat6fago no
momento do repasto sanguineo realizado pela fémea do vetor; os machos se alimentam de
matéria orgénica vegetal (REY, 1991; GREENE et al., 2006). No Brasil o vetor Lutzomya
longipalpis é o responsavel pela transmissdo da L. infantum, que é o protozoario causador da
LV; e a L. intermedia, € a principal espécie que transmite outros protozoarios como a L.
brasiliensis, L. amazonensis, L. gianensis que causam a doenca tegumentar ou cutanea (REY,
2001).

Os flebotomineos conhecidos como: “mosquito palha”, “birigui”, “tatuquiras”
(FEITOSA et al., 2000), “asa dura”, “asa branca” e “cangalhinha” (BRASIL, 2006) medem
entre 2 e 3 mm, s8o0 menores que os pernilongos comuns, tém coloragdo castanho claro e o
corpo revestido por pelos. Séo insetos de voos curtos e silenciosos, com grandes asas pilosas
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inclinadas para tras e para cima, facilmente reconhecidos pela forma como pousam, com as
asas eretas e entreabertas. Tém habitos peridomiciliares e intradomiciliares, fazendo repasto
ao entardecer e ao anoitecer (REY, 2001).

O aparelho bucal das fémeas é do tipo sugador, contendo ductos salivares responsaveis
por sintetizar uma saliva rica em biomoléculas que facilitam a implantacdo da Leishmania
spp. nos canais de inoculacdo no hospedeiro (SANTOS, 2006).

Para desenvolvimento do ciclo biologico é importante a existéncia de matéria organica
umida e local sombreado para completar os estagios larvais. A sobrevida é de 20 a 45 dias,
sendo que o periodo de desenvolvimento até a fase adulta é de 30 dias (SAO PAULO, 2006).
A fémea faz a oviposicdo em locais como tocas de roedores, fendas na parede, lixo doméstico
e arvores velhas (CABRERA, 1999).

As fémeas se alimentam de uma ampla variedade de animais vertebrados de sangue
quente, entretanto tém predilecdo por aves, geralmente, galinhas domésticas (Gallus gallus),
que ndo mantém a infeccdo por Leishmania spp.. Por isso, ndo séo consideradas fontes de
infeccdo, somente funcionam como elementos importantes para a manutencdo do vetor no
meio ambiente. Vale ressaltar que a presenca de animais domésticos e silvestres em areas
peridomiciliares atrai uma variedade de espécies de flebotomineos que contribuiem para a
agregacdo das espécies de vetores nas areas rurais e peridomiciliares (ALEXANDER et al.,
2002; COUTINHO et al., 2004; COUTINHO, 2005; BRASIL, 2006; SANTOS, 2006; SAO
PAULO, 2006).

2.3 Hospedeiros e Reservatorios

Os mamiferos sdo o grupo de animais mais afetados pela infecdo por Leishmania sp.
(CAMPINO; MAIA, 2010).

Um hospedeiro pode ser considerado um reservatdrio se ndo for capaz de eliminar o
parasita e se for responsavel pela transmissdo do mesmo a individuos da mesma ou de outra
espécie. Contudo, quando varias espécies de hospedeiros suscetiveis a infecdo, habitam o mesmo
bidtopo é dificil determinar qual delas se comporta como reservatorio, primario e secundario ou se
sdo apenas acidentais (MAIA; CAMPINO, 2011).

Em algumas ocasifes existem dois reservatorios, como no caso de ciclos de
transmissao peridoméstica e silvestre ligadas pelo mesmo vetor responsavel pela transmissédo
em ambos. Este fendmeno é observavel em algumas areas endémicas de Leishmaniose onde
0s cdaes representam o papel de reservatorio peridoméstico e as raposas de reservatério
silvestre (ABRANCHES et al., 1984).

De acordo com Campino e Maia (2012), em &reas endémicas de leishmaniose, 0s
gatos, assim como 0s cdes, sdo suscetiveis a infecdo por Leishmania sp.. Estes animais
cumprem Varios requisitos necessarios para poderem ser considerados reservatorios como:
estar em estreito contato com o vetor, apresentar habitos crepusculares, ter preferéncia por
abrigos isolados e em areas de vegetacdo, se abrigarem em locais propicios para o
desenvolvimento do vetor; viverem em estreito contato com o homem; apresentarem parasitos
no sangue periférico e na pele (MAROLI et al., 2007; SILVA et al., 2010).

Nos ambientes silvestres, canideos como raposas (Dusicy onvetulus e Cerdocy
onthous) e o marsupial (Didelphis albiventris) sdo considerados as principais fontes de
infeccdo. Nos ambientes domésticos o cdo apresenta-se como a principal fonte de infecgdo
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

Nos ultimos anos tem sido sugerido que o gato possa desempenhar algum papel na
epidemiologia da leishmaniose zoonotica, apesar de diferentes autores definirem o gato como
hospedeiro acidental ou reservatério, primario ou secundario, da infegdo por Leishmania sp.
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Pelo fato dos gatos viverem intimamente em contato com 0s cdes, que € a unica espécie
animal comprovadamente reservatéria da LV, é dificil determinar o papel do gato na
manutencdo e disseminacdo desta parasitose (MANCIANTI, 2004; GRAMICCIA;
GRADONI, 2005; MARTIN-SANCHEZ et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2007;
MAIA et al., 2008). Na leishmaniose tegumentar, o cdo é considerado apenas um hospedeiro,
ja na leishmaniose visceral é incriminado como principal reservatdrio da doenca (BRASIL,
2014).

2.4 Transmissao

A transmissdo acontece através da picada de uma das varias espécies de flebotomineos
pertencentes a diferentes géneros de Lutzomya. N&o é uma doenca contagiosa, ou seja, ndo
existe transmissdo por contato entre pessoas, porém ja existem casos confirmados de
transmissao por via transplacentéria, transfusées sanguineas e pela monta natural (PENNISI,
2015).

O vetor Lutzomya, ao picar um animal ou um homem infectado, suga, juntamente com
0 sangue, o parasito (Leishmania) em sua forma amastigota intracelular. No interior do
aparelho digestorio do vetor ocorre a transformacdo e multiplicacdo para a forma
promastigota flagelada (REY, 2001). Ao picar outro homem ou animal sadio, o flebotominio
inocula o parasito nas formas promastigotas metaciclicas de Leishmania sp., as quais utilizam
a capacidade de fagocitose das células dendriticas e dos macrofagos que se situam no tecido
cuténeo, e diferencia para as formas amastigotas. O parasito permite a sua fagocitose por estas
células mas interfere com os mecanismos microbicidas das mesmas (LOVE et al., 1998). As
formas amastigotas multiplicam-se no interior das células hospedeiras e, apds a lise do
macrofago ou por exocitose migram para outras células do sistema mononuclear fagocitario,
iniciando-se novamente 0 mesmo ciclo de proliferagdo e lise celular. No interior destas
células o protozoario aloja-se em organelas especificos como os fagolisossomos, nos quais
tm os nutrientes necessarios ao desenvolvimento e proliferagdo (BURCHMORE;
BARRETT, 2001; NADERER; MCCONVILLE, 2008). Dependendo do tropismo de cada
espécie de Leishmania e do sistema imunitario do hospedeiro, os parasitos fagocitados podem
permanecer no tecido subcutaneo, dando origem as formas clinicas de LC, ou invadir as
células do sistema mononuclear fagocitico, como o bago, figado, medula éssea, ganglios
linfaticos e outros oOrgdos linfoides, causando a LV (BOWMAN et al., 2002; MAIA;
CAMPINO, 2011).

Os hébitos noturnos de caca e a vida livre dos felinos domésticos coincidem com o
periodo de repasto sanguineo das fémeas. Além do mais os flebotominios ndo demonstram ter
preferéncia por espécies, e sim a disponibilidade do hospedeiro, que € o fator mais atrativo.
Atualmente, para os gatos, outras vias de transmissdo incluindo horizontal e vertical, ainda
ndo foram confirmadas, como ja o foram para os cées e humanos (PENNISI, 2015; FREITAS
et al., 2006; NAUCHE; LORENTZ, 2012).

2.5 Doenga no Brasil e no Mundo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2016), cerca de 350 milhdes de
pessoas vivem em areas de risco, sendo que 14 milhdes estdo diretamente afetadas pela
doencga. Mundialmente surgem de 900 mil a 1,3 milhdo de novos casos por ano, sendo que
desses, 200 a 400 mil séo de LV e 700 mil a 1,3 milhdo de casos sdo de Leishmaniose
cutanea. Todos os anos, morrem de 20 a 30 mil pessoas vitimas de leishmaniose (WHO,
2016)



Descrita em 98 paises e em trés continentes, exceto Australia e Antartica (LARSON et
al., 2016) a Leishmaniose é uma doenca de notificacdo obrigatdria em 33 paises. A ocorréncia
vem aumentando principalmente em paises onde a populagdo € imunossuprimida
(MANSUETO et al., 2014). Criangas de até 10 anos, e em alguns casos idosos, Sdo 0S mais
acometidos (PACE, 2014).

A Leishmaniose esta concentrada em paises subdesenvolvidos: 90% de todos o0s casos
foram descritos no Afeganistdo, Algéria, Arabia Saudita, Ird, Suddo, Siria, Brasil e Peru
(WHO, 2016). E uma doenca de dificil diagndstico e tratamento, principalmente em areas nio
endémicas, em que os médicos ndo estdo familiarizados com o quadro clinico da doenca, além
de as alteracdes clinicas serem semelhantes a outras enfermidades (BORGHI et al., 2016).

Poucas drogas estdo disponiveis para o tratamento da Leishmaniose e, nenhuma pode
ser considerada ideal, por sua alta toxicidade, longa duracdo do tratamento e severas reacées
adversas, que frequentemente levam ao abandono do tratamento. Além disso, a maioria das
drogas utilizadas ndo elimina totalmente o parasito (MENEZES et al., 2015).

2.6 Aspectos Clinicos da Doenca em Gatos

A infec¢do natural em um gato domeéstico de quatro meses de idade, que convivia com
um cdo e uma crianca, portadores de LV foi descrita em 1912, na Argélia. O diagnostico
baseou-se no achado de formas amastigotas do parasito na medula éssea, sem a identificacéo
da espécie (SERGENT et al.,1912).

Nos gatos, € importante ressaltar que a doencga clinica e até mesmo a infeccéo
subclinica sdo menos frequentes em relacdo as casos relatados em cdes. Na verdade, a
soroprevaléncia da infeccdo por Leishmania em gatos da mesma regido que cdes é menor.
Estudos epidemiolégicos demosntram que a resposta imune dos felinos € mais eficiente, o que
leva a certa resisténcia natural, que pode falhar na maioria das vezes associada a outras
infeccdes (SILVA et al., 2008).

A maioria dos cées infectados ndo apresenta sinais clinicos aparentes (pelo menos por
um periodo) e esses animais podem ser fonte de infecdo para os flebotominios e
eventualmente para os gatos, nos quais os sinais clinicos relacionados ainda ndo estdo bem
definidos MARZOCHI; MARZOCHI, 1994)

Em gatos a infeccdo por Leishmania spp. pode ser agravada por fatores
imunossupressores como infeccdo por imunodeficiéncia viral felina (FIV) e leucemia viral
felina (FeLV). O fato de os gatos raramente manifestarem a doenca, é também um fator que
demonstra resisténcia desses individuos. Além disso, a populacdo de gatos errantes pode ser
maior do que a de cdes em algumas areas endémicas, fato que aumenta a chance de estarem
expostos ao vetor (PENNISI, 2015).

Estudos recentes ttm mostrado que a porcentagem de gatos infectados por Leishmania
spp. ndo é desprezivel em algumas regiGes endémicas. A infeccdo pode persistir por periodos
muito longos e os gatos tornam-se, portanto, uma potencial fonte de infeccdo, cumprindo
portanto o papel de transmissores de Leishmania em certas areas (PIRAJA et al., 2013).

Os sinais clinicos mais comuns em felinos com Leishmaniose incluem lesdes cutaneas
ou mucocutaneas e linfadenomegalia, que pode ser solitaria ou multicéntrica. Sobrinho (2010)
demonstrou que alguns gatos manifestam apenas lesdes isoladas, engquanto outros néo
apresentaram lesfes cutaneas detectaveis. Lesdes oculares sdo comumente encontradas em
gatos como uveite unilateral ou bilateral, padrdo granulomatoso e, eventualmente, blefarite
(VIDES et al., 2011).



A gengivoestomatite crénica também vem sendo diagnosticada em muitos felinos
com a infecgdo por Leishmania spp. As lesdes nodulares sdo frequentemente vistas na mucosa
gengival ou na lingua, onde macrofagos infectados podem ser visualizados em bidpsias.

Além da ocorréncia de outras manifestacfes clinicas esporadicas, incluindo: mucosas
palidas, hepatomegalia, ictericia, caquexia, febre, vomitos, diarreia, descarga nasal crénica,
esplenomegalia, polidria/polidipsia, dispneia, sibilos, aborto e hipotermia (PENNISI, 2015)
alguns sinais inespecificos tais como perda de peso, apetite reduzido, desidratacdo e letargia
também foram relatados (LEIVA et al., 2005).

As alteracoes dermicas em um padrao focal, multifocal, regional ou difuso, simétricas
ou assimétricas incluem nddulos, ulceracbes, ou mais raramente, dermatite esfoliativa
(PENNISI, 2015). Alguns gatos podem manifestar diferentes tipos de lesdes ao mesmo
tempo, ou desenvolvé-las posteriormente; elas podem coexistir como lesdes mucocutaneas,
cutaneas e nddulos de tamanho varidvel, geralmente localizados na cabeca, incluindo
palpebras, nariz e labios ou nas partes distais dos membros. Nodulos também foram relatados
na mucosa anal e sdo geralmente pequenos (menos de 1 cm), indolores ou pruriginosos, e tém
uma superficie normal, ulcerada ou alopécica (CANDIDO, 2007).

Dermatite esfoliativa, alopecia, papulas hemorragicas e ndédulos onde se encontram a
forma amastigota da Leishmania, comuns em cées, sdo pouco frequentes na doenca felina, e
pode estar associada a outras infeccbes como a demodicose. As lesdes dermatoldgicas em
felinos aparentemente sdo menos pruriginosas que as do cdo, e outras causas compativeis
como alergias e neoplasias podem coexistir, 0 que dificulta ou retarda o diagnostico
(PENNISI, 2015). A implicacdo da Leishmania como causa de alguns destes sinais clinicos
tém sido associados a presenca do parasito em exames citoldgicos ou histopatologicos de
figado, bago e ganglios linfaticos. No entanto, a doenga é comumente associada a uma aqueda
na resposta imune, incluindo as infecgdes retrovirais (FIV e FeLV). Este fato pode influenciar
na apresentacao clinica e no prognostico da enfermidade (PENNISI, 2015).

2.7 Métodos de Diagnostico
2.7.1 Levantamento epidemiolégico

A identificacdo dos vetores, a avaliagdo da infectividade dos flebotomineos, bem
como a determinacdo das taxas de infeccdo natural das diferentes espécies de animais, sdo
essenciais para o estudo epidemioldgico da doenga, e também para a adocdo de medidas de
prevencdo e controle desta parasitose (MICHALSKY et al., 2002).

2.7.2 Diagnostico laboratorial

A maioria das técnicas diagnosticas para a infeccdo por Leishmania disponiveis para
caes também sdo empregados em gatos. O diagnéstico é feito, na maioria dos casos, por testes
soroldgicos (preconizados pelo Ministério da Saude), exames citoldgico e histologico, cultura
e PCR.

O diagnostico parasitologico se baseia na demonstracdo do parasito em material
bioldgico obtido por pungéo hepatica, esplénica, de linfonodos, de medula 0ssea e biopsia ou
escarificardo de pele, visto que o diagnéstico sempre deve ser bem direcionado mediante a
supeita. Em caso de LT, o parasito encontra-se restrito ao local da lesdo, ja na LV podemos
encontrar o parasito na pele integra e/ou em 6rgdos (BRASIL, 2014). Entretanto, alguns
desses procedimentos, embora oferecam a vantagem da simplicidade, sdo invasivos,
significando a ocorréncia de riscos para o animal e também impraticaveis em programas de
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salde publica, em que um grande nimero de animais devem ser avaliados em curto espaco de
tempo (BRASIL, 2014).

A cultura ndo é uma técnica de facil realizacdo, mas é a melhor técnica para isolar e
identificar o parasito, e 0 material é obtido por aspirado feito em orgdos ou a partir de lesdes
cutaneas (HANDLER et al., 2015).

O método parasitolégico direto € um método de diagnostico seguro, uma vez que 0
resultado positivo é dado pela visualizacdo direta de formas amastigotas do parasito em
preparados citoldgicos. E considerado por alguns autores como o teste ouro para o diagnostico
da doenca, devido a sua rapidez, baixo custo e facilidade de execucdo (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; SOARES, 2012; HANDLER et al., 2015). A especificidade do método e
de aproximadamente 100%, sendo que a sua sensibilidade pode ser baixa e dependente do
grau de parasitemia, do tipo de material biologico coletado e do tempo de leitura da lamina
(BRASIL, 2014).

2.7.3 Diagnostico soroldgico

O diagnostico sorologico é baseado em uma investigacdo da infeccdo em um dnico
individuo ou em uma populacdo, e consiste na deteccao e quantificacdo dos anticorpos anti-
Leishmania que estdo circulantes no plasma/soro sanguineo. Os testes sorologicos sao de facil
execucao, rapidos, de baixo custo operacional e podem ser automatizados; os principais sdo
Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e imunofluorescéncia (RIFI) (TEVA et al., 2009; SILVA,
2012), e mais recentemente os testes imunocromatogréficos.

Os métodos soroldgicos para Leishmaniose demonstram especificidade e sensibilidade
elevadas, o que é particularmente desejavel. Ainda sdo descritos problemas de reacGes
cruzadas com outras doengas como: tripanossomiases, erlichiose, rickettisiosis e
toxoplasmose (BARROURIM-MELO et al., 2006; GOMES et al., 2008; FERREIRA et al.,
2007). Por esta razdo, métodos com niveis mais adequados e mais modernos, com uma maior
sensibilidade e especificidade sdo desejaveis (SILVA, 2012).

A RIFI foi considerada, por muitos anos, o padrdo ouro, e técnica de referéncia no
diagnostico da LVC (BONI et al., 1999; LAMOTHE et al., 2004; GOMES, et al., 2008;
MAIA, 2008). E um teste de analise quantitativa (MIRO et al., 2008) que apresenta baixa
especificidade, exige pessoal treinado e equipamentos especificos, sendo uma reacdo
dispendiosa, ndo adequada em larga escala (GONTIJO; MELO, 2004) e de interpretacdo
subjetiva (BOARINO et al., 2008). Tem como uma de suas principais limitagdes a ocorréncia
de reacdes cruzadas com outras doencas como: leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas,
toxoplasmose e erlichiose (BARROURIM-MELO et al., 2006; FERREIRA et al., 2007;
GOMES et al., 2008). Outro problema esta na presenca de uma grande janela de detec¢do em
casos de doenca inicial, ou seja, um periodo de incerteza, sendo o teste pouco eficaz na
deteccdo de casos precoces (BOARINO et al., 2008).

O ELISA é o teste mais utilizado, por ser rapido, de facil execucdo, facil leitura e de
facil adaptacdo a diversos antigenos. Pode ser utilizado para um grande nimero de amostras,
em inquéritos epidemiologicos (MAIA et al., 2008). Em comparagdo com a RIFI, é
considerado um método mais sensivel embora menos especifico. Permite a detec¢do de baixos
titulos de anticorpos, sendo pouco preciso para deteccdo no caso cdes em estagio subclinico e
ainda em cées assintomaticos (EVANS et al., 1990). E um método quantitativo, o que limita a
subjetividade na interpretacdo dos resultados (BONI et al., 1999). Apesar da elevada
capacidade de deteccdo dos ensaios enzimaticos, um fator determinante para bons resultados é
a natureza do antigeno empregado (MAIA et al., 2008).



Em geral, os anticorpos anti-Leishmania devem ser avaliados por laboratorios que
utilizem métodos soroldgicos validados para gatos. Como em cdes, existem reacdes cruzadas
entre anticorpos felinos de diferentes espécies de Leishmania e Trypanosoma, mas ndo
parecem ocorrer com anticorpos contra T. gondii (ARRAIS et al., 2008).

O diagnostico precoce da doenca é muito dificil, pois, na maioria das vezes, 0s cdes e
gatos permanecem assintomaticos por um longo periodo de tempo. Em associacdo com a
diculdade de diagnostico, existe a correlacdo da doenga com baixos padrdes socioecondmicos,
fatores que vém associados a animais com baixo peso corporal, desnutricdo e problemas
dermatoldgicos (BRASIL, 2016).

Os métodos de diagndstico soroldgico sdo ainda, as ferramentas mais realistas e
aplicaveis nas pesquisas epidemioldgicas e clinicas para identificacdo de cdes e gatos
infectados (ANDRADE et al., 2007), portanto, devem demonstrar adequada especificidade e
sensibilidade, evitar resultados falso positivos ou negativos, que podem levar a transmissédo da
doenca canina e humana ou a eutanasia desnecessaria de um cdo normal (BARROURIM-
MELO et al., 2006; GOMES et al., 2008; FERREIRA et al., 2007). A pesquisa de métodos
mais eficientes, e a0 mesmo tempo melhor aplicaveis, principalmente em larga escala, torna-
se importante no intuito de identificar o reservatorio, o que € primordial para o controle da
doenga (TESH, 1995).

2.7.4 Teste imunocromatografico

Os testes imunocromatograficos sdo simples, rapidos e faceis de serem utilizados. O
DPP Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos® é um ensaio de triagem, que foi
desenvolvido pela empresa norte-americana Chembio e transferida para a empresa nacional,
Biomanguinhos, Rio de Janeiro, Brasil (http://www.chembio.com/newtechnologies.html).

O TR DPP® é um teste qualitativo para detec¢do de anticorpos anti-Leishmania que
utiliza a proteina recombinante K28 (fragmentos K26, K39 e K9) como antigeno. Esta
proteina é o produto de um gene clonado a partir de Leishmania infantum e que contém uma
repeticdo de 39 aminodcidos conservados entre as espécies viscerotropicas (Leishmania
donovani e L. infantum). A presenc¢a do anticorpo anti-rk39 ¢ indicativo de infec¢éo, e ainda
ndo foi relatada reacdo cruzada com outros tripanossomatideos (FUNED, 2013). Emprega
uma combinacdo Unica de antigenos recombinantes para detec¢do de anticorpos especificos
para Leishmania em cées, e teoricamente pode ser utilizado nas diferentes espécies, devido a
utilizacdo, como conjugado do ouro coloidal, a proteina A de Staphylococcus aureus, que é
um fator de viruléncia produzido por esta espécie de microrganismo que se liga a fracdo Fc de
anticorpos de diferentes espécies (CHOE, et al, 2016).

Este novo protocolo de diagndéstico veio para facilitar o controle da doenca e agilizar o
servico de diagnostico realizado por equipes a campo. Podem ser utilizadas em amostras de
sangue total, plasma ou soro. Um resultado reagente deve ser confirmado por ELISA
conforme recomendacdes do Ministério da Saiude (FUNED, 2013).

2.7.5 Diagnostico Molecular

Por meio da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é possivel identificar e ampliar
seletivamente 0 DNA do parasito. A PCR apresenta sensibilidade e especificidade muito
elevadas, sendo as suas principais desvantagens o alto custo e a necessidade de laboratorios
bem equipados (REITHINGER et al., 2007).

Os métodos moleculares tém sido amplamente desenvolvidos na Gltima década e
apresentam bons resultados para o diagnostico das leishmanioses; a PCR € a mais apropriada
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(REITHINGER et al., 2007). Além de esta técnica apresentar um custo elevado e a
necessidade de um laboratério com infraestrutura especifica e méo de obra especializada ndo
permite sua utilizacdo em diagndstico de campo; muito se tem investido em pesquisa baseada
com PCR na ultima década (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; BRASIL, 2010; SOARES,
2012).

Muitas vezes, a pequena quantidade de parasitos na lesdo dificulta sua deteccdo e leva
a uma sensibilidade varidvel das técnicas convencionais, entretanto, pela biologia molecular
haver4 uma maior sensibilidade (REITHINGER; DUJARDIN, 2007, SOARES, 2012). Este
teste pode ser realizado em diferentes amostras, tais como aspirados de medula, aspirados de
linfonodos, sangue e urina e bidpsias de pele, tendo como vantagem ser um método menos
invasivo (FARIA et al., 2012).

2.8 Principais diagnosticos diferenciais em felinos

Os principais diagndsticos diferencias para Leishmaniose em felinos com
caracteristicas dermatoldgicas seriam: alteragdes nodulares causadas por criptococose,
histoplasmose, granuloma estéril ou eosinofilico, tuberculose, escabiose, uma grande
variedade de neoplasias cutaneas (sarcoide felino, tumor de mastécitos, fibrossarcoma,
carcinoma de células escamosas e linfoma), esporotricose entre outras (PENNISI, 2015).

No Rio de Janeiro, a ocorréncia de uma epidemia de esporotricose acometendo caes,
gatos e seres humanos (BARROS et al., 2001; BARROS et al., 2004; SCHUBACH et al.,
2004, SCHUBACH et al., 2006) vem dificultando o diagnostico das leishmanioses. No
periodo 1998-2004, foram atendidos 44 cdes com diagnostico de esporotricose (SCHUBACH
et al., 2006) e 60 com diagnostico de leishmaniose no Servico de Zoonoses do IPEC. Devido
a sobreposicdo de areas endémicas e a semelhanca clinica entre ambas as doencas em
diferentes estagios de infeccdo, a esporotricose vem se tornando o principal diagnostico
diferencial para LTA canina no Rio de Janeiro. Na rede de aten¢do basica a saide humana, o
diagnostico diferencial entre esporotricose e LTA costuma ser realizado com base em
evidéncias epidemioldgicas, aspecto clinico da lesdo, reacdo intradérmica e, eventualmente,
na sorologia para leishmaniose. Estudos preliminares demonstraram que, semelhante ao
observado na doenca humana (BARROS et al., 2005), cdes com esporotricose podem
apresentar intradermorreacdo e sorologia para leishmaniose positivas (SCHUBACH et al.,
2001b; SANTOS et al., 2004). Tais resultados sugerem que, ao considerar o diagnostico
diferencial entre LTA e esporotricose caninas, é necessario a demonstracdo do agente
etiolégico (OLIVEIRA-NETO et al., 1988; PIRMEZ et al., 1988a; HELLER; SWARTZ,
1994).

2.9 Prevencao e controle

Em regides endémicas, no caso de transmissdo intra e peridomiciliares, sdo utilizados
repelentes contendo deltametrina e cipermetrina, que séo eficazes na prevencao da picada do
inseto. O controle quimico oferece protecdo coletiva. Esta medida € dirigida apenas para o
inseto adulto e tem como objetivo evitar e/ou reduzir o contato entre o inseto transmissor e a
populagéo humana, e consequentemente, diminuir o risco de transmisséo da doenca. O uso de
telas protetoras de malha fina, roupas longas e de cor clara, uso de repelentes séo
preconizadas pela OMS como métodos de protecdo individual. No ambiente, deve-se evitar a
exposicdo em horarios de repasto do vetor, realizar limpeza dos quintais e terrenos, podar
arvores, de modo a aumentar a insolacéo, a fim de diminuir o sombreamento do solo e evitar
as condicdes favoraveis (temperatura e umidade) ao desenvolvimento de larvas de
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flebotomineos, dar o destino adequado ao lixo organico, a fim de impedir a aproximacao de
mamiferos, comensais, como marsupiais e roedores, que sdo provaveis fontes de infec¢do para
os flebotomineos, realizar limpeza periodica dos abrigos de animais domesticos, e manter 0s
animais domésticos distantes do intradomicilio durante a noite, de modo a reduzir a atracdo
dos flebotomineos para este ambiente (BRASIL, 2010; WHO, 2016).

Coleiras impregnadas com deltametrina a 4% tém sido utilizadas em cées, e
juntamente com o controle do vetor, sdo intervencOes efetivas na reducdo da prevaléncia de
LV. Em condigdes experimentais, diversos trabalhos demonstraram a eficacia na utilizacéo de
coleiras impregnadas com inseticida como medida de protecdo individual para os cdes contra
picadas de flebotomineos (PALATNIK et al., 2009; BRASIL, 2014).

Todas as medidas de prevencdo conhecidas e utilizadas para fins de protecao coletiva
e individuais em humanos e cdes também deverdo ser estendidas aos gatos.

2.9.1 Leishmaniose tegumentar em relagdo aos hospedeiros da doenga

Especificamente como método de prevencdo e controle da LT é importante atentar
para a diversidade de agentes, de reservatorios, de vetores e a situacdo epidemiologica da LT.
Aliado a estes fatores, o conhecimento, ainda insuficiente, sobre varios aspectos da doenca,
evidencia a complexidade do controle desta endemia. E importante delimitar e caracterizar a
area de transmissdo e instituir as medidas de controle, destacando-se que o diagnostico
precoce e o tratamento adequado dos casos sdo essenciais (BRASIL, 2013).

No caso da LT, ndo séo recomendadas agdes de controle para hospedeiros silvestres ou
domeésticos e ndo ha indicacdo de eutanasia do animal sororreagente; isso se aplica apenas
qguando existe grave acometimento e lesbes severas que levam o animal ao sofrimento
(BRASIL, 2013).

2.9.2 Leishmaniose visceral em relacédo ao reservatorio doméstico da doenca

O controle da LV baseia-se principalmente na eutanasia de cdes positivos, 0 que € uma
medida muito controversa. Por meio da Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS,
assinada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude,
foi autorizado o registro do produto Milteforan® Virbac para o tratamento de cées positivos
para Leishmaniose visceral. Esta medicacdo ndo é utilizada para tratamento da doenca em
humanos. Cabe destacar que o tratamento de cdes com LVC ndo se configura como uma
medida de saude publica para controle da doenca e, portanto, trata-se Unica e exclusivamente
de uma escolha do proprietario do animal, de caréater individual (MAPA, 2016).

O uso de coleiras impregnadas com inseticidas, a vacinacdo de cées anti-Leishmaniose
visceral canina, a notificacdo da vigilancia estadual, referente ao local de provavel infeccéo,
vigilancia e monitoramente de areas, e a eutanasia nos cées sororreagentes, sdo medidas que
contribuem significativamente para diminuir a soroprevaléncia da infeccdo em cdes e
humanos (BRASIL, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) (Protocolo numero
4336290516 conforme a Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008.

3.1 Local e Periodo

O municipios de Seropédica e Itaguai possuem um clima caracterizado como tropical,
com estacdo seca e chuvas no verdo (Aw) e estacdo de inverno bem definida segundo a
classificacdo de Kdppen-Geiger (PIEEL et al., 2007). Este clima apresenta temperatura média
do més mais frio do ano >18°C e temperatura média méaxima acima de 25°C.

Segundo informacdes divulgadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), apdés o Censo 2010, as populacdes de Itaguai (100.362) e Seropédica (76.045),
somadas, totalizam 176.407 habitantes (IBGE, 2010).

Essa microrregido é cortada por diferentes rodovias, o que facilita o deslocamento de
pessoas entre 0s municipios, assim como o desenvolvimento de atividades econémicas ou de
turismo na regido. Além disso, faz divisa com diversos municipios (Rio de Janeiro, Nova
Iguacu, Queimados, Japeri, Paracambi, Pirai, Rio Claro e Angra dos Reis).

Duque
de Caxias

20 30 40 50 Km

Figura 2. Localizagdo geografica dos municipios de Itaguai e Seropédica, Rio de Janeiro. Fonte:
http://www.compuland.com.br/sedec/cbal.html

As amostras foram obtidas durante o periodo de margo a novembro de 2016, de gatos
de abrigos, de residéncias de proprietarios acumuladores e atendidos no Hospital VVeterinario
de Pequenos Animais (HVPA) da UFRRJ; todos provenientes dos municipios de Itaguai e
Seropédica, localizados no estado do Rio de Janeiro, na regido compreendida entre a Baixada
Fluminense e a regido da Costa Verde, RJ.

O processamento das amostras foi realizado no Laboratdrio de Doencas Parasitarias do
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica (DESP) — Instituto de Veterinaria da
UFRRJ, e o diagndstico de Leishmaniose realizado no Laboratério de Imunodiagnostico do
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Departamento de Ciéncias Biologicas - Escola Nacional de Saude Publica (ENSP) da
Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), RJ, durante os meses de janeiro a abril de 2017.

3.2 Anuéncia do Proprietério

Antes da coleta das amostras os proprietarios foram entrevistados e informados dos
objetivos do projeto e permitiram a utilizacdo dos exames laboratoriais, 0s registros
fotogréaficos e o exame clinico dos seus gatos. Em concordancia assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (ANEXO A).

3.3 Animais e Obtencao das Amostras

Foram avaliados 255 felinos, machos e fémeas, sem distin¢cdo de raca, quanto ao
estado de saude, com idade a partir de 6 meses, sendo 148 provenientes de abrigos e
residéncias de proprietarios acumuladores e 107 animais atendidos no setor de felinos do
HPVA.

3.3.1 Anamnese e Avaliacao Clinica

Inicialmente os proprietarios foram inquiridos a respeito do manejo, comportamento e
habitat dos animais, bem como sobre a presenca de outros animais, ou de espécies
contactantes (Figura 3). A seguir, os animais foram submetidos a uma avaliacdo clinica geral
e especifica conduzida conforme Feitosa (2014), com énfase na avaliacdo das frequéncias
cardiaca e respiratdria, escore corporal, presenca de ectoparasitas, presenca e caracteristicas
de dermatopatias, hepatoesplenomegalia e presenca de linfonodos reativos. Os dados pessoais
dos proprietarios e dos animais, juntamenhte com as informacdes obtidas na anamnese e na
avaliacdo clinica foram registradas em formularios individuais (ANEXO B), para posterior
correlacdo com os resultados do diagndstico.

-
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Figura 3. Coleta realizada em residéncia do municipio de Seropédica em que
gatos e cdes conviviam no mesmo ambiente.
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3.3.2 Amostras de Sangue

Para coleta de sangue, visando minimizar o estresse do animal, manter a seguranca do
veterinario, da equipe e do proprietario, os animais doceis foram contidos com uma toalha
grossa e nos animais irraciveis foi utilizada uma bolsa de nylon para contecdo (Brasmed®)
(Figura 3). Apos a contencdo foi realizada a tricotomia e a assepsia local. A coleta de sangue
foi efetuada por puncdo venosa da jugular, com agulha calibre 25 x 7 mm, acoplada a uma
seringa estéril de 3 mL, para se obter um volume minimo de 2 mL de sangue. Em alguns
animais irraciveis, ou com doengas respiratorias associadas, utilizou-se a veia safena, com
escalpe e seringa de 3 mL (Figura 3). Em um animal que foi sedado para realizacdo de
procedimento cirurgico em uma clinica veterindria, foi coletado sangue da veia cefélica e sem
auxilio de acessorio de protecdo (Figura 4). O sangue foi depositado em tubos siliconizados
de 4 mL, sem anticoagulante, identificados e mantidos em temperatura ambiente, até o
processamento.

No Laboratdrio de Doencas Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e Saude
Publica da UFRRJ, os tubos foram centrifugados a 3000 rota¢6es por minuto (r.p.m.), durante
cinco minutos, para separacdo do soro, que foi transferido com auxilio de pipeta automatica
para tubos do tipo eppendorf, previamente identificados com o nimero do animal, nome do
proprietario e data da coleta (Figura 5). Aliquotas de 1 mL foram congeladas a 80 °C
negativos até 0 momento dos testes diagndésticos (Figura 6).

Figura 4. Coleta de sangue com auxilio de toalha grossa (A) e bolsa de nylon (B) para contencéo
de felinos durante a coleta de sangue da veia safena.
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Figura 5. Coleta de sangue na veia cefalica em ambiente de clinica
Veterinaria, sem métodos de contencao.
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Figuké 6. Amostras de soro de felinos, acond
de 1,0 mL para congelamento.




3.4 Diagnostico
3.4.1 Teste Rapido Qualitativo

O teste imunocromatografico utilizando o kit TR DPP® Leishmaniose Visceral
Canina-Bio-Manguinhos (Figura 7) foi realizado como método de triagem, e posteriormente
todas as amostras foram testadas sorologicamente.

O conjunto diagndstico € composto por uma plataforma de base plastica com dois
pocos que ddo acesso a uma tira cada. A primeira tira € condutora da amostra, sendo
composta por leito de aplicacdo da amostra e membrana, e cartdo laminado (S1). A segunda
tira detecta anticorpos da amostra, sendo composta por leito com conjugado, membrana de
absorcdo residual e cartdo laminado (S2). Além disso, o Kit diagnéstico vem acompanhado
por um frasco de solucdo tampéo, uma alga para coleta da amostra e uma lanceta. A tira S1
serve para conduzir a amostra a tira S2, onde a reacdo imunocromatografica acontece. A tira
S2 possui uma linha transversal com antigeno. Se houver anticorpo, forma-se um complexo
que liga ao conjugado e aos anticorpos da amostra, produzindo uma coloracdo rosada,
classificando a amostra como reagente. Na auséncia desta, ndo se observa a coloracdo. O
conjugado que ndo se liga ou continua o percurso ao longo da membrana e passa por uma area
contendo anticorpos inespecificos, corando a regido de controle. Este controle serve para
demonstrar que a amostra e 0s reagentes foram devidamente aplicados e que migraram através
do dispositivo. O tampdo facilita o fluxo lateral e promove a ligacdo dos anticorpos aos
antigenos.

nmaniose_Triagem
(;' Bio-Manguinhos|
O

Figura 7. (A) Kit TR DPP® para Leishmania Visceral Canina. Platarforma plastica com dois pogos por
onde sdo conduzidas amostra e solucdo tampdo, ocorrendo a reagdo. Fonte:
https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/testes-rapidos/dppr-leishmaniose-canina. (B)
Equipamento utilizado para leitura do teste rapido.

Neste trabalho, o teste rapido foi realizado com soro, ao invés de sangue total ou
plasma. Com uma pipeta coletou-se 10 pL de soro previamente descongelado e aplicou-se no
poco de n° 1, adicionando-se em seguida duas gotas de tampao. Apds cinco minutos, foram
aplicadas quatro gotas do mesmo tampé&o no poco de n° 2 e aguardou-se 10 minutos. A leitura
foi realizada de forma qualitativa e de forma quantitativa, por meio de um leitor especifico
que transforma intensidade de cor das bandas em numeros. A reacdo foi considerada positiva
quando houve a formagdo de um complexo macromolecular colorido (linha visivel), banda
referente a amostra testada, e uma segunda linha de reacéo, (linha controle) para validacédo do
teste. O teste foi considerado negativo, quando apenas a banda referente ao controle apareceu.
Quando nenhuma banda foi visualizada, o teste foi considerado invalido e repetido,
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utilizando-se um novo kit. O teste imunocromatogréafico foi realizado no intuito de detectar
especificamente, gatos com anticorpos contra L. infantum.

O critério utilizado para a leitura do teste (ANEXO C) seguiu as recomendac6es do
manual descrito por Bio-Manguinhos, FIOCRUZ/RJ.

3.4.2 Crescimento e manutencdo de Leishmania (L.) infantum in vitro, para a producao
de antigenos para imunofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico

A amostra de L. (L.) infantum chagasi, (MHOM/BR/1974/PP75), foi mantida através
de repiques semanais de culturas de promastigotas em meio bifasico NNN contendo na fase
solida 37g/L de BHI, 2% de agar e 5% de sangue desfibrinado de coelho e na fase liquida 5
mL de Schneider’s (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA) suplementado [10% de soro
fetal bovino (Nutricell, Brasil), 200 pg/mL de sulfato de estreptomicina (Sigma
Immunochemicals Co-St. Louis-USA) e 200 Ul/mL de penicilina (Sigma Immunochemicals
Co-St. Louis-USA)]. As culturas foram mantidas em incubadora (BOD-Incubator, FANEM) a
temperatura de 28° C.

Com a finalidade de obtencdo de antigeno para o ELISA, 5 mL de culturas de
promastigotas na fase logaritmica de crescimento foram transferidas para garrafas de cultura
de células (Techno Plastic Products - TPP, Sui¢a) contendo 50 mL de Schneider’s
suplementado e incubados & 28 °C por aproximadamente 3 dias. Apds esse periodo as culturas
foram quantificadas e repicadas para 300 mL de Schneider’s suplementado, mantendo um
indculo inicial de 1x108 promastigotas/mL. Ap6s quatro dias de incubacéo, periodo inicial da
fase estacionéria de crescimento (RIBEIRO et al., 2007), as promastigotas foram submetidas a
centrifugacdo a 6000 rpm por 15 minutos e lavadas 3 vezes em solucédo salina estéril (NaCl a
0,9%). A suspensdo celular resultante da Gltima lavagem foi ressuspendida em tampdo PBS
com inibidores de protease contendo 1 mM de lodoacetamida, 1 mM de Fenantrolina e 1 mM
de PMSF (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA). Posteriormente, foi realizada a lise
celular constituida por 10 ciclos sucessivos de congelamento/descongelamento em solugéo
contendo uma parte de gelo seco com uma parte de etanol absoluto (VETEC-Brasil), seguido
por um processo de sonicacdo com somente um ciclo de 45 minutos a 65 Hz. Apds, o extrato
bruto foi submetido a centrifugacdo por 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C e submetido a
mensuracao protéica (LOWRY et al., 1951) e estocagem a -20° C até o uso.

Para a realizagdo da RIFI, foram utilizadas formas promastigotas inteiras de L. (L)
major crescidas nas mesmas condicdes descritas anteriormente e fixadas com formalina a 1%
em PBS (Phosphate-buffered saline), e quantificadas em c&mara hemocitométrica de
Neubauer. As suspensdes foram dispostas em cada campo analisado microscopicamente, de
forma a fornecer uma quantidade aproximada de 20 a 40 células parasitarias sobre as areas
demarcadas, aproximadamente 12 puL de volume final por poco. Apds, as laminas foram
submetidas a secagem em estufa a 37 °C por 1 hora e congeladas até sua utilizagdo.

A) Soros controles

Amostras de soros controle reagente e ndo-reagente foram cedidas pelo setor de
zoonoses do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas- Fiocruz, setor de zoonoses.
O soro controle positivo apresentava exame parasitologico positivo e 0 soro negativo
apresentava exame parasitolégico negativo. Para determinar a diluicdo de corte, 0s soros
controle foram diluidos em 1:40 e 1:80 para RIFI e 1:100, 1:200 e 1:400 no ELISA.
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3.4.3 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI foi desenvolvida de acordo com Camargo e Rebonato (1969). As amostras
séricas foram diluidas a 1:40, 1:80, 1:160 e 1:320, e em seguida, 10 pL foram transferidas
para as correspondentes marcacdes das laminas. Estas foram incubadas a 37 'C por 45
minutos em cdmara Umida. Para a remocao dos soros, foram feitas 3 lavagens de 5 minutos
com PBS. Apo6s a secagem das laminas, foi adicionado o conjugado fluorescente anti 1gG
felina produzido em coelho (Sigma-Aldrich) diluido & 1:80 em solucéo 1:10 de PBS-Azul de
Evans, seguido de nova incubacdo e lavagem. As laminas foram montadas com glicerina
tamponada e laminulas, e observadas em microscopio de fluorescéncia (CARL-ZEISS, AXIO
SCOPE A1) com aumento de 400 vezes.

3.4.4 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
A) Determinacéo da proteina bloqueadora

Foram feitos ensaios imunoenzimaticos utilizando diferentes proteinas para bloquear
0s espacos da placa de ELISA nédo ocupados pelo extrato proteico antigénico. Caseina de leite
(leite em pé Molico desnatado), lecitina de soja, soro bovino, soro de galinha e albumina
bovina ultra purificada (Sigma), foram empregadas em concentragdes de 1, 2, 4 e 8%.

B) Titulacdo pareada de antigeno e conjugado enzimatico

O antigeno bruto parcialmente soltvel de L. (L.) infantum foi diluido seriadamente em
tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 a partir de uma concentracdo de 20 pg/mL, com fator
de diluicdo de 1:2, até a concentracdo de 0,62 pg/mL. O conjugado anti-lgG peroxidase foi
diluido em PBS com 0,05% de Tween-20 e 2% de albumina bovina (Sigma) a partir de
1:1.000 até 1:80.000.

C) Estabelecimento do cut off

O estabelecimento do cut off foi realizado a partir da analise de trés soros padrdo néo-
reagentes e dois soros reagentes, diluidos a 1:200 e distribuidos na placa de ELISA em
duplicata. Uma vez obtida a média dos valores de densidade ética (DO) dos controles nédo-
reagentes, foi calculado o desvio padrdo e acrescentado a média, um, dois e trés desvios
padrdo. A melhor separacdo entre os controles foi alcancada com a soma de dois desvios
padrdo a média da DO dos controles ndo-reagentes.

D) Realiza¢do do ELISA com as amostras séricas de felinos

O Elisa foi realizado seguindo as modificagdes da metodologia de Voller et al., (1976).
Os ensaios de padronizagéo foram realizados utilizando as seguintes dilui¢6es: 1:200 de soros
positivos e negativos utilizando as concentra¢es de 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000,
1:80.000 de imunoglobulina produzida em coelho anti-lgG de gato conjugada a peroxidase
(Sigma- Aldrich). Foi utilizado ainda, como conjugado proteina A peroxidase (Sigma-
Aldrich) nas seguintes concentragdes 1:2500, 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000, 1:80.000,
utilizado as dilui¢bes de 1:100, 1:200 e 1:400. Foram empregadas as seguintes concentracfes
de antigeno bruto parcialmente soltvel de L. (L.) infantum a 10 pg/mg e 20 pg/mL. A escolha
dos melhores parametros se deram por meio das leituras em densidade oOtica baixas dos soros
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controles negativos e branco (somente tampdao de lavagem) e das leituras de densidade ética
alta do soro positivo.

Apols a padronizacdo, placas de ELISA (Nunc Maxi sorp surface, USA), foram
sensibilizadas com 100 pL antigeno bruto em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 nas
concentragéo de 10 pg/ml seguido de incubagio por 18 horas sob refrigeracdo (4 'C a 8 'C).
Apds, as placas foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem (PBS com 0,05% de
Tween-20) e submetidas a uma etapa de blogueio por duas horas com 150 pL de tampé&o de
bloqueio (PBS com 0,05% de Tween-20 e 10% de caseina), apos trés lavagens nas mesmas
condigdes anteriores, as amostras foram diluidas a 1:200 em solucéo de lavagem num volume
de 100 pL em duplicata, seguido de incubagio em camara Gmida por 1 hora a 37 "C. Uma
nova lavagem foi realizada, e apds foi adicionado o conjugado anti-lgG gato conjugado a
peroxidase (Sigma- Aldrich) a 1:10.000 em solucdo de lavagem, num volume de 100 pL,
seguido de incubacio de 45 minutos a 37 "C. Apds novo processo de lavagem foi adicionada
solucdo reveladora (Tetrametilbenzidina-TMB, Sigma) com incubacdo por 30 minutos em
auséncia de luz. A reacdo foi paralisada com 50 uL H2SO4 a 1N e a leitura foi feita em
espectrofotdmetro (Test Line - Biotech Instruments), utilizando filtro de 450nm.

3.5 Analise Estatistica

Os resultados referentes aos sinais clinicos e soropositividade dos animais em relacao
a origem, sexo, idade e area foram apresentados como porcentagens, e as varidveis
submetidos a andlise estatistica através do Qui-quadrado a 95% de confianga (p< 0,05) em
relacdo ao resultado obtido na pesquisa de anticorpos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Populacao estudada

A populacdo estudada foi composta por 255 gatos, de diferentes origens dos
municipios de Seropédica (180) e de Itaguai (75), com livre acesso a rua, sendo 134 (52,9%)
fémeas e 121 (47,4%) machos, 247 (96,8%) sem raca definida e oito (3,1%) da raca Siamés.

Os animais entre seis meses e um ano de idade compreenderam 36,1% (92 gatos) da
populacdo estudada, 45,8% possuiam entre um e trés anos (117 gatos), 11,7% de trés a cinco
anos (30 gatos) e 6,2% tinham idade superior a cinco anos (16 gatos).

A maior parte dos gatos amostrados (191/255 - 75%) foram de regido urbana, sendo
11,7% (30/255) e 12,9%(33/255) procedentes de regibes peri-urbanas e da zona rural,
respectivamente.

4.2 Avaliacdo Clinica — Amostragem geral

No que concerne a condicdo clinica dos gatos amostrados, 56,8% (145/255) eram
aparentemente sadios, sem qualquer evidéncia clinica de enfermidades, enquanto que 43,1%
(110/255) apresentavam, ao exame fisico geral, sinais clinicos de enfermidades
dermatoldgicas, respiratorias, digestivas, oculares ou sistémicas, sendo estes sinais na maioria
inespecificos.

As alteracOes clinicas mais comumente identificadas na populacdo estudada foram
lesbes de pele, perda de peso, palidez de mucosas, desidratacdo, secrecdo nasal, secrecdo
ocular, hepatoesplenomegalia, linfoadenomegalia, diarreia, opacidade de cornea e presenca de
ectoparasitas.

4.3 Teste Rapido DPP® para leishmaniose visceral

Dos gatos avaliados pelo TR DPP®, somente cinco foram reagentes (1,9%, 5/255).
Destes, apenas um (amostra 66) apresentava sinais clinicos de enfermidades, sendo
evidenciado emagrecimento progressivo associado a secrecdes nasal e ocular, sugestivos de
leishmaniose, conforme Pennisi (2015). Os outros quatro gatos, reagentes ao teste rapido, ndo
apresentavam alteracdes clinicas ao exame fisico.

Em todos os testes em que a leitura foi positiva, ndo foi observada a formacgéo de
bandas com intensidade satisfatoria, como evidenciado para o cdo, apresentando-se como
bandas ténues, com pouca intensidade de cor (Figura 8A), diferenciando-se dos resultados
negativos em que ndo houve formacédo de banda nenhuma (Figura 8B).

Por se tratar de um teste qualitativo, a leitura seguiu as recomendac6es do manual de
instrucdo do fabricante como descritas e exemplificadas no (ANEXO D). Dos dados obtidos,
pode-se inferir que o teste TR DPP® ndo é adequado para gatos, pela formacdo de bandas
muito claras, ou seja: pouco reativas e, por nao terem sido compativeis com o resultado da
RIFI, ainda que teoricamente possa ser utilizado para qualquer espécie, pois utiliza como
conjugado a proteina A de Sthaylococcus aureus, que € um fator de viruléncia de S. aureus
que se liga a fracdo Fc de anticorpos (CHOE et al, 2016). Conforme destacado no Manual do
Programa de Avaliacdo da Qualidade Imunodiagndstica da Leishmaniose Visceral Canina
(FUNED, 2013), um resultado reagente deve ser confirmado por ELISA.
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Figura 8. Teste rapido para Leishmaniose visceral - TR DPP®. (A) Leitura positiva .
Observar a intensidade de cor e definicdo das linhas formadas na reacdo de diferentes
amostras (20 e 11). (B) Resultado negativo (16). Comparativo entre um resultado néo
reagente e reagente, mesmo com a intensidade da linha na area de TESTE sendo clara, o que
varia conforme a concentracdo do anticorpo especifico (11).

4.4 Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta

Em decorréncia da dificuldade de se estabelecer uma linha de corte (“cut off”) para
separar sororreagentes de ndo-reagentes, devido a falta de amostras padrdo-ouro (grupo de
amostras séricas de gatos comprovadamente infectados, e grupo comprovadamente ndo
infectados por Leishmania), optou-se por realizar inicialmente, comparacGes dos resultados
soroldgicos frente as caracteristicas clinicas dos animais, considerando-se os resultados nos
titulos de 1:40 até 1:320 (Quadro 2).

Quadro 2: Numero e porcentagem de animais com anticorpos anti-Leishmania spp. pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta, em relacéo a titulagcdo

Titulo 1:40 1:80 1:160 1:320
N° de Animais 16 14 10 4
Porcentagem 36,4 31,8 22,7 9,1
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O Ministério da Saude do Brasil preconiza exames soroldgicos para o diagnéstico da
LV em inquéritos epidemioldgicos caninos. O ELISA apresenta, na espécie canina, uma
sensibilidade variando de 80% a 99,5% e especificidade que varia de 81% a 100%
(ASHFORD et al., 1995; MANCIANTI et al., 1995; ZANETTE, 2006). Na espécie felina ha
dificuldades para a realizacdo de estudos soroldgicos, uma vez que ndo ha padronizacdo da
técnica para a espécie, devido principalmente a resposta imune diferenciada dos gatos frente a
Leishmania spp (VITA et al., 2005).

Os estudos realizados com gatos apresentam metodologias diversas e protocolos
distintos quanto a escolha dos anticorpos e suas respectivas diluicbes. Contudo, a maior
parte dos autores considera positividade quando se obtém titulo igual ou superior a 1:40
(VITA et al., 2005; ROSSI, 2007; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; AYLLON et al., 2008;
Da SILVA et al. 2008; MAIA et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009), sendo esta a titulagéo
definida no presente estudo. Com a titulagédo de 1:40, 36% dos gatos apresentaram-se reativos
na pesquisa de anticospos anti-Leishmania spp. Para titulos maiores, de 1:80, 1:160 e 1:320
foram positivos, respectivamente 14, 10 e 4 gatos.

Gatos domésticos negativos para Leishmania, de varias idades, ambos os sexos e
variadas racas, adquiridos da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade da
Pensilvania (Perkasie, PA, EUA), foram avaliados quanto a manifestacdo clinica e resposta
imunologica frente a infeccdo por Leishmania spp. Averiguou-se que estes felinos sdo menos
susceptiveis a infeccdo viscerotropica quando formas amastigotas foram inoculadas por via
intravenosa e formas promastigotas inoculadas por via intradérmica. Estes gatos ndo
desenvolveram nenhuma manifestacdo clinica tipica da LV em humanos, mas foram capazes
de produzir significativa quantidade de anticorpos circulantes (KIRKPATRICK et al., 1984).
Estes dados podem justificar os reultados do presente estudo em que foram observados gatos
positivos na pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. sem apresentarem sinais clinicos, e
estarem aparentemente saudaveis ao exame fisico.

4.4.1 Sinais Clinicos Em Animais Sororreagentes

Dos 44 animais com anticorpos anti-Leishmania spp. identificados pela RIFI, os
principais sinais clinicos observados foram secrecdo ocular (16/44 — 36%), secrecdo nasal
(16/44 — 36%), emagrecimento (7/44 — 15,9%), alopecia (6/44 — 13,6%) e lesdo ulcerada na
pele (5/44 — 11,3%), além de hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, opacidade de cornea e
gengivite (Figura 9). Destaca-se que 0s mesmos sinais foram evidenciados também em gatos
néo reagentes.
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Figura 9. Distribuicdo, em nimero, segundo as alteragdes clinicas sistémicas, de 44
gatos com anticorpos anti-Leishmania spp. provenientes dos municipios de
Seropédica e Itaguai

Secrecdo ocular e nasal foram as alteragdes clinicas mais comumente observadas nos
gatos com anticorpos anti-Leishmania spp. no presente estudo; essas sdo manifestacdes de
doencas do trato respiratorio tipicas em gatos. Destaca-se que 0 estresse e 0s agentes de
viroses como FIV e FELV podem induzir disfuncdo imunoldgica que permitem a
multiplicagdo ativa do parasito e a generalizada disseminag&o visceral dos protozorios, como
reportado por Hérvas et al. (1999) na Espanha. Em estudos posteriores, diversos
pesquisadores tém correlacionado a leishmaniose felina com enfermidades imunossupressoras
como FIV e FeLV (ROSSI, 2007). Neste contexto, a maioria dos sinais clinicos observados
nos gatos com anticorpos anti-Leishmania spp., no presente estudo sdo também comuns em
enfermidades virais, bacterianas e parasitarias (Figuras 10 e 11).

As alteracGes mais frequentes foram dermatoldgicas, o que esta de acordo observagdes
de Simdes-Mattos et al. (2004) e Vides (2010). E importante ressaltar que na maioria dos
domicilios amostrados existiam inimeros gatos, de diversas faixas etarias, e a maioria em
estado nutricional de regular a rium e condi¢des sanitarias precarias. Cento e dez animais
apresentavam alteracGes clinicas que podem ser atribuidas a ma nutricdo ou a presenca de
outros agentes infecciosos. Sob esta reflexdo, esperava se que esta amostragem populacional
fosse mais suscetivel ou tivesse maior predisposi¢do em apresentar a infecgcdo por Leishmania
spp. haja vista o intimo convivio entre gatos, cdes e outras espécies como aves domeésticas, as
quais podem atrair os flebotomineos (ALEXANDER et al., 2002).
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Figura 10. Gatos reagentes na pesquisa de anticospos anti-Leishmania spp. (A) Animal com
hipertrofia bilateral de tonsilas. (B) Animal com aumento do perimetro abdominal (este gato

apresentava hepatoesplenomegalia ao exame ultrassonogréfico)

Figura 11. Gatos com anticorpos anti-Leishmania spp. (A e B) Animais com opacidade de
cornea unilateral. (B) Animal com secrecdo nasal bilateral de aspecto purulento.

Em sua maioria, 0s sinais observados nos gatos com anticorpos anti-Leishmania spp.
séo semelhantes aos descritos por Sobrinho (2010) em um estudo realizado em Aragatuba-SP
sobre coinfeccdo de Leishmania chagasi, Toxoplasma gondii, FIV e FeLV em gatos onde
foram relacionados: linfadenopatia, perda de peso, alopecia, secrecdo ocular mucopurulenta
bilateral, desidratacdo, hepatomegalia, descarga nasal mucopurulenta, Glceras com crostas
hemorragicas e opacidade da cornea. Mudancas no estado de consciéncia ndo foram
observadas no presente estudo, diferentemente do observado por Sobrinho (2010).

Em outro estudo realizado também em Aracatuba, SP, com gatos infectados por
Leishmania chagasi, Vides et al. (2011) acrescentaram diarreia e dispneia a esses sinais. No

presente estudo, diarreia e desidratacdo foram observadas concomitantemente em um Unico
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animal, estando provavelmente relacionados a doencas nutricionais ou parasitarias e dispneia
embora ocorra comumente nas infecc¢Ges respiratdrias ndo foram evidenciadas.

Marzochi et al. (1985) salientaram que o emagrecimento é um sinal frequente em cées
em éareas de LV. Contudo, a perda de peso, especificamente em felinos, € um sinal clinico
comum a diversas enfermidades infecciosas, parasitarias ou ndo, e ndo deve direcionar o
diagnostico (PENNISI, 2015).

Considerando a condigdo de manejo nutricional e sanitario, e 0 ambiente dos animais
amostrados, é possivel que a maioria apresente infeccdes concomitantes, especialmente FIV,
FELV e rinotraqueite infecciosa que podem funcionar como debilitantes pelo carater
imunossupresor dos agentes, predispondo a leishmaniose, conforme destacado por Sobrinho
et al. (2010), que pesquisaram a coinfeccdo de Leishmania spp. com Toxoplasma gondii, FIV
e FeLV em uma populacdo de gatos de uma &rea endémica para leishmaniose visceral. Os
autores concluiram que o0s gatos que viviam em areas endémicas de LV eram
significativamente mais propensos a serem co-infectados com o FIV e, portanto, gatos em tais
areas devem ser sempre cuidadosamente avaliados quanto as coinfeccdes.

Na maioria das vezes, o corrimento nasal néo indica necessariamente a presenca de
doenca sistémica, sendo provaveis as infec¢bes virais, bacterianas ou fungicas do trato
respiratério. Podem também ser decorrentes de neoplasias, parasitos, corpos estranhos,
doenca periodontal, polipos e alergias. Para o diagnostico diferencial deve-se investigar a
idade do surgimento dos sintomas, o tempo e o tipo de evolugdo (FEITOSA, 2014). Dentro
dos problemas respiratérios, ha sempre necessidade de se colher, pela histéria, toda a
sintomatologia clinica observada, estabelecer uma relagdo entre o sinal ou sinais clinicos
apresentados e 0 momento em que eles ocorrem com maior intensidade. Exames
complementares como radiografias, cultura e citologia da secrecdo, endoscopia (rinoscopia) e
rinotomia (acesso cirdrgico da cavidade nasal) podem ser Uteis para a elaboracdo do
diagndstico e do plano terapéutico. O tratamento depende da causa e o progndéstico depende
do diagnostico especifico. Desta forma, deve-se sempre que houver suspeita de infecgdo por
Leishmania spp., investigar a possibilidade de outras enfermidades concomitantes ou
diferenciais.

Segundo Rossi (2007) o quadro clinico da leishmaniose no gato é semelhante ao
observado na espécie canina, apresentando como no presente estudo, em sua maior parte,
sinais clinicos inespecificos, que comumente incluem leses nodulares ou ulceradas no
focinho, labios, orelhas e palpebras, e alopecia (MELLO, 1940 apud PIRAJA et al., 2013).

Poli et al. (2002) relataram a presenca de nddulos ou de areas ulceradas como sendo 0s
sinais mais evidentes na leishmaniose visceral felina. No presente estudo, lesGes cuténeas
ulceradas foram observadas em cinco gatos, sendo estas em regido cefalica (3/5) e dorsal
(2/5). Estes achados sdo similares aos de Vides (2010) que identificaram um maior
acometimento de regido cefélica (55,5%) seguida dos membros (22,2%) e da regido dorsal
(22,2%). Diferentemente, Simdes-Mattos et al. (2004) descreveram uma maior frequéncia de
lesbes em éareas do plano nasal e, posteriormente, nos pavilhdes auriculares e na regido
periocular, lesdes estas ndo observadas neste estudo.

Lesdo ulcerada de pele, embora ocorra na LT, e deva sempre ser considerada na
avaliacdo de animais com suspeita de leishmaniose, ocorre também em outras afecgdes como
esporotricose. Na infecgdo por Sporotrix sp. a lesdo é geralmente localizada, eritematosa,
nodular e edemaciada, evoluindo para ulceragdo com exsudato purulento (SOUZA, 2001).

ApOs observacdo de 28 casos clinicos de leishmaniose felina descritos em todo o
mundo, Simdes-Mattos et al. (2004) verificaram que 92,8% dos animais apresentaram
manifestacBes cutaneas, o que reforca o destaque das lesdes cuténeas nesta enfermidade.
Contudo, ainda ndo esté claro se o quadro dermatoldgico é causado por a¢do do parasito ou se
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¢ decorrente de coinfeccbes, como por exemplo, piodermites ou dermatofitoses,
desencadeadas pela imunossupresséo ocasionada pelo parasito.

Outro problema a ser levantado é o fato do uso de determinados medicamentos, como
antifungicos, melhorar temporariamente lesGes cutaneas causadas por leishmanias, uma vez
que estes farmacos podem ter acdo leishmaniostatica. Deste modo, a suspeita clinica passa a
ser de outras enfermidades, uma vez que o tratamento melhora os sintomas, o que dificulta o
diagnostico de LV. Por esta razdo, ha que se pensar que o nimero de casos de leishmaniose
felina pode estar sendo subestimado (SIMOES-MATTOS et al.,2004)

Linfoadenopatia e visceromegalias, em associacdo com manifestacfes cutaneas,
ocorreram em 17,4% e 4,3% dos casos publicados, respectivamente. Os dados do presente
estudo corroboram estas observacdes, visto que todos os animais com linfadenopatia
apresentavam lesfes dermatoldgicas concomitantes.

Gengivite, observada no presente estudo, em um animal apenas, também foi
relacionada como achado clinico inespecifico para felinos positivos na pesquisa de anticorpos
para Leishmania spp. Maroli et al. (2007) relataram a infeccdo em um gato de 13 anos de
idade que ndo apresentava lesdes cutaneas e que possuia apenas sinais clinicos de periodontite
e linfoadenomegalia submandibular.

Na populacédo avaliada, a maioria dos gatos com anticorpos eram machos (26/44), com
idade entre 1 e 3 anos, mas sem diferenca significativa em relacdo a outras faixas etéarias,
corroborando os achados de Daikon et al. (2009) que n&o observaram associacdo entre a
ocorréncia de leishmaniose e o sexo, bem como de Solano-Gallego et al. (2007) e Nasereddin
et al. (2008) ao avaliarem populacdes de felinos com idades variando de 3,6 meses a 17 anos.

4.4.2 Sorologia RIFI

Rossi (2007) ao avaliar a utilizacdo da RIFI para o diagnostico da leishmaniose
visceral, encontrou sensibilidade de 12,5% e especificidade de 100%. No teste de ELISA, a
sensibilidade foi igualmente baixa e o autor considerou que ambos os métodos devem ser
interpretados com cautela uma vez que ndo sdo 100% sensiveis e especificos, podendo
apresentar resultados falso-positivos e falso-negativos. Em concordancia com observacdes de
Rossi (2007), o teste ELISA no presente estudo apresentou-se insatisfatério, enquanto a RIFI
permitiu uma melhor avaliacdo da resposta soroldgica dos animais. Neste contexto,
atualmente o ELISA é considerado o método mais adequado para exames soroldgicos para o
diagnostico da leishmaniose visceral em inquéritos epidemioldgicos caninos e recomendado
pelo Ministério da Sadde (BRASIL, 2014).

O ELISA apresenta, na espécie canina, uma sensibilidade variando de 80% a 99,5% e
a especificidade que varia de 81% a 100% (ASHFORD et al., 1995; MANCIANTI et al.,
1995; ZANETTE, 2006). Para felinos, contudo, o teste apresenta limitaces. Como ja
mensionado, especialmente a falta de padronizacdo da técnica é um fator limitante ao uso
dessa técnica em gatos. Observa-se discordancias entre os autores quanto a técnica utilizada,
com variagcOes nas concentracfes de antigenos, nas diluicdes das amostras de soros utilizados,
na escolha do anticorpo conjugado, e é destacada a falta de descricdo detalhada da
metodologia (ROSSI, 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; COSTA, 2008;
NASEREDDIN et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009).

Em gatos, a dificuldade para realizagéo da RIFI ndo é muito diferente da encontrada
quando da realizagdo do ELISA mas, a grande divergéncia ocorre no que tange ao ponto de
corte da reacdo. Alguns autores consideram os felinos positivos quando apresentam soro
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reagente na concentracdo de 1:2 e outros, quando o titulo é superior a 1:40 (VITA et al.,
2005; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; AYLLON et al., 2008; MAIA et al., 2008).

Dos 44 gatos com anticorpos anti-Leishmania spp. detectados por meio da RIFI, 16
apresentaram titulos baixos (1:40), concordando com os achados de Vita et al. (2005) ao
detectarem anticorpos anti-Leishmania com titulos de 1:40 na maioria (60,61%) dos felinos
testados na Regido de Abruzzo. Titulos maiores, de até 1:320 foram detectados em 28 gatos,
portanto a maioria dos animais aqui amostrados. Titulacdo de 1:160 foi identificada por Poli
etal. (2002) em um animal (0,9%) ao avaliarem 110 gatos da Itélia, discordando dos animais
amostrados neste estudo, onde 10 gatos (22,7%) apresentaram esta titulacdo, e ainda quatro
gatos (9,1%) foram reagentes com titulo de 1:320. Mancianti et al. (2004) e Silva et al.
(2008) verificaram titulos de 1:320 em gatos naturalmente infectados por Leishmania
infantum. Estes dados reforcam a possibilidade de infeccdo dos gatos e a resposta
imunolodgica dos mesmos frente a infeccdo por Leishmania spp.

Vides (2010) ao pesquisar a infeccdo por Leishmania chagasi em 55 gatos com
dermatopatias provenientes do municipio de Aracatuba, Sdo Paulo, Brasil, area endémica para
leishmaniose visceral identificou 27 animais com leishmaniose visceral. Destes, 12 (44,4%)
foram positivos nos exames parasitologicos de érgdos linfoides e da pele, 11 (40,7%) por
sorologia e quatro (14,8%) por ambos os metodos, demonstrando a efetividade do exame
parasitologico, definido como o padrdo ouro no diagnéstico de leishmaniose em diferentes
espécies, incluindo o gato.

Em outro estudo, realizado em Aracatuba, SP, a prevaléncia de infeccdo por
Leishmania spp. em em 200 gatos adultos provenientes do Centro de Controle de Zoonoses
(CC2) foi de 14,5% (31/200), sendo 4% (8/200) por diagndstico parasitologico e 11,5%
(23/200) no teste de ELISA (SOBRINHO, 2010), divergindo portanto dos resultados de Vides
(2010) quanto aos resultados soroldgicos e parasitologicos.

Estudos conduzidos em Andradina e Aragatuba, municipios do Estado de Sao Paulo,
demonstraram soroprevaléncia felina variando entre 4,2% (COELHO et al., 2011) e 51,9%
(VIDES et al., 2011). Portanto, os dados do presente estudo sdo coerentes com 0s descritos
para a espécie em outras regides.

Observou-se uma maior ocorréncia de gatos soropositivos na zona rural (39,4%),
enquanto que na zona urbana a frequéncia de animais com anticorpos foi menor (10,9%). A
diferenca entre os animais positivos segundo a origem foi significativa (Tabela 01).

Tabela 1. Numero e porcentagem de animais com anticorpos anti-Leishmania spp. pela reacdo de
imunofluoreescéncia indireta segundo a localizacdo do domicilio

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
Ne° % Ne° % Ne° %
RURAL 13 39,4 20 60,6 33 12,9
URBANA 21 10,9 171 89,1 192 75,3
PERIURBANA 10 33,3 20 66,7 30 11,8
TOTAL 44 17,3 211 82,7 255 100

P=1,56707E-05 pelo Teste do qui-quadrado

Este resultado € coerente com resultados de Silva (2012) que avaliou a
soropositividade de cdes nos municipios de Seropédica e Itaguai, e encontrou resultados mais
expressivos em animais domiciliados na zona rural, onde 51,6% dos cées foram positivos. Em
semelhanga ao presente estudo, Silva (2012) encontrou uma maior frequéncia de animais
positivos no municipio de Seropédica (59,5%) comparativamente aos procedentes de ltaguai
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(29,5%) e Mangaratiba (11,4%), com diferenca significativa (p<0,05) o que nédo foi
evidenciado no presente estudo onde a diferenca entre os animais positivos de Seropédica
(19,4%) e Itaguai (12%) (Tabela 2) ndo foi significativa (p=0,1517), assim como ndo houve
diferenca em relacdo ao sexo e idade.

Tabela 2. Numero e porcentagem de animais com anticorpos anti-Leishmania spp. pela reacdo de
imunofluoreescéncia indireta, segundo 0 Municipio de origem

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
N° % Ne° % N° %
ITAGUAI 9 12,0 66 88,0 75 29,4
SEROPEDICA 35 19,4 145 80,5 180 70,6
TOTAL 44 17,3 211 82,7 255 100

Os resultados do presente estudo sdo consistentes com estudos que indicam como
fatores de risco para infec¢do por Leishmania spp., a proximidade dos animais com vegetacdo
abundante (ALMEIDA et al., 2009; RONDON et al., 2008; SILVA et al., 2005; CABRERA
et al., 2003), além da presenca de animais silvestres préximos a residéncia (CABRERA et al.,
2003), o que contribui para a agregacdo de vetores nas areas rurais e peridomiciliares
(ALEXANDER et al., 2002; COUTINHO et al., 2004; COUTINHO, 2005; BRASIL, 2006;
SANTOS, 2006; SAO PAULO, 2006).

4.5 Resultado do ELISA

Os resultados dos ajustes de titulacdo quando se levou em consideragao a concentracao
do antigeno (20 pg/mL ou 10 pg/mL) e as concentragcdes do conjugado anti-lgG canina
(1:5000, 1:10000, 1:20000, 1:40000, 1:80000) demonstraram que utilizando 10 pg/mLde
antigeno bruto e 1:1000 no conjugado foi onde as amostras negativas e o branco (somente
PBS) apresentaram resultados de densidade Otica baixos; a amostra positiva apresentou
resultado de densidade 6tica mais altas, levando a crer que esses seriam os melhores valores
para definicdo de parametros para realizacdo dos testes com as amostras testes. A diluicdo de
1:5000 apresentou leituras altas tanto para 0s grupos positivos, quanto para 0s negativos e
para o branco. As diluicdes do conjugado de 1:20 000, 1:40000 e 1:80000 apresentaram
valores mais baixos de leitura de densidade Otica nos controles positivos, negativos e no
branco, além disso houve uma diminuicdo das diferencas entre as leituras desses dois grupos.
Ao repetir essas condigdes com o0s soros das amostras de gatos coletadas, ndo houve
reproducdo das leituras de densidade éticas esperadas (branco e controles negativos com
leituras baixas e controles positivos com leituras altas) encontradas na padronizacdo das
condicdes ideais utilizando-se as mesmas amostras como controles. Diante disto, foi
necessario a utilizacdo de um outro conjugado disponivel, a proteina A peroxidase, utilizando-
se a mesma concentracao do antigeno, que em todas as dilui¢Ges utilizadas, tanto para soros
de gatos, como quando utilizada como conjugado, as amostras controles ndo apresentaram
resultado de densidade Otica dentro do esperado, apresentando leituras baixas tanto nos
controles positivos como nos controles negativos, demonstrando que nessas condicoes
aparentemente ndo houve ligacdo com IgG de gato disponivel nas amostras. Nesta fase do
trabalho, foram utilizados ainda como controle, além das amostras controles de gatos, soros
controles de cées sabidamente positivos e negativos, provenientes do Kit de EIE para
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leishmaniose visceral canina de Biomanguinhos. As amostras de cdes funcionaram conforme
0 esperado em todas as diluigdes utilizadas, descritas anteriormente.
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5 CONCLUSOES

A deteccdo de anticorpos anti-Leishmania spp. em felinos oriundos dos municipios de
Itaguai e Seropédica, alerta para a ocorréncia da doencga nas areas urbanas, peri-urbanas e
principalmente rurais, e que 0s mesmos métodos de protecédo instituidos para os caes podem
ser realizados para os gatos, através dos quais, uma vez diagnosticada, a doenca assume
impacto de importancia em saude publica.

O teste rapido imunocromatografico com antigenos recombinantes para Leishmania
(fragmentos rk26 e rk39) ndo apresentou resultados satisfatério, ndo sendo recomendado
como alternativa na triagem para o diagnostico de leishmaniose visceral felina.
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ANEXOS

ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ANEXO B - Questionario epidemioldgico estruturado e aplicado aos moradores visitados
nos municipios de Seropédica e Itaguai, Rio de Janeiro.

ANEXO C- Critério utilizado para a leitura do teste rapido, de acordo com as recomendacdes
descritas no manual de treinamento TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina, por
BioManguinhos, Fiocruz/RJ.

ANEXO D - Planilha com identificacdo de cada amostra atraves de nimero, sexo, e resultado
nos testes.

ANEXO E - Quando com os principais sintomas encontrados em felinos reagentes a infeccao
por Leishmania spp., de acordo com Vvarios autores.
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ANEXO A

UFRR]J

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL
DO RIO DE JANEIRO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, CPF/RG: Endereg
0: telefone:
, recebi explicacdes sobre o projeto do curso de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria da
UFRRJ, visando estudos de Leishmanioses. Autorizo a coleta de material biolégico em meus gatos,
estando ciente que minha identidade seré preservada, que ndo havera danos nos animais decorrentes da
coleta do material e auséncia de custos na realizacdo dos exames.
Tendo sido orientado(a) quanto ao teor de tudo aqui mencionado e compreendido a natureza e o
objetivo do estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando totalmente ciente dos
riscos da doenga.

Em__/ /  Assinatura:
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ANEXO B

UFRR]J

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL
DO RIO DE JANEIRO

Ficha de Identificacdo individual animal n°

Data:_ /_/  Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana Localidade:

Proprietario:

Nome do animal: Sexo: () Macho () Fémea Raca: Cor:

Animal nascido na propriedade? () sim () ndo Se ndo, de onde veio o0 animal?

H& quanto tempo est4 com o animal?

Pelo: ( ) curto ( ) médio ( ) longo/Porte: () pequeno ( ) médio ( ) grande
Escore: () caquético ( ) magro ( ) normal ( ) obeso

Comportamento: ( ) triste () ativo/normal ( ) agitado

Idade: ( ) <6meses( )6 mesesa2anos( )2a5anos( )5al0anos ( )>10anos
Temperatura: Pulso: FR: FC: TPC: Turgor:

Linfonodos:

Mucosa ocular: () hipocorada ( ) normocorada ( ) ictérica ( ) congesta

Mucosa oral: () hipocorada ( ) normocorada ( ) ictérica ( ) congesta

Disturbios atuais de coagulacdo na pele: ( ) petéquias ( ) equimoses ( ) outros:
Historico de epistaxe, hemorragia: ( ) sim () ndo

Animal vive dentro da residéncia: ( )sim ( )ndo ( )asvezes

Locais de acesso do animal: ( ) pastagens ( ) corregos ( ) matas ( ) ambiente urbano
Contato direto com outras espécies de animais: ( ) sim ( )ndao Quais?

Historico de patologias:

Tipo de alimentag8o: ( ) comida ( ) ragdo ( ) ambos

Possui agua e comida a disposicao o tempo todo? ( ) sim ( ) ndo

Vermifugagdo: ( )sim ( )ndo Ha quanto tempo? Qual produto?
Critério para escolha: ( ) indicacdo ( ) balconista ( ) veterinario ( ) propaganda
Possui ectoparasitos? ( ) sim () ndo

Quais e quantidade?

() pulgas
() carrapatos Fases: espécies:

() piolhos ( ) sarnas

Faz tratamento? () sim ( ) nédo Qual produto?

Se ndo trata, qual motivo?

Critério para escolha do produto: ( ) indicagcdo ( ) balconista ( ) veterinario ( ) propaganda

Dermatopatias? ( ) sim ( ) ndo
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Outros tipos de lesdes:

Sinais de otite? ( ) sim ( ) nédo
Habito do animal?
() sempre preso () preso de dia e solto a noite ( )solto ( ) outros

Apresenta abrigo? () sim ( ) ndo Tipo:

Tipo de ambiente do animal:

() ladrilhado ( ) cimentado ( )deterra ( ) outros

Condicéo de limpeza do ambiente do animal: ( ) ruim ( ) moderada ( ) satisfatéria
Frequéncia de recolhimento e limpeza das fezes:

() diariamente ( ) 2 a3 vezes por semana ( )1 vez porsemana ( ) ndo faz

Tem assisténcia Veterinaria? ( ) sim ( ) ndo

Frequéncia? ( )acada6meses ( )1xporano ( )s6qdficadoente

Animal é vacinado? ( )sim ( )ndo Quais vacinas?

Banho: ( ) semanal ( ) quinzenal ( ) mensal ( ) outros

Usa produtos parasiticidas? ( ) sim ( )ndo Quais?

Outras obs. relevantes:
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ANEXO C

ESCALA DE AVALIAGAO DE INTENSIDADE
TR DPP® LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
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ANEXO D

1 M NEGATIVO + + - X
2 M NEGATIVO - X X X

- X X X
4 F NEGATIVO - X X X
5 F NEGATIVO - X X X
6 F NEGATIVO - X X X
7 F NEGATIVO - X X X
8 M NEGATIVO + + - X
9 M NEGATIVO - X X X
10 M NEGATIVO - X X X
11 F POSITIVO - X X X
12 F NEGATIVO - X X X
13 M NEGATIVO + - X X
14 M NEGATIVO - X X X
15 F NEGATIVO - X X X
16 M NEGATIVO - X X X
17 M NEGATIVO - X X X
18 F NEGATIVO - X X X
19 F NEGATIVO + + + -
20 M POSITIVO - X X X
21 M NEGATIVO - X X X
22 M NEGATIVO - X X X
23 M NEGATIVO - X X X
24 M NEGATIVO - X X X
25 M NEGATIVO - X X X
26 M - X X X
27 F NEGATIVO - X X X
28 M NEGATIVO - X X X
29 F NEGATIVO - X X X
30 M NEGATIVO - X X X
31 M NEGATIVO - X X X
32 M NEGATIVO - X X X
33 M NEGATIVO - X X X
34 M NEGATIVO - X X X
35 F NEGATIVO - X X X
36 M NEGATIVO - X X X
37 M NEGATIVO - X X X
38 F NEGATIVO - X X X
39 M NEGATIVO + + + -




40 M NEGATIVO X X X
41 F NEGATIVO X X X
42 F NEGATIVO X X X
43 F NEGATIVO X X X
44 F NEGATIVO X X X
45 F NEGATIVO X X X
46 F NEGATIVO X X X
47 M NEGATIVO X X X
48 M NEGATIVO X X X
49 M NEGATIVO X X X
50 M NEGATIVO X X X
51 F NEGATIVO + + +
52 F NEGATIVO X X X
53 F NEGATIVO X X X
54 F NEGATIVO X X X
55 F NEGATIVO X X X
56 M NEGATIVO X X X
57 F NEGATIVO X X X
58 M NEGATIVO X X X
59 F NEGATIVO X X X
60 M NEGATIVO X X X
61 M NEGATIVO X X X
62 M NEGATIVO X X X
63 M NEGATIVO X X X
64 M NEGATIVO X X X
65 M NEGATIVO X X X
66 M POSITIVO X X X
67 M NEGATIVO X X X
68 NEGATIVO X X X
69 NEGATIVO X X X
70 F NEGATIVO + - X
71 M NEGATIVO + + -
72 M NEGATIVO X X X
73 F NEGATIVO X X X
74 M NEGATIVO X X X
75 M NEGATIVO X X X
76 M NEGATIVO X X X
77 M NEGATIVO X X X
78 M NEGATIVO X X X
79 M NEGATIVO X X X
80 M NEGATIVO X X X
81 F NEGATIVO X X X
82 M NEGATIVO X X X
83 M NEGATIVO X X X
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84 F NEGATIVO X X X
85 M NEGATIVO X X X
86 M NEGATIVO X X X
87 F NEGATIVO + - X
88 M NEGATIVO X X X
89 M NEGATIVO X X X
90 M NEGATIVO X X X
91 F NEGATIVO + + -
92 M NEGATIVO X X X
93 F NEGATIVO X X X
94 F NEGATIVO + X
95 F NEGATIVO + + +
96 M NEGATIVO X X X
97 M NEGATIVO - X X
98 M NEGATIVO X X X
99 F NEGATIVO X X X
100 F NEGATIVO X X X
101 M NEGATIVO - X X
102 F NEGATIVO X X X
103 F NEGATIVO + -
104 M NEGATIVO - X X
105 M NEGATIVO

106 F NEGATIVO + + -
107 F NEGATIVO X X X
108 F NEGATIVO X X X
109 F NEGATIVO X X X
110 M NEGATIVO X X X
111 F NEGATIVO X X X
112 F NEGATIVO X X X
113 F NEGATIVO X X X
114 F NEGATIVO - - X
115 F NEGATIVO X X X
116 F NEGATIVO - X X
117 F NEGATIVO - X X
118 F POSITIVO X X X
119 F NEGATIVO - X X
120 F NEGATIVO X X X
121 F NEGATIVO X X X
122 M NEGATIVO X X X
123 M NEGATIVO X X X
124 NEGATIVO + - X
125 NEGATIVO X X X
126 NEGATIVO + - X
127 NEGATIVO X X X

47



128 NEGATIVO X X X
129 NEGATIVO + - X
130 F NEGATIVO + - X
131 NEGATIVO X X X
132 NEGATIVO X X X
133 F NEGATIVO X X X
134 NEGATIVO + - X
135 NEGATIVO X X X
136 M NEGATIVO + - X
137 M NEGATIVO X X X
138 NEGATIVO + - X
139 NEGATIVO + + -
140 F NEGATIVO - X X
141 NEGATIVO X X X
142 NEGATIVO X X X
143 NEGATIVO X X X
144 NEGATIVO X X X
145 M NEGATIVO X X X
146 NEGATIVO X X X
147 NEGATIVO X X X
148 NEGATIVO X X X
149 NEGATIVO X X X
150 F NEGATIVO X X X
151 NEGATIVO + - X
152 NEGATIVO + - X
153 NEGATIVO X X X
154 NEGATIVO X X X
155 NEGATIVO X X X
156 NEGATIVO X X X
157 F NEGATIVO X X X
158 F NEGATIVO X X X
159 M NEGATIVO X X X
160 M NEGATIVO X X X
161 M NEGATIVO X X X
162 M NEGATIVO X X X
163 F NEGATIVO X X X
164 F NEGATIVO X X X
165 M NEGATIVO X X X
166 M NEGATIVO - X X
167 M NEGATIVO X X X
168 + + +
169 F NEGATIVO X X X
170 M NEGATIVO X X X
171 M NEGATIVO X X X
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172 F NEGATIVO X X X
173 F NEGATIVO X X X
174 F NEGATIVO X X X
175 M NEGATIVO X X X
176 M NEGATIVO X X X
177 F NEGATIVO X X X
178 M NEGATIVO X X X
179 F NEGATIVO X X X
180 M NEGATIVO X X X
181 F NEGATIVO X X X
182 F NEGATIVO X X X
183 F NEGATIVO X X X
184 M NEGATIVO X X X
185 M NEGATIVO X X X
186 F NEGATIVO X X X
187 F NEGATIVO X X X
188 M NEGATIVO X X X
189 M NEGATIVO X X X
190 F NEGATIVO X X X
191 F NEGATIVO - X X
192 F NEGATIVO X X X
193 F NEGATIVO X X X
194 M NEGATIVO X X X
195 M NEGATIVO X X X
196 F NEGATIVO X X X
197 M NEGATIVO X X X
198 F NEGATIVO X X X
199 M NEGATIVO X X X
200 F NEGATIVO X X X
201 F NEGATIVO X X X
202 F NEGATIVO X X X
203 F NEGATIVO X X X
204 M NEGATIVO X X X
205 M NEGATIVO X X X
206 F NEGATIVO + + +
207 F NEGATIVO - X X
208 F NEGATIVO X X X
209 M NEGATIVO X X X
210 F NEGATIVO X X X
211 F NEGATIVO X X X
212 M NEGATIVO X X X
213 F NEGATIVO X X X
214 F NEGATIVO X X X
215 M NEGATIVO X X X
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216 M NEGATIVO - X X
217 M NEGATIVO + +

218 F NEGATIVO X X X
219 M POSITIVO X X X
220 M NEGATIVO X X X
221 M NEGATIVO X X X
222 F NEGATIVO X X X
223 F NEGATIVO X X X
224 F NEGATIVO X X X
225 F NEGATIVO X X X
226 M NEGATIVO X X X
227 M NEGATIVO X X X
228 F NEGATIVO X X X
229 M NEGATIVO X X X
230 M NEGATIVO X X X
231 M NEGATIVO X X X
232 M NEGATIVO X X X
233 M NEGATIVO - X X
234 M NEGATIVO X X X
235 F NEGATIVO + + -
236 M NEGATIVO + + -
237 F NEGATIVO X X X
238 M NEGATIVO X X X
239 F NEGATIVO X X X
240 M NEGATIVO X X X
241 F NEGATIVO X X X
242 F NEGATIVO X X X
243 F NEGATIVO X X X
244 F NEGATIVO X X X
245 M NEGATIVO X X X
246 M NEGATIVO X X X
247 M NEGATIVO - X X
248 F NEGATIVO X X X
249 M NEGATIVO X X X
250 F NEGATIVO X X X
251 M NEGATIVO X X X
252 F NEGATIVO X X X
253 M NEGATIVO X X X
254 M NEGATIVO X X X
255 M NEGATIVO X X X
256 M NEGATIVO X X X
257 M NEGATIVO X X X
258 M NEGATIVO - X X
259 F NEGATIVO X X X
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ANEXO E

PRINCIPAIS SINAIS CLINICOS

AUTORES

LINFADENOMEGALIA

(SOBRINHO, 2010), (MAROLI, 2007),
(SIMOES-MATTOS ET AL., 2004),
(HERVAS, 1999), (PENNISI, 2015)

DERMATOPATIAS

(SIMOES-MATTOS ET AL., 2004),
(VIDES, 2010), (ROSSI, 2007), (POLLI,
2002), (SERRANO), (HERVAS, 1999),
(PENNISI, 2015), (SOLANO-GALLEGO,
2007)_

DESIDRATACAO

(SOBRINHO, 2010)

OPACIDADE DE CORNEA

(SOBRINHO, 2010)

SECRECAO NASAL

(SOBRINHO, 2010)

SECREGCAO OCULAR (SOBRINHO, 2010)

PERDA DE PESO (SOBRINHO, 2010)

GENGIVITE (SOBRINHO, 2010), (MAROLL, 2007)
DIARREIA (VIDES, 2010)

HEPATOESPLENOMEGALIA

(SOBRINHO, 2010)

ALTERACOES NEUROLOGICAS

(SOBRINHO, 2010)
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