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RESUMO

Avaliou-se a soroprevaléncia para imunoglobulinas 1gG anti-Leishmania sp. em equinos de
tracdo de sete regionais administrativas da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte. Utilizou-se
antigeno da cepa MHOM/BR/75/M2904, de L. (Viannia) braziliensis, integro e inativado a 55°C
por oito minutos para a técnica da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e sonicado
para 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA). A metodologia para 0o ELISA necessitou de
padronizagdo, cujo pardmetro de repetibilidade intralaboratorial revelou indice Kappa de 0,89,
representando uma concordancia quase perfeita. Nao houve diferenca (p>0,05) na frequéncia de
distribuicdo de amostras reativas entre sexos e regionais. A concordancia entre as técnicas
soroldgicas foi fraca, com indice Kappa 0,131. A soroprevaléncia pela combinacdo de ambas as
técnicas foi de 30,48%. A soroprevaléncia estimada pelo valor preditivo positivo para a técnica
da RIFI foi de 47,62%, enquanto para o ELISA, 41,43%. Os aspectos clinicos e clinico-
laboratoriais dos grupos reativos e ndo reativos foram comparados para a deteccdo de formas
assintomaticas, sintomaticas e sub-clinicas, as quais foram confirmadas para a espécie equina.
Uma terceira etapa do estudo avaliou a presenca do material genético do parasito no sangue
periférico dos equinos por meio da PCR. Determinou-se prevaléncia de 16,22% (24/148) para o
género Leishmania sp., 11,49% (17/148) para L. braziliensis, 6,08% (9/148) para L. infantum e
ainda 4,05% (9/148) de infeccdo mista. Ndo houve concordancia entre as técnicas sorologicas e
a técnica molecular. Os resultados alertam para a importancia das leishmanioses equinas tanto
na Clinica Médica quanto na possivel participacdo desta espécie mamifera como reservatorio

das diferentes espécies do parasito.

Palavras-chaves: Leishmaniose; L. infantum; L. braziliensis; equinos; diagnéstico; sorologia;
PCR.
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ABSTRACT

This study assessed the seroprevalence for IgG anti-Leishmania sp. in drafts horses from seven
differents administrative departments of the Belo Horizonte's county. The study was carried out
with the strain MHOM/BR/75/M2904 of L. (Viannia) braziliensis as antigen, intact and
inactivated at 55°C for eight minutes for the Indirect Fluorescent Antibody (IFA) test and the
promastigotes were sonicated for the Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). The
methodology for the ELISA required standardization which achieved a Kappa index of 0.89,
representing reliable in housereproducibility. No significant differences (p> 0.05) in the
frequency distribution of reactive samples between genders and regions were detected. The
agreement between the serological techniques was poor, with Kappa 0.131. The seroprevalence
by combining both techniques was 30.48%. Seroprevalence estimated by positive predictive
value for the IFA technique was 47.62%, and 41.43% for ELISA. The clinical and clinical-
laboratory testing of reactive and non-reactive groups were compared aiming the detection of
asymptomatic, symptomatic and subclinical forms, being the horse subject to present the three
forms of infection. A third phase of the study evaluated the presence of genetic material of the
parasite in the peripheral blood of horses using PCR test. It was determined prevalence of
16.22% (24/148) for the genus Leishmania sp., 11.49% (17/148) for L. braziliensis, 6,08%
(9/148) for L. infantum and even 4.05% (9/148) of mixed infection. There was no correlation
between serological techniques and molecular technigque. The results emphasizes the importance
of equine leishmaniosis in Equine Internal Medicine and as possible mammalian reservoir of

different Leishmania species.

Keywords: Leishmaniasis; L. infantum; L. braziliensis; equines; diagnostic; serology; PCR.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas infecciosas,
ndo contagiosas, causadas por diferentes
espécies de protozoarios do género
Leishmania, Ross, 1903, pertencentes a
familia Trypanosomatidae. Apresenta ciclo
digenético e, nos hospedeiros vertebrados, é
intracelular obrigatério das células do
sistema fagocitico mononuclear (Bates,
2007). Desencadeia um complexo de
doencas com variada sintomatologia e
diversidade  epidemioldgica  (Desjeux,
2004). Os principais vetores sdo do género
Phlebotomus no Velho Mundo e do género
Lutzomyia no Novo Mundo (Rangel e

Lainson, 2003).

De acordo com a espécie de Leishmania sp.
envolvida, a alteragdo manifesta-se como
uma de duas categorias, visceral ou
tegumentar (Lynn e McMaster, 2008), com
amplo espectro de manifestacdes clinicas
gue abrange desde cura espontanea, em
algumas formas tegumentares, a doenca
fatal na infeccdo visceral (Convit et al.,
1993; Marzochi e Marzochi, 1994).

As leishmanioses constituem um problema
de salde publica em 98 paises afetando
cerca de 14 milhdes de pessoas. Estima-se
gue 350 milhGes de pessoas estejam
expostas ao risco de infeccdo e doenca
pelas diversas espécies do parasito (Alvar et
al., 2012).

22

Associadas a indices de pobreza, compdem
0 grupo das doencas consideradas
negligenciadas e estdo incluidas entre as
seis mais importantes doencas parasitarias
do mundo (WHO, 2010).

A incidéncia anual mundial de novos casos
encontra-se em torno de dois milhdes, 200 a
400 mil de leishmaniose visceral (LV) e
700 mil a 1,2 milhdes de leishmaniose
tegumentar (LT) (Alvar et al., 2012).

Mais de 90% de casos de LV se concentram
em seis paises, india, Bangladesh, Sudo,
Suddo do Sul, Brasil e Etiépia (WHO,
2010; Alvar et al., 2012). A forma visceral
¢ considerada mais grave com alta
letalidade guando ndo tratada
adequadamente. Seus agentes sdo as
espécies do complexo  Leishmania
(Leishmania) donovani. No Novo Mundo,
como na area do Mediterréneo, a doenca é
uma zoonose causada por L. (L.) infantum
= L. (L.) chagasi (Mauricio et al., 1999).
No Velho Mundo, tal doenca é considerada
resultante da infeccdo por L. infantum.
Entretanto,  perfis  moleculares  tém
demonstrado que ambas espécies ndo
apresentam distingdo, sendo caracterizadas
como a mesma especie. No presente
trabalho aderiu-se a denominagdo de L.
infantum seguindo-se a lei de prioridade
devido a ordem cronolégica de descricdo

das espécies.



A LV é uma doenca cronica, sistémica,
geralmente fatal, quando ndo tratada
(Marsden, 1986). O quadro clinico da LV
estd associado a desnutricdo e a infeccdo
pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), o que pode aumentar a mortalidade.
Criancas sdo especialmente afetadas pela
doenca nas regides endémicas. A populacéo
com menor poder aquisitivo é a mais
vulneravel a doenca. Apesar de existirem
métodos  diagnosticos e  tratamentos
especificos, grande nUmero de pessoas
carece de condigbes para acessar esses
procedimentos (Gontijo e Melo, 2004).

A urbanizagdo desta doenca ocorreu no
Brasil a partir da década de 1980 e Belo
Horizonte é um claro exemplo da alteracdo
no padrdo epidemioldgico. Nos ultimos
anos, 0s casos em seres humanos tém
aumentado a partir da introducéo da doenga
no municipio no ano de 1993 e, desde
entdo, tem se observado acelerada expansdo
da LV na Regido Metropolitana de Belo
Horizonte (RMBH) e uma baixa capacidade
de resolugdo diagndstica em  seus
municipios (Luz et al., 2001; Oliveira et al.,
2008).

Na é&rea urbana, considera-se 0 cdo
doméstico (Canis familiaris) o principal
reservatorio e fonte de infeccdo para os
flebotomineos (Silva, 2010). A

leishmaniose  visceral canina (LVC)

caracteriza-se por doenca cronica viscero-
cutdnea causada por L. infantum. Essa
enzootia tem precedido a ocorréncia de
casos humanos e a infeccdo em cdes
apresenta-se com maior prevaléncia do que
no homem (OIE, 2008).

Com relacdo aos equideos, foram
detectados, na Europa, episédios de
leishmaniose equina causados pela L.
infantum, apresentando-se com
sintomatologia cutdnea. Os casos de LV
equina foram relatados na Espanha (Solano-
Gallego et al., 2003), em Portugal (Roldo et
al., 2005) e na Alemanha (Koehler et al.,

2002).

Tais relatos apontam para a possibilidade
dos equideos albergarem o agente causador
da LV também na América. Corrobora tal
hipotese a deteccdo de testes imunoldgicos
positivos em equideos de areas endémicas
para LV no Estado da Bahia (Cerqueira,
2001) e, pela infeccdo experimental de
asininos com L. infantum (Cerqueira et al.,
2003), quando  detectaram  formas
amastigotas no figado de dois animais, um

ano apos a inoculagéo.

A distribuicdo de LT se concentra nas
Américas, Mediterraneo, Asia Ocidental e
Central e no Oriente Médio. Setenta a 75%
dos casos mundiais se concentram no

Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ira,
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Siria, Etiépia, Suddo, Costa Rica e Peru
(WHO, 2010; Alvar et al., 2012).

Na América, onde a doenca &
genericamente chamada de leishmaniose
tegumentar americana (LTA), é considerada
uma doenga em expansao onde a ocorréncia
de casos em regibes ndo endémicas tem
sido recorrente. No  Brasil, a doenca
representa importante causa de morbidade
para a populacdo residente em &reas
endémicas (Marinho Janior, 2010), sendo
dez wvezes mais frequente quando
comparada a LV (Barroso-Freitas et al.,
2009). Apresenta relevantes implicagdes
clinicas (Barroso-Freitas et al., 2009) e é
uma das afecgbes dermatoldgicas que
merece mais atencdo, devido a sua
magnitude, seu alto coeficiente de detecgéo
e sua capacidade de produzir deformidades
no caso de leishmaniose mucocutanea, com
envolvimento psicoldgico, com reflexos no
campo social e econbmico (Gontijo e
Carvalho, 2003).

O grande namero de espécies de
Leishmania sp. causadoras de
leishmanioses cuténeas e de flebotomineos
vetores permitem a infeccdo de uma
variedade de hospedeiros mamiferos, e a
identificacdo destes é objeto de intenso

estudo (Quaresma et al., 2011).

Espécies de animais que garantem a

circulagdo das leishmanioses na natureza
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sdo considerados reservatorios da LTA.
Considera-se a interacdo reservatorio-
parasito um sistema complexo, na medida
em que € multifatorial, imprevisivel e
dindmico, formando uma unidade bioldgica
gue pode estar em constante mudanca
(Brasil, 2010).

Por quase 30 anos, as pesquisas em busca
do principal reservatdrio silvestre de L.
braziliensis foram pouco conclusivas
(Brand&o-Filno et al.,, 2003) com
necessidade de sua identificagdo definitiva
(Reithinger et al., 2007).

Roedores, edentados, marsupiais e canideos
ja foram descritos como hospedeiros sendo
considerados como possiveis reservatorios
naturais (Arias e Naiff, 1981; Brandao-
Filno et al., 1999; Branddo-Filho et al.,
2003).

Apesar de ser originalmente associada a
habitats de florestas e vegeta¢Oes primarias,
a LTA tem sofrido alteracbes em seu ciclo
de transmissdo com expansdo para areas
previamente ndo endémicas (Desjeux,
2001). O desmatamento desenfreado, a
urbanizagdo sem planejamento e o
crescente acumulo de lixo e matéria
organica na periferia e nos centros urbanos
permitiram a domestica¢do do inseto vetor
(Passos et al., 1993; Desjeux, 2004).



A concomitante adaptacdo do parasito a
novos reservatorios, principalmente aos
animais domésticos como cdes e equinos
(Falqueto et al., 1986; Falqueto et al., 1987;
Passos et al., 1993; Barbosa-Santos et al.,
1994; Sessa et al., 1994; Reithinger et al.,
2007), resultou no desenvolvimento de um
perfil  epidemiol6gico  associado a
transmissdo peri e intradomiciliar, tanto nas
areas rurais quanto nas urbanas (Passos et
al.,, 1990; Brandao-Filho et al., 1999;

Reithinger e Davies, 1999; Desjeux, 2001).

Essas evidéncias alertam para 0 maior
potencial de dispersdo desta enfermidade
(Passos et al., 1993) que no ano de 2003 ja
acometia de forma autoctone todas as
regides brasileiras (Grisard et al., 2000;
Passos et al., 2001; Gontijo et al., 2002;
Razera et al., 2005; Jesus et al., 2006; Curti
etal., 2009).

Em Minas Gerais, na RMBH, com
populacdo residente predominantemente
urbana, casos autéctones de LTA tém sido
registrados pelos 6rgdos oficiais de salde
desde 1987 (Passos et al., 1990). A
enfermidade continua em expansdo na
capital, sendo caracterizada como uma
doenca de transmissdo urbana e domiciliar
(Gontijo et al., 2002; Fantauzzi, 2009;
Miranda et al., 2011).

Neste novo perfil epidemioldgico, o0s

canideos, felideos e equideos podem

apresentar-se como possiveis reservatérios
domésticos (Falqueto et al., 1987; Barbosa-
Santos et al., 1994; Uchbéa et al., 2001;
Madeira et al., 2003; Jesus et al., 2006).

Com relacdo aos equinos, no Brasil, seu
papel na manutencdo do parasito no meio
ambiente ainda ndo foi definitivamente
esclarecido (Brasil, 2010). Entretanto, na
Venezuela, £sses mamiferos sao
considerados reservatério doméstico de L.
braziliensis (Aguilar et al., 1984; Barbosa-

Santos et al., 1994).

No Brasil, a LTA em equideos tem sido
relatada desde os anos 50. H& casos nos
Estados do Ceara (Alencar, 1959), da Bahia
(Vexenat et al., 1986), do Rio de Janeiro
(Aguilar et al., 1986; Aguilar et al., 1987,
Barbosa-Santos et al., 1994), do Espirito
Santo (Falqueto et al., 1987), de Sdo Paulo
(Yoshida et al., 1988), de Pernambuco
(Branddo-Filho et al., 2003) e do Parana
(Vedovello et al., 2008). Dentre os casos
citados ndo ha padrdo clinico caracteristico,
sendo descritos nédulos e papulas,
solitarios ou madltiplos, lesBes ulceradas,

proliferativas ou crostosas.

O municipio de Belo Horizonte conta com
extensa classe de trabalhadores denominada
carroceiros, responsavel pelo transporte e
destino correto de grande parte do entulho
originado da comunidade representando

grande importancia socio-econdmica. Essa
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atuacdo estreitou o laco de convivéncia
entre 0 homem e 0s equideos, uma vez que,
além do trabalho diario, a maioria destes
animais vive em cocheiras junto a casa dos

trabalhadores.

Considerando-se a predisposicdo  dos
equinos a infec¢do por L. braziliensis e L.
infantum, a crescente expansdo das
leishmanioses em seres humanos e caninos
na RMBH e a estreita convivéncia destes
hospedeiros com equinos, 0 presente
trabalho baseia-se na hipétese dos equinos
serem potenciais hospedeiros reservatorios
de L. braziliensis e L. infantum no
municipio de Belo Horizonte, Estado de
Minas Gerais. Desta forma, o estudo
apresenta como objetivos a verificacdo da
presenca de infeccdo por estes parasitos em
equinos, correlacionando 0s achados
parasitolégicos e soroldgicos com as

avaliag@es clinica e laboratoriais.

2. REVISAO DE LITERATURA

Embora a LV tenha sido relatada em
equinos em paises europeus, na América, 0s
relatos se restringem a L. braziliensis.
Dessa forma, o presente trabalho e a revisdo

abordam principalmente esta espécie.
2.1 Agente etioldgico e ciclo bioldgico

O parasito € um protozoario pertencente a

ordem Kinetoplastida, a familia
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Trypanosomatidae. O género Leishmania,
Ross, 1903, tem ciclo digenético
(heteroxénico), apresentando duas formas
principais, a promastigota, flagelada e
encontrada no tubo digestério do inseto
vetor e a amastigota, sem flagelo livre,
intracelular obrigatéria das células do
sistema  fagocitico  mononuclear do
hospedeiro mamifero (Gontijo e Carvalho,

2003; Lynn e McMaster, 2008).

Dentre as varias espécies, cerca de vinte e
duas sdo causadoras de afeccOes cutineas
ou viscerais em seres humanos (Gontijo e
Carvalho, 2003; Desjeux, 2004). Todas as
espécies do género sdo transmitidas pela
picada de fémeas infectadas de dipteros da
sub-familia Phlebotominae, pertencentes
aos géneros Lutzomyia no Novo Mundo, e
Phlebotomus no Velho Mundo (Gontijo e
Carvalho, 2003).

O inseto vetor se infecta ao ingerir formas
amastigotas  presentes  nas  células
mononucleadas do hospedeiro mamifero.
Essas formas parasitarias transformam-se
em promastigotas prociclicas que possuem
moléculas de lipofosfoglicanos (LPG) em
sua superficie, permitindo a interagcdo com
lectinas intestinais e consequente adesdo ao
epitélio do tubo digestdrio, impedindo sua
eliminacdo junto ao alimento. Tais formas
evolutivas  reproduzem-se  no  trato

digestorio dos flebotomineos e passam pelo



processo de metaciclogénese,

transformando-se em promastigotas
metaciclicas entre oito e 20 dias (Oliver et

al., 2005).

As promastigotas metaciclicas sdo a forma
infectante para o hospedeiro mamifero. Sao
finas, curtas, altamente ativas e com flagelo
medindo mais que a metade do
comprimento do corpo (Rangel e Lainson,
2003). J& ndo se reproduzem, sofrendo
alteracfes bioquimicas na superficie, que
resultam na perda de capacidade de adeséo
ao epitélio. Estas formas migram através da
valvula do estomodeu para o esbfago,
faringe e probdscida, havendo a transmisséo
no préximo repasto sanguineo (Sacks e
Kamhawi, 2001). S&o entdo fagocitadas
pelas células do sistema fagocitico
mononuclear e no interior das mesmas se
diferenciam em  amastigotas, forma
arredondada sem flagelo livre, dentro dos
fagolisossomas e sdo capazes de proliferar
estabelecendo a infec¢do (Goto e Lindoso,
2010).

Baseado no local em que o parasito se
desenvolve no tubo digestorio do inseto
vetor, o género Leishmania é subdividido
em dois subgéneros. As espécies que se
desenvolvem  restritamente no  trato
alimentar anterior até a juncdo do intestino
médio com o posterior, fazem parte do

subgénero  Leishmania, enquanto as

espécies que se desenvolvem tanto no
intestino médio quanto no posterior
correspondem a0  subgénero  Viannia
(Grimaldi Jr e Tesh, 1993), encontrado
apenas no Novo Mundo (Gontijo e
Carvalho, 2003).

No Novo Mundo, a L. infantum
corresponde a Unica espécie causadora da
forma visceral, contudo para a forma
tegumentar, descrevem-se pelo menos 11
espécies de Leishmania como agentes
etiologicos da LTA (Grimaldi Jr e Tesh,

1993).

No Brasil ja foram descritas sete espécies
responsaveis pela LTA, seis do subgénero
Viannia: L. (V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis, L.(V.) lainsoni, L.(V.) naiffi,
L.(V.) shawi, L.(V.) lindenbergi e uma do
subgénero Leishmania: L.(L.) amazonenses,
sendo L. braziliensis, L. guyanensis e L.
amazonenses as mais prevalentes (Lainson,
2010).

L. braziliensis foi a primeira espécie de
Leishmania descrita e incriminada como
agente etiolégico da LTA (Vianna, 1911)
sendo a mais prevalente, ndo s6 no Brasil,
mas em toda a América Latina (Gontijo e
Carvalho, 2003).

Apresenta ampla distribuicdo geogréafica,
estando presente desde os Estados Unidos

até o Norte da Argentina e, no Brasil, j& foi
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descrita em todos os Estados da Federagdo
(Lainson, 2010). Seu ciclo epidemiolégico
relaciona-se  tanto com areas de
colonizagBes antigas e recentes quanto ao
ciclo peri e intra domiciliar, associado a
presenca de animais silvestres ou

domésticos (Passos et al.,1993).

2.2 Hospedeiros
2.2.1 Hospedeiros invertebrados

(vetores)

O principal vetor de L. infantum ¢
Lutzomyia longipalpis que adapta-se
facilmente a diversos ambientes e
temperaturas, podendo ser encontrada no
interior dos domicilios e em abrigos de
animais domésticos (Silva, 2010). L. cruzi
tem sido incriminada na transmissdo no
Mato Grosso do Sul (Santos et al., 1998).

Até 0 momento como transmissores de L.
braziliensis  foram incriminados: L.
complexa, L. whitmani, L. migonei, L.
neivai, L. wellcomei, L. intermedia

(Lainson, 2010).

Destaca-se que L. intermedia tem sido
encontrada nos domicilios e anexos, em
plantacoes, principalmente as de
subsisténcia, e em areas de floresta, sendo a
principal espécie incriminada como vetora
nos Estados do Rio de Janeiro, de Séao
Paulo e de Minas Gerais (Rangel e Lainson,

2003). Passos et al. (1993) descrevem que
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nos ambientes altamente modificados pelo
homem, tanto nos ndo-urbanizados quanto
nos domésticos, a espécie L. whitmani
parece ser a mais bem adaptada, mais
prevalente e incriminada como vetor de L.

braziliensis.

2.2.2 Hospedeiros mamiferos /

reservatorios

No Novo Mundo, mais de 40 espécies de
mamiferos de vérias ordens sdo conhecidas
como sendo hospedeiros de Leishmania sp.
em diferentes ciclos de transmissdo.
Contudo, poucas espécies sdo consideradas
como reservatorio principal no ciclo de
transmissdo natural (Grimaldi Jr e Tesh,
1993).

Segundo Ashford (1997), a implicacdo de
um hospedeiro como reservatorio é
complexa, pois, normalmente, este ¢é
especifico ao contexto epizooldgico local e
sua classificagdo como tal depende de
variaveis pouco estudadas, como
abundancia e distribui¢do do hospedeiro e

infecciosidade ao vetor.

Canideos  domésticos e  silvestres
(Cerdocyon thous; Lycalopex vetulus;
Chrysocyon brachyurus; Speothos
venaticus) sdo considerados 0s mais
importantes reservatorios de L. infantum na
Ameérica. Outros estudos demonstram a

participacdo de marsupiais do género



Didelphis na manutencdo do parasito
devido sua habilidade de viver em
diferentes habitats permitindo um elo de
ligacdo entre o ciclo silvestre e doméstico
da doenca. D. albiventris e D. marsupialis
(Sherlock et al., 1988) e D. aurita (Carreira
et al., 2012) ja foram encontrados

parasitados no Brasil.

O cdo é considerado o principal reservatdrio
doméstico de L. infantum tanto em é&reas
rurais como urbanas. 1sso se deve ao alto
grau de parasitismo na pele e a grande
susceptibilidade a infeccdo (Harhay et al.,
2011).

Entretanto, a importancia epidemioldgica
dos cdes no caso da LV zoonética no Brasil,
tem sido tema de intenso debate. Estudos
tém evidenciado que a LVC é um fator de
risco para a LV humana (Paranhos-Silva et
al., 1998) enquanto outros minimizam esta
relacdo ao demonstrarem que a eutanasia
em massa de cdes soropositivos tem baixo
impacto na reducdo de casos de LV humana
em regides endémicas do Brasil (Miles et
al., 1999; Courtenay et al., 2002).

Os relatos de LV em equinos comprovando
a infecgdo por L. infantum, se restringem a
Europa (Koehler et al., 2002; Solano-
Gallego et al., 2003; Roldo et al., 2005).
Fernandez-Bellon et al. (2006), em éarea
endémica da Espanha, determinaram 14,3%

(16/112) de cavalos positivos sem alteragédo

clinica aparente, utilizando a técnica de
ELISA (ensaio imunoenzimatico) e

antigeno de L. infantum.

No Brasil, os estudos referentes a LV
equina foram realizados somente por
levantamentos sorolégicos. Duarte et al.
(2001), no Estado do Rio de Janeiro,
detectaram 11,6% (29/250) de cavalos
reativos pela técnica de ELISA. Cerqueira
(2001) estudando o papel dos equideos na
LV em areas endémicas nos municipios de
Jequié e Jacobina no Estado da Bahia,
encontraram positividade de 40% pela
técnica do TRALd, 19,32% pela técnica do
ELISA e 13,7% pelo Dot-blot. Villalobos et
al. (2010), pela técnica da RIFI e
considerando a titulacdo 1:40, encontraram
40% (40/100) de cavalos positivos na
Regido de Bauru, endémica para LV

humana e canina.

Quanto a L. braziliensis, ja foram
registrados como hospedeiros e possiveis
reservatorios naturais algumas espécies de
roedores, marsupiais, endentados e canideos
silvestres (Arias e Naiff, 1981; Brandao-
Filho et al., 2003; Lainson, 2010).

Na busca pelos principais reservatérios, o0s
estudos tém focado pequenos mamiferos.
No Brasil, foram encontradas evidéncias de
infeccdo natural de L. (V.) braziliensis em
varias espécies de roedores dos géneros

Oryzomys (Lainson et al., 1981), Akodon
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(Branddo-Filho et al., 2003), Holochilus
(Branddo-Filho et al., 2003), Proechimys
(Lainson e Shaw, 1973), Rattus (Brandao-
Filho et al., 1994), Rhipidomys (Lainson e
Shaw, 1973), Nectomys (Brandao-Filho et
al., 1994), Bolomys (Brandao-Filho et al.,
1994) e o marsupial Didelphis sp. (Lainson
e Shaw, 1973).

Nos animais domésticos 0s registros sao
crescentes, com relatos de infecgdo em cées
(Marco et al., 2001; Uchba et al., 2001;
Brand&o-Filho et al., 2003; Madeira et al.,
2003; Jesus et al., 2006), felinos (Schubach
et al., 2004) e equinos (Aguilar et al., 1986;
Vexenat et al., 1986; Aguilar et al., 1987;
Falqueto et al., 1987; Yoshida et al., 1988;
Barbosa-Santos et al., 1994; Brand&o-Filho
et al.,, 2003; Vedovello et al., 2008)
sugerindo um ciclo de transmissdo

peridoméstico (Lainson, 2010).

Branddo-Filho et al. (2003) sugerem que
grande quantidade de espécies sejam
potenciais reservatorios, havendo uma
oscilacdo na relevancia dos mesmos, de
acordo com seus ciclos reprodutivos
associados as mudancas climaticas. O
pouco conhecimento sobre 0s reservatorios
nas diferentes regides endémicas apresenta-
se como um fator limitante na compreenséo
da epidemiologia da LTA (Quaresma et al.,
2011).

30

Outros estudos demonstram que caninos e
equideos  podem  ser  considerados
reservatorios de L. (V.) braziliensis em
ambiente peridomeéstico (Aguilar et al.,
1989; Reithinger e Davies, 2002;

Reithinger et al., 2003).

A ecoepidemiologia da LTA associada a L.
V) braziliensis vem assumindo
caracteristicas distintas no decorrer do
tempo nos diferentes biomas do pais.
Embora o papel desempenhado pelos
equinos no ciclo de transmissdo ainda néo
tenha sido bem-definido (Brasil, 2010), o
aumento de relatos de casos de lesdes por
L. (V.) braziliensis em equinos domésticos
levanta a questdo do possivel envolvimento
deste  mamifero na epidemiologia da
leishmaniose  zoonética (Gramiccia e

Gradoni, 2005).
2.3 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que a incidéncia anual da LV seja
em torno de 200 a 400 mil novos casos
(Alvar et al., 2006) e de 59 mil ébitos a
cada ano, nimero s6 superado pelas mortes
causadas por maléria, no caso das doencas
parasitarias (Desjeux, 2004; Alvar et al.,
2006;). O numero de dbitos anual devido a
LV provavelmente é subestimado, tendo em
vista que a doenga s6 é notificada

compulsoriamente em 33 paises em que



ocorre, € que em muitos casos nao €

diagnosticada como tal (Desjeux, 2004).

O Brasil é o pais mais afetado pela LV na
América Latina com 90% dos casos
humanos, sendo considerado o terceiro
maior foco da doenca no mundo (Miles et
al., 1999; Maia- Elkhoury et al., 2008). A
letalidade média no periodo de 1984 a 2004
foi de 6,3%, entretanto observou-se
aumento de 100%, passando de 3,6% em
1994 para 7,4% em 2004 (Maia-Elkhoury et
al., 2008).

Atualmente, é apontada como doenca re-
emergente, caracterizada por nitido
processo de transicdo epidemioldgica,
apresentando incidéncia crescente nas areas
onde ndo ocorria tradicionalmente. A
doenca, anteriormente restrita a Regido
Nordeste do pais, apresenta atualmente
nitida expansdo geografica para os estados
mais ao sul do pais e franco processo de
urbanizagdo em cidades localizadas nas
regibes Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste (Maia-Elkhoury, 2008).

No municipio de Belo Horizonte, o0 nimero
de casos de LV humana registrados entre os
anos de 2008 e 2011 (dados até junho) foi
de 536. Quanto aos casos caninos, no
mesmo periodo, 51132 animais foram
positivos no inquérito soroldgico por RIFI,
sendo  eutanasiados 42656  (BELO
HORIZONTE, 2012).

A urbanizacdo da doenca esta associada a
diversos fatores como o0 aumento da
densidade populacional nos grandes centros
urbanos, o agravamento das desigualdades
socio-econdmicas, a falta de moradias
adequadas e de saneamento basico (Gontijo
e Melo, 2004; Harhay et al., 2011). As
mudancas antrdpicas causadas pelo homem
levaram a adaptacdo dos vetores as areas
suburbanas e urbanas, dificultando as acdes
de controle.

Quanto & LTA, apresenta-se prevalente
desde o extremo sul dos Estados Unidos da
América até o norte da Argentina, com
excegdo do Chile e Uruguai (Brasil, 2010).

No Brasil, ¢ uma doenca com diversidade
de agentes, de reservatorios e de vetores,
com diferentes padrdes de transmissao e um
conhecimento ainda limitado sobre alguns
aspectos, 0 que a torna de dificil controle
(Brasil, 2010).

E considerada, primariamente, uma zoonose
apresentando 0s animais como principais
fontes de infeccdo e o homem como
hospedeiro secundario que, até 0 momento,
parece ndo ter um papel importante na
manutengdo dos parasitas na natureza
(Gontijo e Carvalho, 2003).

Seu registro anual estd entre um e 1,2
milhGes de casos mundiais (WHO, 2006).

Desjeux (2004) sugere que o numero de
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casos mundiais € consideravelmente maior
do que oficialmente relatado. Tal hipotese
considera o fato de que dos 88 paises
endémicos, somente 33  apresentam
notificacdo obrigatéria, o indice de
subdiagnosticos por apresentacao
assintomatica ou diagnéstico diferencial
errbneo e os casos confirmados, porém ndo

relatados.

Considerada uma doenga em expansdo no
Brasil representa importante causa de
morbidade para a populacdo residente em
areas endémicas (Marinho Junior, 2010). O
nimero de casos relatados aumentou de
21.800 em 1998 para 40.000 em 2002
(Desjeux, 2004), sendo, em 2003,
considerada autéctone em todos os Estados
da Federacdo (Grisard et al., 2000; Passos
et al., 2001; Razera et al., 2005; Gontijo et
al., 2002; Jesus et al., 2006; Curti et al.,
2009; Brasil, 2010).

Considerando-se o indicador densidade de
casos de LTA (nimero de casos/Km?),
entre 2001 e 2003, identificou-se 24
circuitos de producdo da doenca. O maior
indice foi 0 do circuito
Pard/Tocantins/Maranhdo com 551,84 de
casos. O Estado de Minas Gerais estd
incluido em trés destes circuitos. Dois
abrangem somente o Estado apresentando
densidade de 181,32 e 304,75 e, o circuito
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Espirito Santo/Minas Gerais apresenta
236,04 (Brasil, 2010).

Segundo o Ministério da Saude (MS) do
Brasil, um municipio € considerado
endémico quando ha notificacdo de um ou
mais casos autoctones nos ultimos dez anos
(Brasil, 2010). Tendo sido notificados pelo
menos 395 casos autdctones no municipio
de Belo Horizonte entre os anos de 2001 e
2008, essa capital é classificada como
endémica para a enfermidade (Fantauzzi,
2009).

As andlises epidemioldgicas das ultimas
décadas apontam para uma alteracdo no
perfil epidemiol6gico e de transmissdo
desta enfermidade (Passos et al., 1990;
Brasil, 2010) e, oficialmente, o Brasil,
considera trés padrdes epidemiolégicos
distintos (Brasil, 2010).

O padrdo silvestre que, tradicionalmente,
considera a LTA uma zoonose de animais
silvestres ocorre em ambientes naturais, de
florestas e vegetagdo primaria. Acomete 0
homem de forma acidental, resultado da
invasdo voluntaria a ambientes especificos
(Passos et al., 1993; Marzochi e Marzochi,
1994; Brasil, 2010).

Acdes antropogénicas como desmatamento
desordenado, derrubada de matas e
florestas, exploragdo de madeira, atividades

agrl’colas e ecoturismo aumentaram 0



contato do homem com o0s insetos vetores,
caracterizando um perfil epidemiol6gico
ocupacional ou de lazer, classificando a
LTA como antropozoonose (Desjeux, 2004;
Brasil, 2010).

Verifica-se ainda, um terceiro perfil, com
processo gradual de domesticacdo da
doenca em areas com histéria de
colonizacdo antiga e periurbanas com
poucos remanescentes de floresta primaria.
A ocupagdo de encostas, 0s processos
migratérios e os aglomerados em centros
urbanos, associados a matas secundarias ou
residuais, permitem a adaptagdo dos
flebotomineos  vetores ao  ambiente
peridoméstico e doméstico, havendo ainda a
presenca de hospedeiros reservatorios
secundarios facilitando a transmissao
(Brandao-Filho et al., 1999; Desjeux, 2001;
Branddo-Filho et al., 2003; Brasil, 2010).
Esse contexto classifica a enfermidade
como uma zoonose de matas residuais e

como uma antropozoonose (Brasil, 2010).

Mundialmente, o aumento da incidéncia de
leishmaniose tegumentar esta relacionado a
invasdo a ambientes naturais para
desenvolvimento  da  agricultura, as
mudangas ambientais ocasionadas
principalmente pelo desmatamento e
urbanizacdo ndo planejada, as migracdes de
areas rurais para areas urbanas, ao transito

cada vez mais frequente entre areas

endémicas e ndo endémicas, a progressiva
domesticacdo dos vetores e a adaptacdo do
parasito a novos hospedeiros (Passos et al.,
1993; Marzochi e Marzochi, 1994;
Branddo-Filho et al., 1999; Desjeux, 2001;
Oliveira et al., 2004; Gramiccia e Gradoni,
2005; Brasil,2010).

Historicamente, a LTA apresenta
predominio na populacdo masculina em
decorréncia da maior exposicdo nas
atividades rurais. Entretanto, as mudancas
ocorridas nos padrbes epidemiolégicos
resultaram em alteragdes no perfil de
transmissdo. Nas 4&reas de ambiente
modificado, a transmissdo ocorre no
ambiente domiciliar, acometendo tanto
homens quanto mulheres em proporcGes
semelhantes e todos 0s grupos etarios
(Passos et al., 2001; Fantauzzi, 2009;

Brasil, 2010).

No Estado de Minas Gerais, 0s casos de
LTA sdo relatados desde a metade do
século com surtos relacionados a
desmatamento para construgdes de estradas
e atividades agropecudrias. Na Ultima
década, tem-se relatado tanto o perfil de
transmisséo associado  ao  caréter
ocupacional quanto aos ambientes urbano
(Passos et al., 1993; Passos et al., 2001;
Fantauzzi, 2009) e intra e peridomiciliar
(Luz et al., 2001; Passos et al., 2001;

Gontijo et al., 2002; Castro et al., 2005).
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Dentre os agentes etiologicos da LTA, L.
braziliensis apresenta a maior distribuicdo
geografica. Estd presente na América do
Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia,
Equador, Paraguai, Peru e Venezuela),
América Central (Belize, Guatemala,
Nicaragua, Costa Rica, Honduras e

Panamd) e México (Lainson, 2010).

No Brasil é o agente etiolégico de maior
prevaléncia, com distribuicdo geografica
em todas as regides do pais, cujas
caracteristicas eco-epidemioldgicas e o
modo de transmissdo se expressam de
acordo com as particularidades de cada
regido (Lainson, 2010).

Leishmaniose cutanea devido a L.
braziliensis normalmente  ocorre em
comunidades de colonizacdo antiga nas
quais o ciclo infectivo parece envolver
animais domésticos como reservatérios e
flebotomineos com habitats peridomicilares
(Queiroz et al., 1994).

2.4 Fisiopatogenia

A inoculagéo das promastigotas
metaciclicas durante o repasto sanguineo
dos  flebotomineos  desencadeia  no
hospedeiro  vertebrado uma  resposta
inflamatdria aguda inespecifica com a agdo
de células natural killer,
polimorfonucleares, macrofagos,

eosindfilos e do sistema complemento,
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destruindo grande parte dos parasitos

inoculados (Oliveira et al., 2005).

Estudos descrevem uma  resisténcia
aumentada das promastigotas metaciclicas a
acdo da lise pelo complemento. A presenca
de substancias anticoagulantes e peptideos
com poder vasodilatador na saliva do
fleb6tomo  potencializam a infeccéo
(Castro-Sousa et al., 2001; Sacks e
Kamhawi, 2001).

Moléculas de gp63 e lipofosfoglicano,
encontradas na membrana dos parasitos, séo
responsaveis pela adesdo da leishmania a
membrana do macréfago e das células de
Langerhans, tornando possivel a fagocitose
e transformacdo para as formas amastigotas
no meio intracelular. Células
apresentadoras de antigeno estimulam os
linfocitos TCD4", desencadeando o
desenvolvimento de linfocitos T “helper”
(Th) 1 e Th2 (Fearon e Locksley, 1996;
Van Zandbergen, et al., 2004; Mattner et

al., 2006; Brasil, 2010).

A localizacdo intracelular das formas
amastigotas no  hospedeiro mamifero
determina a ineficacia de anticorpos no
controle deste parasitismo. As
imunoglobulinas sdo facilitadoras da
infeccdo, sendo os niveis de anticorpos
circulantes diretamente proporcionais a
gravidade da doenga e a atividade da

infeccdo. Os titulos de anticorpos



especificos sdo mais altos nas formas
graves, como a leishmaniose cutanea difusa
e a LV (Brasil, 2010).

2.5 Manifestacgoes clinicas

Em seres humanos, a LV americana é
considerada uma doenca espectral, cujas
apresentacdes clinicas variam de formas
assintomaticas, subclinicas e até o quadro
classico da doenca que, no periodo de
estado, é caracterizado pela presenca de
febre, anemia, hepatoesplenomegalia,
manifestacbes hemorragicas, além de
linfadenomegalia, perda de  peso,
taquicardia e, menos frequentemente, tosse
seca e diarréia. Os sinais e sintomas de
desnutricdo se desenvolvem com a
progressdo da doenca, incluindo edema
periférico, queda de cabelos e alteracdes de
pele e das unhas. Sem intervencdo, a
doenca evolui para o periodo final com
agravamento dos sinais e sintomas descritos
sendo frequentes o surgimento de infecgoes
bacterianas graves como pneumonia e
sepse, podendo levar o individuo ao 6bito
(Moreno, 2002).

No cdo domestico, a doenca € sistémica e
crébnica porém, em alguns animais o
desenvolvimento pode ser latente, inclusive,
evoluindo para cura espontanea (Ferrer,
1999). Classicamente, a LVC pode
apresentar um espectro de manifestagdes

clinicas bem variadas, condicionadas

principalmente a imunocompeténcia do
individuo. Entre os sinais clinicos mais
comuns estdo 0 emagrecimento e as
alteracBes cutdneas. Nas fases mais
adiantadas da doenca, observa-se com
frequéncia, onicogrifose,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
alopecia, dermatites, Ulceras de pele,
hemorragias intestinais, apatia, anemia,
febre, diarréia, vomito, edema de patas,
entre outros achados inespecificos (Silva,
2010). Entretanto, cdes infectados podem
permanecer sem sinais clinicos por longo
periodo de tempo, sendo a forma
assintomatica relatada em proporgoes

variando de 40 a 60% (Miller et al., 2009).

Os relatos de LV em equinos se restringem
a Europa e ndo apresentam indicios de
acometimento sistémico. A sintomatologia
desta enfermidade na espécie em questdo é
exclusivamente cutanea, sem padrdo
caracteristico, sendo descritos nédulos,
papulas, lesbes ulceradas, lesdes crostosas e
regibes de alopecia (Koehler et al., 2002;
Solano-Gallego et al., 2003; Rolédo et al.,
2005). Os estudos realizados no Brasil se
restringem  a
(Cerqueira, 2001; Duarte et al., 2001;
Vilalobos et al., 2010) ndo oferecendo

avaliagdo  soroldgica

indicios da sintomatologia desta espécie nos

equideos.
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O espectro de apresentacdo clinica das
leishmanioses tegumentares, em seres
humanos, ja estd bem descrito em trés
principais formas, sendo leishmaniose
cutanea localizada (LCL), leishmaniose
mucocutanea (LMC) e leishmaniose
cutanea difusa (LCD) (Convit et al., 1993;
Brasil, 2010).

A LCL apresenta-se, normalmente,
autolimitante em seres humanos (Marsden,
1986; Desjeux, 2004). Representa a forma
simples da afeccdo e normalmente ocorre
em pacientes imunocompetentes (Convit et
al., 1993). Entretanto, ha casos que evoluem
para a forma cutdnea disseminada com
lesbes multiplas e debilitantes que podem
inclusive desencadear um estigma estético
nos pacientes (Grimaldi Jr e Tesh, 1993;
Desjeux, 2004; Brasil, 2010).

Nas infeccdes pela L. braziliensis a
linfadenopatia regional geralmente precede
0 surgimento de ulceragfes por uma a doze
semanas (Gontijo e Carvalho, 2003). A
lesdo inicia-se com uma péapula indolor
sobre as partes do corpo expostas a picada
do inseto vetor, mais comumente membros
inferiores, superiores e face. Esses nddulos
evoluem para ulceracdo caracteristica de
formato  arredondado, variando  de
milimetros a centimetros de diametro, de
fundo crostoso e eritrematoso, associada a

bordos bem delimitados, elevados e
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endurecidos. A partir dessas Ulceras ou
isoladamente  podem  surgir  lesdes
vegetantes e verrucosas (Medeiros e
Roselino, 1999).

Apls alguns meses, a cura pode ser
espontanea deixando uma cicatriz. Uma
séria complicacdo da infeccdo por L.
braziliensis, descrita em 5% dos pacientes
com LCL, é a metastase por via
hematogénica ou linfatica para as mucosas
da nasofaringe levando a LMC (Brasil,
2010).

A LMC é uma forma grave da doenca,
representa 0  pdlo  hiperégico da
enfermidade e em alguns casos pode levar
ao Obito (Brasil, 2010). Mutilante e
deformante resulta em destruicdo extensa
das cavidades oral e nasal (Grimaldi Jr e
Tesh, 1993; Desjeux, 2004; Brasil, 2010)
com agravos psicoldgicos e
socioecondmicos (Desjeux, 2004; WHO,
2010). Inicia-se com um edema pustuloso
na boca e/ou narinas, podendo ulcerar-se
mais tarde estendendo-se a mucosa
nasofaringea. Ocorre posteriormente a
destruicdo da cartilagem nasal e do palato,
em consequéncia da infeccdo secundaria,
vasculite e reacOes tissulares severas
(Convit et al, 1993; Medeiros e

Roselino,1999).

A LCD é uma apresentacdo cronica e

progressiva que ocasiona lesdes similares a



da hanseniase. Caracteriza 0 p6lo anérgico
da enfermidade e ocorre devido a uma
deficiente resposta imune mediada por
células (Grimaldi Jr e Tesh, 1993; Desjeux,
2004; Reithinger et al., 2007; Brasil, 2010).

Em caninos, a leishmaniose tegumentar é
similar a LCL do ser humano, apresentando
lesdes ulceradas com bordas elevadas que
podem progredir em nimero e extensdo. Os
locais predominantes sdo o pavilhdo
auricular, bolsa escrotal e membros. Assim
como no ser humano, o prognostico
normalmente é varidvel, podendo evoluir
para cura espontanea, reativacdo tardia ou
comprometimento de mucosas nasal e oral
(Pirmez et al., 1988; Marco et al., 2001).
Ndo ha relatos do desenvolvimento da
forma difusa da doenca nesta espécie

mamifera.

Nos relatos de LTA em equinos, as lesbes
por L. (V.) braziliensis ndo apresentam um
padrdo clinico  caracteristico, sendo
descritos desde nodulos e papulas, solitarios
ou multiplos (Vexenat et al., 1986; Falqueto
et al., 1987; Barbosa-Santos et al., 1994;
Vedovello et al., 2008) a lesGes ulceradas,
proliferativas ou crostrosas (Barbosa-Santos
et al., 1994; Aguilar et al., 1986; Aguilar et
al., 1987; Yoshida et al., 1988; Vedovello et
al., 2008).

2.6 Diagnostico

O diagndstico precoce da doencga é uma das
principais medidas preventivas. Com o
aumento do numero de casos clinicos da
leishmaniose a cada ano no Brasil, é
primordial que os métodos de diagndéstico
sejam eficientes, de baixo custo e possam
ser realizados nas areas endémicas
(Guimardes, 1987).

2.6.1 Diagnostico clinico

O diagnostico da LV tanto em humanos
qguanto em cdes pode ser realizado por
critérios  clinicos e laboratoriais. As
suspeitas clinicas de LV humana e canina
baseiam-se em sinais e sintomas além dos
dados epidemiol6gicos. O diagnostico
clinico da LV, sobretudo no cédo, € de
grande complexidade uma vez que muitos
cdes infectados ndo apresentam sinais
clinicos evidentes, outros apresentam
autocura e o periodo de incubagdo pode ser
longo, com desenvolvimento da doenca
apos longo periodo (Reis et al., 2006). Nao
ha sinais clinicos patognomdnicos para a
LV canina e as caracteristicas consideradas
tipicas no animal doente podem se
confundir com as de outras enfermidades
como ehrliquiose, babesiose, rickettsiose e
neoplasia cutnea (Barbosa-de-Deus et al.,
2002).
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Quanto a LTA, o diagnostico clinico é
baseado nas caracteristicas das lesoes,
associadas ao historico e a anamnese, nos
quais os dados epidemioldgicos sdo de
grande importancia (Gontijo e Carvalho,
2003; Costa et al., 2009; Mello et al., 2011).
A suspeita de LTA comumente ocorre ao
serem identificadas lesGes compativeis com
as manifestacfes da doenca em pacientes
gue moram ou viajaram para regides
endémicas (Mello et al., 2011).

A leishmaniose tegumentar em seres
humanos pode desenvolver um amplo
espectro de lesdes e suas manifestagdes séo
comumente confundidas com as de outras
doencas, como infecgbes bacterianas,
neoplasias, hanseniases, lGpus eritematoso,
trauma local, entre outras (Reithinger et al.,
2007).

Tais caracteristicas torna o diagndstico
clinico complicado e ndo imediato,
fazendo-se necessario um diagndstico
diferencial (Gontijo e Carvalho, 2003;
Reithinger et al., 2007; Costa et al., 2009).
Assim sendo, os métodos laboratoriais
devem ser devidamente explorados para
aprimorar o diagnéstico e a escolha do
tratamento adequado (Reithinger et al.,
2007).

Como auxilio diagndstico, 0s exames
complementares no ser humano podem

apresentar comumente nos Casos
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confirmados, anemia e leucopenia.

Reticulécitos estdo normalmente
aumentados. Ha uma tendéncia de
agranulocitose, monocitose e uma relativa
linfocitose. As plaquetas estdo
moderadamente diminuidas. Nos testes
bioquimicos a funcdo hepética esta normal
e a proteina sérica total € elevada com
relacdo albumina/globulina reversa

(Butterworth, 1986).

A albumina é a principal proteina
encontrada no soro representando de 35 a
50% do total de proteinas séricas.
Apresenta importante papel na pressdo
coloidosmotica, sendo responsavel por 80%
da mesma e no transporte de proteinas.
Caracteriza uma proteina negativa de fase
aguda, apresentando indices diminuidos
durante  processos inflamatdrios  ou

infecciosos (Eckersall, 2008).
2.6.2 Exames Parasitologicos

Em ambas as formas de leishmanioses, o
diagnéstico  conclusivo  depende da
demonstracgdo do parasito ou da deteccédo de
anticorpos, por meio de técnicas de
imunodiagnéstico, ou de antigenos do
parasito, com a utilizagdo de anticorpos
monoclonais, e técnicas de biologia
molecular (Moreno, 2002). Dessa forma, o
diagnostico laboratorial da leishmaniose se

constitui fundamentalmente de trés grupos



de exames, 0s parasitologicos, 0s

imunoloégicos e os moleculares.

A demonstracdo do parasito pode ser
realizada por meio de exames direto ou
indireto (Reithinger et al., 2007), sendo o
diagnostico  definitivo  dependente  da
identificacdo de amastigotas em tecido ou
promastigotas em meio de cultura (Gontijo
e Carvalho, 2003).

Para demonstragcdo direta do parasito séo
utilizados os procedimentos de bidpsia e
puncdo aspirativa (Brasil, 2010). Realizam-
se 0s exames de microscopia direta, do
imprint da bidopsia e do esfregaco do
aspirado, corados sobretudo pelo Giemsa e
exame histologico do fragmento do 6rgéao
eleito (Escobar et al., 1992).

A microscopia direta € o procedimento de
primeira escolha por ser mais réapido, de
menor custo e de facil execucdo (Gontijo e
Carvalho, 2003). Apesar de 100% de
especificidade, a sensibilidade desse
método é baixa e altamente varidvel. O
isolamento in vitro por meio da cultura é
provavelmente o método indireto mais
informativo, pois além da confirmacdo do
agente  etiolégico, permite  posterior
identificacdo e caracterizacdo da espécie
envolvida (Reithniger et al., 2007).

Outro procedimento para demonstracdo

indireta do parasito é o isolamento in vivo

por meio de inoculacdo em animais. O
material obtido por bidpsia ou raspado de
lesdo é triturado em solucdo salina estéril e
inoculado via intradérmica, no focinho e/ou
patas de animais de laboratério, sobretudo
hamster (Mesocricetus auratus). As lesbes
no hamster em geral desenvolvem-se
tardiamente, a partir de um més. Esses
animais devem ser acompanhados por trés a
seis meses. Pela complexidade e alto custo,
esse método é pouco utilizado, apesar de
apresentar elevada sensibilidade entre os
demais métodos parasitoldgicos (Brasil,
2010).

Na LV, o diagndstico parasitoldgico
fundamenta-se na demonstracdo do parasito
por meio de puncdo de medula 6ssea, bago
ou figado, visto que sdo os Grgdos mais
intensamente parasitados em humanos. Para
0s cdes, além destes 6rgdos também utiliza-
se a puncdo de ganglios ou biopsia de pele.
Tais métodos, apesar de simples, sdo
invasivos, além de apresentarem baixa
sensibilidade (Moreno, 2002).

Na LTA, o exame parasitologico da lesdo
deve ser sempre o método de escolha
primario para confirmar o diagnéstico
clinico (Szargiki, 2005), sendo o padrdo
ouro devido a sua alta especificidade
(Reithinger et al., 2007). Entretanto, a
deteccdo de formas amastigotas do parasito

nos imprints de lesbes apresenta baixa
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sensibilidade. A cultura e a inoculagdo em
animais de laboratorio sdo onerosas e
demandam tempo, além de apresentarem as
desvantagens de contaminacdo bacteriana e
demora no desenvolvimento do parasito
(Szargiki, 2005).

2.6.3 Exames imunoldgicos

Dentre os teste imunolégicos, a
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM)
apresenta facilidade do processo e curto
tempo para obtencdo do resultado (48
horas), o que faz deste teste o principal
método indireto realizado para diagnostico
da LTA em areas endémicas (Gontijo et al.,
2002). Este procedimento fundamenta-se na
resposta imune celular e consiste no exame
de reacdo de hipersensibilidade tardia ap6s
a administracdo intradérmica de um
antigeno padronizado, preparado com
componentes extraidos de promastigotas de
cultura. Esta hipersensibilidade celular
tardia é caracterizada por infiltrado
inflamatério com  predominancia de
linfécitos e macréfagos (Gontijo e
Carvalho, 2003).

Por serem mais rapidos, menos invasivos e
permitirem utilizagdo em grande escala, 0s
exames soroldgicos apresentam vantagens
nos estudos epidemioldgicos que visam o
controle da doenca em areas endémicas

(Szargiki, 2005) e em pesquisas para
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triagem e determinacdo de reservatérios
(Zovein et al., 1984).

As técnicas para deteccdo de anticorpos
especificos na LV humana e canina
constituem instrumentos importantes no
diagnostico e partem do pressuposto de que
homens e cées infectados passam por uma
estimulacdo policlonal de linfécitos B, que
gera hipergamaglobulinemia ou grande
producdo de anticorpos anti-Leishmania
(Silva et al., 2011).

Diferentes trabalhos demonstraram altos
indices de sensibilidade e especificidade
para a RIFl em regides endémicas para a
LV (Mancianti et al., 1995, Mettler et al.,
2005, Maia et al., 2009). Esta técnica nao
necessita de elevado nivel de infraestrutura,
sendo 0 microscopio de fluorescéncia e o
treinamento da mé&o-de-obra as maiores
exigéncias. Dessa forma, esta técnica tem
sido bastante utilizada como teste
sorolégico de escolha para o diagnostico da
LVC em diversos municipios brasileiros
(Brasil, 2011).

O teste ELISA ¢é considerado um
importante avanco tecnolégico para o
diagndstico da LV, pois permite a avaliagéo
de um grande nimero de amostras em um
curto espago de tempo, seu protocolo pode
ser facilmente adaptado para a utilizacéo de
diferentes antigenos e a leitura dos

resultados é automatizada.



A utilizacdo das técnicas soroldgicas de
RIFI e ELISA em

epidemiolodgicos da LVC apresenta taxas de

inquéritos

sensibilidade e especificidades variadas, de
acordo com o desenho utilizado no estudo.
H& variagcdes no padrdo ouro utilizado, na
escolha dos controles positivo e negativo,
na prevaléncia da doenca na regido, no
antigeno e no método empregado nas
reacOes (Oliveira et al., 2005; Brasil, 2011).

Lira et al. (2006) demonstraram aumento da
sensibilidade e diminuicdo da taxa de falsos
positivos, quando da utilizagdo paralela dos
kits de Bio-Manguinhos/Fiocruz, primeiro
com triagem pelo método de ELISA,
seguido de confirmacdo pela RIFI. Assim,
esta foi a recomendagdo do Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral (PVC-LV) do MS até o ano de
2011.

Visando a validacdo do protocolo
recomendado e, ainda, a avaliacdo do teste
rapido imunocromatografico (TR-DPP),
idealizado por de Bio-Manguinhos/Fiocruz,
0 MS encomendou um estudo a Fundacéo
Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro, no qual
analisou-se o painel soroldgico de 1600
caes, oriundos de quatro municipios
endémicos e de quatro regibes diferentes do
pais. O relatorio final apresentou indices de
sensibilidade e especificidade dentro do

esperado para o protocolo recomendado.

Entretanto, o cenario que utilizou o TR-
DPP para triagem, seguido de confirmacgéo
pelo ELISA demonstrou melhor acuracia.
Associando estes indices a facil e simples
operacionalizacdo do TR-DPP e a
automatizacdo do ELISA, que permite a
eliminacdo da subjetividade da RIFI, este
protocolo € o atual recomendado pelo MS
para diagnostico da LVC (Brasil, 2011).

Na LTA, de uma forma geral os titulos de
anticorpos sdo baixos, ressaltando-se que
L. braziliensis induz uma maior reposta de
anticorpos comparada com outras espécies
responsaveis pela LTA (Romero et al.,
2005).

Ainda ndo ha um teste comercial disponivel
para a realizacdo da técnica de ELISA para
as leishmanioses tegumentares e, 0 MS
recomenda sua utilizagdo somente em

pesquisas (Brasil, 2010).

Entretanto, os estudos tém apontado para
bons indices de acuracia, suportando a
recomendacdo deste teste como importante
ferramenta diagnéstica (Romero et al.,
2005; Szargiki, 2005; Barroso-Freitas et al.,
2009).

No entanto, quando aplicado em estudos
epidemioldgicos na LTA, a especificidade
do ELISA pode tornar-se baixa, devido a
ocorréncia de reacdes inespecificas (Uchoa

et al., 2001). Um dos problemas de acuréacia
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dos testes soroldgicos em tal enfermidade
estd na gama de agentes etioldgicos. Muitos
esforcos tém sido feitos na determinacéo de
um antigeno que aumente 0s parametros
estatisticos dos testes. Um passo nessa
direcdo é a utilizacdo de antigenos
homologos, de acordo com a epidemiologia
da area afetada (Szargiki, 2005).

Szargiki et al. (2009) e Barros-Freitas et al.
(2009) recomendam, para L. braziliensis, a
utilizacdo do antigeno especifico no teste de
ELISA como ferramenta diagnostica nos
casos suspeitos de LTA em areas
endémicas. Quando aliado ao teste de
imunofluorescéncia  indireta, obtém-se
resultados com  maior sensibilidade
diagnostica (Romero et al., 2005; Barroso-
Freitas et al., 2009).

A revisdo de literatura do presente trabalho
ndo detectou estudos que utilizassem a
técnica do ELISA para deteccdo de LTA
em equinos. No Brasil, Duarte et al. (2001),
na busca por resposta humoral contra
Leishmania sp., realizou levantamento com
L. major-like, cepa jof. Cerqueira et al.
(2003) inocularam experimentalmente L.
infantum em asininos e durante o
acompanhamento utilizaram o ELISA com
antigeno homélogo. Na Europa, onde houve
surto epidémico de leishmaniose equina
com sintomatologia cuténea causada por L.
infantum, Koehler et al. (2002), Solano-
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Galego et al. (2003) e Fernandez-Belldn et
al. (2006) também realizaram o ELISA,
todos com cepa de L. infantum. Entre os
trabalhos, ha discrepancia na metodologia
utilizada, ndo havendo homogeinidade nem
na concentracdo de antigeno nem na

diluicdo do soro.

Na LTA, dentre os métodos soroldgicos, a
RIFI é o mais utilizado. Representa uma
técnica sensivel, com a desvantagem de
apresentar no ser humano reagdes falso-
positivas em pacientes com outras doencas
como LV, doenca de  Chagas,
esquisotossomose, pénfigo foliaceo,
blastomicose, esporotricose e em individuos
sadios provenientes de &reas endémicas
(Brito et al., 2000; Gontijo e Carvalho,

2003; Brasil, 2010).

O MS do Brasil admite que, em um caso
individual, a RIFI poderia ter limitado valor
diagnostico e, ndo dever ser utilizada como
critério isolado para diagnéstico de LTA.
Nos casos sem demonstracdo de qualquer
agente etiolégico a acuracia diagndstica
estd melhor representada quando associada
a IDRM ou a técnicas parasitoldgicas,
auxiliando o diagnostico diferencial (Brasil,
2010). Além disso, Barroso-Freitas et al.
(2009) apontam como desvantagem deste
teste a necessidade de um técnico bem

treinado a leitura.



Entretanto a simplicidade na execucdo e 0
baixo custo sdo vantagens expressivas da
utilizacdo de testes soroldgicos como
métodos diagnosticos e de triagem em areas
onde a bidpsia e a histopatologia
apresentam-se inviaveis (Barroso-Freitas et
al., 2009).

Segundo o MS, nas lesBes ulceradas por L.
braziliensis, a sensibilidade da RIFI esta em
torno de 70% no primeiro ano da doenca
(Brasil, 2010).

A literatura aponta valores variaveis. Em
estudo realizado na Regido Metropolitana
de Belo Horizonte, Passos et al. (2001)
determinaram uma positividade de 79,3%
(265/334) na RIFI, utilizando o titulo de
1:80 em pacientes com apresentacdo
clinica. Romero et al. (2005), também em
individuos doentes, demonstraram
sensibilidade de 79,6%. Tais autores,
entretanto  ndo  utilizaram  antigenos
homdlogos para realizacdo dos testes

diagnosticos.

Trabalhando com a cepa de L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), com antigeno de
promastigotas intactas cultivadas em
laboratério, Szargiki (2005) e Barroso-
Freitas et al. (2009) obtiveram, para a RIFI,
pardmetros descritivos de 91,7% e 81,5%
de sensibilidade e 100% e 86,2% de

especificidade, respectivamente.

Desta forma, esta é uma dificuldade
apresentada por este método ja que algumas
espécies de Leishmania, como a L.
braziliensis, sdo de dificil manutencdo em
cultivo. Antigenos recombinantes podem
ser utilizados como alternativa nesses casos,
sendo sua vantagem a obtencdo de um
produto de antigenos mais padronizado e
uniforme (Goto e Lindoso, 2010).

Em relacdo aos casos equinos, Barbosa-
Santos et al. (1994) relatam um caso de
LMC em égua, por meio de diagndstico
clinico, direto e soroldgico. A RIFI
apresentou titulos de 1:320 durante a fase
aguda da doenca e 1:80, 11 meses apds a

cura clinica.

2.6.4 Exames moleculares: reacdo em

cadeia de polimerase (PCR)

A presenca do parasito nas lesbes pode ser
escassa e de grande dificuldade de
deteccdo. Dessa forma, o0s métodos
convencionais de  pesquisa  direta
apresentam variavel sensibilidade e, as
técnicas de biologia molecular apresentam
maior sensibilidade (Yarbuh e Premoli de
Percoco, 1999; Reithinger e Dujardin,

2007).

Como o comportamento das cepas de
Leishmania é bastante diferente em relacdo
a biologia e a evolucdo do quadro clinico, o

diagnostico molecular apresenta ainda a
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vantagem de especificar o subgénero ou a
espécie, permitindo melhores decisGes no
tratamento e nas medidas preventivas
(Yarbuh e Premoli de Percoco, 1999; Faber
etal., 2003).

Os métodos moleculares tém  sido
amplamente  desenvolvidos na Ultima
década e apesar de diferentes métodos
moleculares apresentarem bons resultados
para o diagndstico das leishmanioses, a
PCR é mais apropriado (Reithinger et al.,
2007). Este método apresenta 100% de
especificidade e permite um aumento na
sensibilidade de 20-30% nos casos de LCL
e de 55-70% na leishmaniose muco-
cutdnea, quando comparado com 0S
métodos  parasitolégicos  convencionais
(Reithinger e Dujardin, 2007).

O custo elevado e a necessidade de
infraestrutura laboratorial especifica e mao
de obra especializada ndo permitem, ainda,
a ampla utilizacdo destes métodos
diagnésticos no campo, entretanto, tém sido
explorados exaustivamente em pesquisas na
Gltima década (Reithinger e Dujardin, 2007;
Brasil, 2010).

2.7 Prevencéo

Apesar do aumento da incidéncia mundial,
mas por raramente serem fatais, as
leishmanioses cutaneas estdo incluidas no

grupo das doencas negligenciadas, havendo
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pouco interesse dos drgdos financiadores,
autoridades de salde publica e profissionais
na implementacdo de atividades de
pesquisa, prevencdo e controle da doenga
(Reithinger et al., 2007).

Além de negligenciada pelas autoridades de
salde e pelos centros de pesquisas, a LTA
acaba sendo subestimada também pela
prépria populacdo acometida. Devido a
caracteristica da doenga de muitas vezes
apresentar pouca repercussdo sem sérias
sequelas e grande prevaléncia de casos
subclinicos efou cura espontanea, a
preocupacdo da populacdo € minima
(Passos et al., 1993).

Esforgos deveriam ser concentrados para o
diagndstico precoce, tratamento adequado
e, sobretudo, controle da antropozoonose
por meio da vigilancia epidemiolégica
(Fantauzzi, 2009).

Propde-se a vigilancia e o monitoramento
em unidades territoriais, definidas como
areas de maior produgdo da doenca, bem
como, suas caracteristicas ambientais,
sociais e econOmicas, buscando um
conhecimento amplo e intersetorial com
estratégias de controle flexiveis, distintas e
adequadas a cada padrdo de transmissdo
(Brasil, 2010).

Com a finalidade de diagnosticar e tratar

precocemente 0s casos detectados, 0



Programa de Vigilancia da Leishmaniose
Tegumentar Americana (PV-LTA) tem
como objetivos especificos identificar e
monitorar unidades territoriais de relevancia
epidemiolodgica, investigar e caracterizar
surtos, monitorar formas graves com
destruicdo de mucosa e identificar
precocemente 0s casos autoctones em areas
consideradas ndo-endémicas. O numero de
casos em areas de transmissdo domiciliar
também é um foco de atencdo e, objetiva-se
a investigacao epidemioldgica e adocdo de
medidas de controle pertinentes a esse
modelo (Brasil, 2010).

Para Desjeux (2004), além da detecgdo e
tratamento dos casos, as principais
estratégias de controle da leishmaniose
tegumentar devem abranger o controle dos
vetores, dos reservatorios e a diminuigdo do

contato homem-vetor.

O objetivo geral da vigilancia
epidemioldgica do PV-LTA é levantar as
informacBes de carater quantitativo e
gualitativo sobre os flebotomineos em areas
de transmissdo, bem como naquelas sem
transmissdo, de forma a obter novos
conhecimentos da bioecologia das espécies
de flebotomineos de importancia medico-
sanitaria. Dessa forma, atua com a
finalidade de conhecer as espécies de
flebotomineos nas novas areas de

transmissdo de LTA no ambiente antrdpico,

estabelecer curvas de sazonalidade para as
espécies de flebotomineos de importancia
médico-sanitaria e monitorar as alteracGes
de comportamento das principais espécies
de flebotomineos em relacdo aos seus

ecétopos naturais (Brasil, 2010).

Devido aos custos operacionais, tempo e
mao de obra necessarios, aliado ao fato da
leishmaniose cutdnea ndo ser uma doenca
fatal, as estratégias de prevencao e controle
tém sido baseadas no tratamento da doenca
humana e muito pouco no controle e
eliminacdo de vetores e reservatorios
(Reithinger et al., 2007).

No caso de transmissdo peri e
intradomiciliar, o controle dos vetores pode
ser realizado pelo uso spray inseticida com
poder residual e de telas protetoras. No caso
das leishmanioses cutaneas, o controle de
reservatorios pode ser realizado com iscas
envenenadas objetivando roedores e pela
manutencdo  dos
(Desjeux, 2004).

ambientes  limpos

No Brasil, ndo h& recomendacdes de acdes
objetivando a vigilancia dos hospedeiros e
reservatorios, nem de animais silvestres
nem de animais domeésticos. A prevengdo e
o controle da doenca sdo dificeis devido a
complexidade epizoologica das
leishmanioses cutaneas e das poucas opgdes
disponiveis para um efetivo controle do

vetor (Reithinger et al., 2007). No Brasil, o
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controle quimico contra vetores estd
preconizado quando da ocorréncia de mais
de um caso humano de LTA, num periodo
maximo de seis meses, em areas novas ou
em surto, associado a evidéncias de que a
transmissdo venha ocorrendo no ambiente
domiciliar ou ainda, quando houver a
ocorréncia de casos humanos de LTA na
faixa etaria inferior a 10 anos (Brasil,
2010).

Na LV, as medidas de controle indicadas
pelos Orgéos de Sadde Publica s&o a busca
ativa dos casos humanos para rapido
diagnostico e tratamento, o uso de
inseticidas de acdo residual para combate
aos vetores adultos e, o diagndstico e
eutandsia dos cdes soro positivos, medida
esta nem sempre bem aceita devido as
reacOes diagndsticas detectarem cdes que
nem sempre estdo com LVC (Silva et al.,
2011). O programa de controle da LV no
Brasil se iniciou na década de 50 e seu
objetivo principal era romper os elos
epidemiol6gicos da cadeia de transmissdo
da doenca. Entretanto, os procedimentos de
controle adotados tém sido questionados
com base na falta de evidéncias da reducéo
da incidéncia da LV humana no pais.
Diante disso, 0 MS e a Fundacéo Nacional
da Saude convocaram um comité de
especialistas para reavaliar o programa e

redirecionar as estratégias de controle
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(Costa e Vieira, 2001). Essa analise vem
sendo direcionada com base em argumentos
respaldados na literatura especializada e em
aspectos operacionais como a falta de
padronizacdo dos métodos diagndsticos
para a LV humana e canina, discordancia
entre a eliminacdo de cées soropositivos e a
prevaléncia  da  infeccdo humana,
necessidade da comprovacdo da existéncia
de outros reservatorios além do cdo, como
marsupiais e canideos silvestres, pouco
entendimento sobre os reais efeitos das
acOes de combate ao vetor e possivel
existéncia de formas de transmissdo sem a
participacdo de flebotomineos. Duas
vacinas para cdes estdo comercialmente
disponiveis, mas nenhuma  mostrou
suficientemente segura para prevenir a
infeccdo dos animais. O uso de coleiras
impregnadas com  deltametrina  tem
mostrado redugdo no risco de infecgdo e
tem sido aconselhado para controle da

infeccdo dos cdes (Chappuis et al., 2007).

Medidas propostas e (teis para ambas as
formas de leishmanioses sdo o destino
adequado do lixo organico e a limpeza
periédica dos abrigos de animais
domésticos, de crucial importancia na
diminuicdo da aproximagdo de mamiferos
comensais, como marsupiais e roedores,
provaveis fontes de infeccdo para o0s

flebotomineos.  Sugere-se  ainda a



manutencdo de animais  domésticos
distantes do intradomicilio durante a noite,
de modo a reduzir a atracdo dos
flebotomineos para este ambiente (Brasil,
2010).

O MS incentiva ainda medidas para 0s
ambientes individuais ou coletivos a fim de
evitar os riscos de transmissao, tais como o
uso de repelentes quando exposto a
ambientes onde os vetores habitualmente
possam ser encontrados, evitar a exposicao
nos horarios de atividades do vetor, uso de
mosquiteiros de malha fina, bem como a
telagem de portas e janelas. Com a
finalidade de alterar as condigbes do meio
que propiciem o0 estabelecimento de
criadouros para formas imaturas do vetor,
indica-se manejo ambiental por meio de
limpeza de quintais e terrenos e a poda de
arvores de modo a aumentar a insolacéo
(Brasil, 2010).

3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de FEtica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CETEA/UFMG) sob nUmero
188/2012.

3.1 Delineamento experimental

O estudo foi descritivo e transversal e

avaliou-se a correlacdo entre a presenca de

infeccdo por Leishmania sp. e as alteracdes
clinicas e laboratoriais em equinos no
municipio de Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brasil.
3.2 Selecdo dos animais

Os animais selecionados para o estudo
pertencem aos carroceiros cadastrados no
Projeto de Extensdo “Correcdo Ambiental e
Reciclagem com Carroceiros de Belo
Horizonte”. Os proprietarios assinaram uma
carta de consentimento permitindo a
utilizagdo das informagdes oriundas do seu
animal em pesquisas da UFMG (Ver em
ANEXO1).Por falta de acesso aos dados
epidemioldgicos referentes a leishmaniose
em equideos, foram aproveitados 0s
nameros disponiveis em relacdo a LV em
seres humanos e caninos (BELO
HORIZONTE, 2012) para a determinagdo
das Unidades de Recolhimento de Pequenos
Volumes (URPV) a serem incluidas no
estudo  (Fig. 1).

prevaléncias, foram selecionadas sete

Associando  tais

regionais de maior prevaléncia (Tab.1 e 2).
Apl6s a escolha das regionais foram
amostrados, de forma aleatéria, 210
animais, totalizando 30 por regional. As
coletas foram realizadas no periodo entre
agosto de 2011 e junho de 2012.
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Brumadndo

Figura 1: Regionais administrativas do municipio de Belo
Horizonte e ilustracdo (asterisco) das sete regionais
selecionadas para o estudo. Fonte: Adaptado de Belotur.

Tabela 1: Casos humanos de Leishmaniose Visceral ocorridos no municipio de Belo Horizonte/MG, por Distrito
Sanitério de Residéncia entre os anos de 2008 e 2011.

Distrito/Ano 2008 2009 2010 2011 TOTAL  Populagédo %

Barreiro 10 13 19 10 52 262.194 0,000198
Centro sul 9 7 2 6 24 260.524 0,000092
Leste 16 8 16 12 52 254.573 0,000204
Nordeste 41 17 25 11 94 273.892 0,000343
Noroeste 29 24 15 12 80 360.000 0,000222
Norte 13 20 11 10 54 193.764 0,000279
Oeste 9 16 18 9 52 268.124 0,000194
Pampulha 5 7 9 5 26 141.853 0,000183
Venda nova 25 25 13 15 78 245.334 0,000318
Indeterminado 4 11 6 3 24 - -

Total 161 148 134 93 536 2.260.258 0,000237

Fonte: Adaptado de: Geréncia de Epidemiologia e Informacdo GEEPI/SMSA (Belo Horizonte, 2012).
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Tabela 2. Percentual de positividade de Leishmaniose Visceral Canina, em Belo Horizonte/MG,

nos anos de 2007 e 2008.

Distrito/Ano 2007 2008 Média
Barreiro 7,3 8,3 7,8
Centro Sul 3,7 3,9 3,8
Leste 8,8 6 7.4
Nordeste 10,3 9,1 9,7
Noroeste 9,3 7,8 8,55
Norte 10 7,1 8,55
Oeste 8,2 6,8 7,5
Pampulha 9,4 7,1 8,25
Venda Nova 11,5 8,3 9,9
Belo Horizonte 9,3 7,63 8,465

Fonte: Adaptado de: Geréncia de Epidemiologia e Informacdo GEEPI/SMSA (Belo Horizonte, 2012).

3.3 EXPERIMENTO I: Padroniza¢ao da
técnica do Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA)

Realizaram-se 24 combinagGes variando-se
a concentracdo do antigeno em 1pg/mL,
2,5ug/mL, 5ug/mL, 10pg/mL e 20pg/mL, a
diluicdo do soro em 1:400 e 1:800 e a
titulagho do conjugado em 1:10000,
1:20000 e 1:30000. Cinco animais foram
submetidos as 24 técnicas, sendo dois
controles positivos e trés potros de 24 horas

de vida como controles negativos.

Calculou-se o0 S/N (signal-to-noise), razdo
entre as medias das absorbancias dos
controles positivos e negativos
(Rajasekariah et al., 2001). As combinagdes
que apresentaram maiores SN foram
submetidas a um célculo hipotético do

ponto de corte (cut-off), sendo este a média

das absorbancias dos negativos acrescida de
trés desvios padrfes. Apos a determinacao
da melhor combinagdo
antigeno/soro/conjugado, foi necessaria a
confirmacdo de repetibilidade confiavel da
técnica. Para isso, foram testadas 69
amostras em triplicata e o resultado
avaliado pelo teste de concordéancia do

Kappa.

Os controles positivos se mantiveram 0s
mesmos e aos negativos foram acrescidos
mais trés potros, totalizando dois de 48
horas e quatro de 24 horas de vida. O ponto
de corte foi calculado como a média da
absorbéncia dos controles negativos mais
trés desvios padroes e esse calculo foi
realizado para cada placa separadamente.
Para critério diagndstico foi utilizado o
indice de Reatividade (IR), razdo entre a

média da absorbancia do soro teste pelo
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cut-off. Animais com IR maior que um

eram considerados positivos.

3.4 EXPERIMENTO |II:

clinica e laboratorial de equinos com

Avaliacao

enfoque na infec¢do por Leishmania sp..

Para a analise da soroprevaléncia de
imunoglobulinas anti-Leishmania sp. nos
equinos do municipio de Belo Horizonte,
calculou-se o numero amostral a partir da
férmula sugerida pelo Centro Panamericano
de Zoonoses (CEPANZOO, 1973):

p. (100 —p) . 22
(d . p/100)?

Onde: n = ndmero amostral
p = prevaléncia esperada
d = erro esperado
z = grau de confianga

Baseando-se em andlise prévia, realizada
com o kit Bio-Manguinhos/Fiocruz!, na
gual analisaram-se 257 equideos do
municipio de Belo Horizonte (Soares et al.,
2012), a prevaléncia esperada (p) foi de
63%. Trabalhou-se com erro esperado (d)
de 11% e grau de confianga (z) de 95%.
Dessa forma o numero amostral deveria ser
186 animais. Distribuindo este nUmero

pelas sete regionais selecionadas, resultaria

! Kit IFI-Leishmaniose Visceral Canina / Bio-
Manguinhos — Rio de Janeiro
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em 27 animais. Optou-se entdo pela
padronizacdo de 30 animais/regional,

totalizando assim 210 amostras.

As amostras foram analisadas por meio dos
exames laboratoriais do eritrograma,
leucograma e perfis renal e hepatico, além
dos exames soroldgicos da RIFI e do
ELISA. Dentre esses animais, 79 foram

submetidos ao exame clinico.
3.4.1 Avaliagdo Clinica

Setenta e nove (79) animais foram
submetidos ao exame clinico o qual foi
procedido de acordo com (Speirs, 1997),
avaliando-se o estado geral do animal,
escore de condicdo corporal (ECC),
comportamento e os indices paramétricos:
temperatura retal (°C), frequéncia cardiaca
(bpm), pulso  (bpm), tempo de
preenchimento  capilar  (segundos) e
frequéncia respiratdria (mpm). Em seguida,
avaliaram-se as mucosas (oral, nasal e
ocular) e linfonodos (sub-mandibulares,
parotideos, cervical superficial e subiliaco)
(Ver ficha em ANEXO 2).

3.4.2 Avaliacao laboratorial

A coleta de sangue venoso foi procedida
por venopuncdo da jugular externa, apés
prévia antissepsia com algoddo embebido

em alcool 70°. Foram coletados trés tubos a



vacuo?, sendo dois com anticoagulante
EDTA e um sem.

3.4.2.1 Hemograma

No mesmo dia da coleta de sangue, a partir
de um dos tubos com EDTA, foram
confeccionados, em duplicata, esfregacos
sanguineos, corados pelo método de
Giemsa com o kit Pandtico Répido® para
posterior exame celular diferencial. Em
centrifuga de micro-hematdcrito®, foram
preparados  microtubos utilizados na
determinacdo do hematdcrito, das proteinas
plasméticas totais e do fibrinogénio. O
hemograma foi realizado em contador

automatico de células®.
3.4.2.2 Analises bioquimicas

Apobs a retracdo do coagulo, o tubo sem
anticoagulante foi centrifugado® a 3000
rpm, durante dez minutos, e 0 SOro
congelado a -20°C, em aliguotas de 500uL
e processado posteriormente em aparelho
semiautomatico de bioquimica sanguinea’
com Kkits especificos®. O perfil renal foi

avaliado pela dosagem da uréia e da

2Vaccum Il — Labnew — Campinas, Brasil
¥ panético para coloracdes de esfregaco —
Laborclin — Pinhais, Brasil

* H-240 - Centribio

> Abacus Janior Vet — Hematology Analyser,
Diatron — Sao Paulo, Brasil

® Excelsa Baby — Fanem Ltda — S&o Paulo,
Brasil

” Analisador Semi automatico

® Bioclin — Quibisa Quimica Basica — Belo
Horizonte, Brasil

creatinina e o hepético pela albumina e
enzimas Gamaglutamiltransferase (GGT),
Aspartato aminotransferase (AST), Alanina
aminotransferase  (ALT) e Fosfatase
alcalina (FA).

3.4.23 Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI)

Os exames sorolégicos foram utilizados
para a deteccdo de imunoglobulinas G
(IgG) anti-Leishmania sp.. Utilizou-se
antigeno a partir de cepa de referéncia da
OMS, Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2904).

A preparacdo do antigeno foi realizada
segundo Szargiki (2005). A fase liquida do
meio de cultura foi filtrada em gaze esteéril
para retirada de restos de meio e lavada
com solucdo salina. Posteriormente, foram
realizadas trés centrifugagdes em centrifuga
refrigerada a 4°C a 750g seguidas de
ressuspensdes em Solucdo Salina Fosfatada
Tamponada (PBS) pH 7,2. Para inativacéo
dos protozoarios e como forma de
conservagdo, a Ultima ressuspensdo foi
mergulhada em banho-maria a 55°C por
oito minutos. A ressuspensdo foi mantida
refrigerada (4°C) e a sensibilizagdo das

laminas realizada no momento do teste.

Utilizavam-se l&minas de vidro com 18
orificios individuais, confeccionadas por

serigrafia (silk-screen). As laminas eram
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sensibilizadas com 10uL de
suspensao/orificio e secas a temperatura
ambiente. Em todas as l&minas eram

colocados os controles positivo e negativo.

Os soros eram diluidos em microtubos com
solugdo PBS, 0,01M, pH7,2. Foram
realizadas as dilui¢bes 1:40, 1:80, 1:160 e
1:320. Dez microlitros de cada diluicdo
eram distribuidos nos orificios das laminas
sensibilizadas, incubando-as posteriormente

por 35 minutos a 37,5°C, em camara Umida.

Apos esse periodo, as ldminas eram lavadas
trés vezes consecutivas com PBS, 0,01M,
pH 7,2, deixando-as cobertas por cinco
minutos na Gltima lavagem. Era realizada

uma quarta lavagem com agua destilada.

Apds secagem sob ventilagdo adicionava-se
em cada orificio 10uL do conjugado anti-
imunoglobulina G com isotiocianato de
fluoresceina® diluido em solugéo de Azul de
Evans®® (1:5000 em PBS-Tween 80" a
2%), em titulo previamente estabelecido na

diluicdo em bloco.

Eram repetidas as operacOes de incubagéo,
lavagens e secagem descritas acima. As
laminas eram montadas com glicerina

tamponada e laminula, realizando-se a

% Anti-horse IgG-FITC-rabbit (F3762) -
SIGMA-AIdrich

10 Evans Blue - SIGMA-Aldrich

1 Tween 80- Merck
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leitura em microscopio de fluorescéncia®?,
sendo  positivas as amostras  que

apresentassem fluorescéncia (Fig. 2).

3.4.2.4 Ensaio Imunoenzimatico

(ELISA)

Para o teste sorolégico de ELISA (Enzyme-
Linked  Immunosorbent  Assay), as
promastigotas foram submetidas a ruptura
por ultrassom™ em trés ciclos de 50w e
centrifugadas a 1360g por 10 minutos. A
concentracdo protéica foi dosada por meio
do método de Lowry (Lowry et al., 1951), e
ajustada para 10ug por mililitro em PBS e
armazenado em freezer & -20°C em

aliquotas, até o0 momento de uso.

As microplacas de 96 pocos eram
sensibilizadas por incubagdo overnight a
4°C com 100 ulL/orificio de tampéo
carbonato, 0,05M, pH 9,6 contendo 1ug do
antigeno diluido. A solugdo com antigenos
era descartada e as placas lavadas quatro
vezes com uma almotolia contendo solucéo
de lavagem constituida de 0,9% (p/v) de
cloreto de sodio e 0,05% (v/v) de Tween
20", para retirada do excesso de tampéo.

Eram adicionados 150pL/poco da solugdo

12 Microscépio de Fluorescéncia - Olympus
BX41

13 Sonicador Ultrassdnico —- BRANSON 1510,
Branson Ultrasonics Co., EUA

“ Tween 20 — P1379 - SIGMA-Aldrich



Figura 2: Amostras reativa (A) e ndo reativa (B) no teste da RIFI utilizando promastigotas da cepa
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 em investigacdo da soroprevaléncia equina por
infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

de bloqueio, contendo 2% (p/v) de caseina®
em PBS, seguindo-se uma incubagéo de 30
minutos a 37°C. Duas lavagens eram

realizadas para retirada do excesso.

Os soros eram diluidos em tampdo de
incubacdo, constituida por 0,05% (v/v) de
Tween 20 e 0,25% de caseina (p/v), no
titulo de 1:400. Aplicava-se 100uL da
solucdo em cada pogo. A placa era levada a
incubagdo por 45 minutos a 37°C. Nova
série de quatro lavagens era realizada para

retirada do excesso.

Cada orificio recebia 100pL do conjugado
anti-imunoglobulina G de equino ligada a
enzima peroxidase® diluido em PBS-
Tween 20, no titulo 1:10000. As placas
eram novamente incubadas e lavadas. A

revelacdo era realizada com a adicdo de

1> Casein blocking buffer — C7594 - SIGMA-
Aldrich
16 Anti-Horse IgG - Peroxidase / Goat - KPL

100pL/poco  da  solucdo  reveladora

composta por Orto-pheniledamidina
(OPD)Y, &cido citrico e peroxido de
hidrogénio. Procedia-se um descanso em
temperatura ambiente por 15 minutos, no
escuro. Apés esse intervalo a reacdo era
interrompida com adicdo de 25uL de H,SO4

a 4N em cada orificio.

As leituras eram realizadas em leitora de
ELISA™ a 492nm e os resultados expressos
em valores de absorbancia para o célculo do
ponto de corte. A partir desse, calculava-se
0 IR de cada soro testado.

7 Ortophenyledamidina (OPD) - P6787-
SIGMA-AIldrich
'8 Epoch — Biotek
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3.5 EXPERIMENTO 1I: Estudo
comparativo das técnicas RIFI, ELISA e
PCR

Neste estudo foram avaliados 148 animais,
86 machos e 62 fémeas visando a
comparacdo dos métodos diagnostico da
PCR, ELISA e RIFI. Nos testes da PCR
utilizou-se sangue total como amostra
biolégica. Realizou-se a reacdo para o0
género Leishmania e, em seguida, somente
nos animais positivos, realizaram-se 0s
testes especificos para L. braziliensis e L.
infantum. Para os testes de ELISA e RIFI,
utilizaram-se amostras de soro, conforme
descrito nos itens 3.5.2.3.1 e 3.5.2.3.2,

respectivamente.

3.5.1 Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

As aliguotas de sangue total foram
descongeladas e submetidas & extracdo do
DNA, por meio de kit comercial Kit
NucleoSpin Tissue® para extragio de DNA
de tecidos, seguindo-se as orientagbes do

fabricante.

A amplificagdo do material genético foi
realizada com o preparo de uma mistura
com 5L de Mix Green®, 1pL de agua ultra
pura, 2 pL da amostra de DNA e 5uL do
iniciador, que apresenta como alvo a

enzima DNA Polimerase de Leishmania sp.

% Kit NucleoSpin Tissue — Macherey-Nagel
% Green Master Mix (M7122) - Promega
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(Bretagne et al., 2001). Como controle
positivo, foram utilizados 2 pL de solucao
com Ing/uL de DNA da cepa L. (L.
infantum (MHOMY/BR/75/PP/75). Para o
controle negativo, utilizou-se um tubo

contendo todos os regentes mas sem DNA.

A programacéo do termociclador?’ foi de 30
ciclos de 30 segundos a 94°C para
desnaturacdo; 30 ciclos de 30 segundos a
55°C para anelamento; 30 ciclos de 30
segundos a 72°C para extensdo; um ciclo de
dez minutos a 72°C para extensao final.

Apbés a reacdo no termociclador, o0s
produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 5%,
corado pela prata. Utilizou-se um marcador
de peso molecular com 100 pares de base®,
considerando-se respostas positivas as que

apresentaram bandas de 90 pares de base.

Para garantir a qualidade da PCR, evitando
a contaminagdo por amplicons e
consequentes falsos positivos, as etapas de
extracdo do material genético e pipetagem
da mistura para amplificagdo procedidas em
ambientes distintos. Esta Gltima etapa era
ainda realizada em capela com fluxo
laminar pertencente ao laboratério de

amebiase, no qual ndo se trabalha com

2" PTC-100 Pelthier Thermal Cycler - MJ
Research, Minesota, EUA

8 BenchTop 100bp DNA Ladder (G8291) -
Promega, Madison, W1, USA



Leishmania, e a manipulacdo do material

amplificado realizada em uma terceira sala.

Os resultados positivos na reacdo da PCR
para o género Leishmania foram avaliados
em testes especificos para as espécies L.
braziliensis e para a espécie L. infantum.
Para essa finalidade, foram repetidos o0s
processamentos descritos, com modificacdo
dos iniciadores (Fig. 3), na mistura para
amplificacdo e na programacdo do

termociclador.

A amplificacdo do kDNA de minicirculos
de L. braziliensis foi realizada de acordo
com Bruijn e Barker com modificagdes.
Utilizaram-se 1pl de tampéo RB 10x, 0,8 pl
DNTPs, 4,1 ul de agua ultra pura, 2,5 Ul da
Tag DNA Polimerase, 100 pmol dos
primers B1 e B2 (Fig. 3) e 2 ul de DNA. A
programacéo do termociclador® foi de seis
minutos a 96°C para desnaturacao; 30 ciclos
de um minuto a 67,5°C para anelamento; 30

ciclos de um minuto a 72°C para extensao.

A andlise para a espécie L. infantum foi
procedida segundo Piarroux et al. (1993).
Para a mistura da reacdo de amplificagdo
utilizaram-se 10pmol de cada primer, LV1
e LV2 (Fig. 3), 5ul de Go Taq Green
Master Mix*°, 2ul de DNA, diluidos com

agua ultra pura até completar um volume

2% PTC-100 Pelthier Thermal Cycler - MJ
Research, Minesota, EUA

% Kit Go Taq® Green Master Mix - Promega,
Madison, W1, USA

total de 10ul. O passo inicial de
desnaturacdo foi conduzido por cinco
minutos a 95°C, seguido por 33 ciclos de
anelamento (30 segundos a 59°C), extensdo
(30 segundos a 72°C) e desnaturacdo (30
segundos a 94°C) e uma extensao final de

dois minutos por 72°C.

AplGs a reacdo no termociclador, o0s
produtos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 5%,
corado pela prata. Consideraram-se
respostas  positivas  os  fragmentos
amplificados que apresentaram bandas de
750bp para L. braziliensis e 120 bp para L.

infantum.

3.5.2 Comparacdo entre o diagndstico

molecular e as técnicas sorolégicas

Os resultados encontrados na técnica
molecular da PCR foram comparados aos
obtidos nas técnicas soroldgicas da RIFI e
do ELISA, de forma separada e agrupada.
A concordancia foi calculada por meio do

indice Kappa.
3.6 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados no programa
Excel® e analisados pelo programa
estatistico SAS (1997) e pelos testes de
concordancia Kappa (Landis e Koch, 1977).
Considerou-se a significancia de p<0,05 —

95% de probabilidade.
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Espécie Iniciadores

Alvo Referéncia

Leishmania sp.

A-5-TGTCGTTTGCAGACCAGATG-3’

Enzima DNA Bretagne et al.

B - 5’-GCATCGCAGGTGTGAGCAC-3’ Polimerase (2001)
L braziliensis Bl- 5’-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’ Minicirculos do | Bruijn e Barker
' B2 - 5>-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’ kDNA (1992)
. LV-P1-5-ACGAGGTCAGCTCCACTCC-3’ Minicirculos do Piarroux et al.
L. infantum

LV-P2 - 5’- CTGCAACGCCTGTGTCTACG-3’ kKDNA (1993)

Figura 3: Iniciadores e seus respectivos alvos utilizados para a PCR de sangue total de equinos, no

municipio de Belo Horizonte, 2012.

3.6.1 EXPERIMENTO I e Il

No experimento |, os resultados obtidos nas
analises triplicatas de 69 animais foram
submetidos a analise de Concordancia e
avaliadas pelo teste de Kappa (Landis e
Koch, 1977). De maneira semelhante, no
experimento 111, analisou-se a concordancia

entre o diagnostico molecular e soroldgico.
3.6.2 EXPERIMENTO II

Os resultados dos testes diagndsticos
sorolégicos foram utilizados para o0s
calculos do Indice de Concordancia Kappa
e da soroprevaléncia da infeccdo por

Leishmania sp..

As observages clinicas e laboratoriais dos
quatro diferentes grupos, a saber, negativos
ou positivos em ambas as técnicas
sorolégicas e positivo em uma das duas,
foram comparadas de acordo com a

natureza da variavel.
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As variaveis dicotdmicas foram avaliadas
por dispersao de frequéncia e submetidas ao
teste de Qui-quadrado (linfonodos — normal
e reativo; mucosas - hipocoradas,

normocoradas e hipercoradas).

As respostas  quantitativas  foram
submetidas ao teste de normalidade (Tab.3).
Quando a distribuicdo das respostas
apresentou normalidade, foram submetidas
ao PROC GLM (SAS, 1997) e o teste
estatistico Student Newman Keuls (SNK),
aplicado para a comparacéo de trés ou mais
médias. Para a comparacdo entre dois

grupos aplicou-se o teste T de Student.

Visando uma maior homocedasticidade das
respostas, os dados com distribuicdo ndo
paramétrica  foram submetidos a
transformacdo pelo Log (x+1), para 0S
dados continuos e pelo Arco seno 4 X, para
os dados percentuais. Quando, apés a
transformacao, para dados que
apresentaram

distribuicdo normal,



aplicaram-se os testes de SNK ou T de
Student.

Naqueles casos em que as Vvariaveis
permaneceram com distribuicdo  ndo

paramétrica utilizaram-se o0s testes de

Kurskall-Wallis para a comparacdo de trés
ou mais médias e o teste de Wilcoxon para
a comparacao de duas médias. Os testes ndo
paramétricos também foram utilizados para
a avaliacdo do ECC, variavel essa de carater

qualitativo ordinal.

Tabela 3: Valores de probabilidade, no teste de normalidade, brutos e apds transformacdo, para as
variaveis dos experimentos Il e Il e teste estatistico aplicado.

Valores de probabilidade (p)

Teste estatistico

Variavel Teste de normalidade utilizado
Dados brutos Apos transformacao

Escore corporal 0,0001 KW ou Wilcoxon
Temperatura retal 0,4965 SNK ou Teste T
Frequéncia cardiaca 0,0209 0,1132 SNK ou Teste T
Pulso 0,6542 SNK ou Teste T
Frequéncia respiratoria 0,0001 0,0474 SNK ou Teste T
TPC 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Plaquetas 0,462 SNK ou Teste T
Hematocrito 0,0075 0,0027 KW ou Wilcoxon
Hemoglobina 0,4329 SNK ou Teste T
Eritrocitos 0,9758 SNK ou Teste T
VGM 0,3744 SNK ou Teste T
CHCM 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
HCM 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
RDW 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Leucdcitos Totais 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Basdfilo absoluto 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Eosinofilo absoluto 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Neutrofilo absoluto 0,0001 0,8734 SNK ou Teste T
Bastonete absoluto 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Linfdcito absoluto 0,0001 0,8519 SNK ou Teste T
Mondcito absoluto 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Relagdo N:L 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Baséfilo relativo 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Eosinofilo relativo 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Neutréfilo relativo 0,1991 SNK ou Teste T
Bastonete relativo 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Linfdcito relativo 0,0050 0,5217 SNK ou Teste T
Mondcito relativo 0,0001 0,0043 KW ou Wilcoxon
Uréia 0,0001 0,1226 SNK ou Teste T
Creatinina 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
GGT 0,0001 0,0042 KW ou Wilcoxon
AST 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
ALT 0,0001 0,0001 KW ou Wilcoxon
Fosfatase alcalina 0,0001 0,5667 SNK ou Teste T
Albumina 0,6765 SNK ou Teste T
Proteina Total 0,0110 0,1056 SNK ou Teste T
Fibrinogénio 0,0001 0,0010 KW ou Wilcoxon

KW = Kruskall-Wallis; SNK = Student Neumann Keuls
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4, RESULTADOS E
DISCUSSAO

4.1. Experimento |: Padronizagdo da
técnica do Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA)

Devido a auséncia de Kits comerciais para o
diagnostico da leishmaniose equina, a
padronizacdo de um teste torna-se inerente
ao processo. Considerando a variagéo
metodoldgica apresentada pela literatura
referente a utilizacdo do ELISA na pesquisa

de imunoglobulinas anti-Leishmania sp. na

espécie equina, buscou-se a padronizagdo
das diluicBes mais apropriadas, do antigeno,

do soro e do anticorpo secundario.

Os trabalhos com Leishmania do complexo
L. donovani, na Europa (Koehler et al.,
2002; Solano-Galego et al.,, 2003;
Fernandez-Béllon et al., 2006) e no Brasil
(Duarte et al., 2001; Cerqueira et al., 2003),
utilizam  variacbes metodoldgicas no
preparo e concentracdo do antigeno, na
diluicdo do soro dos animais e na titulagéo
do conjugado (Fig. 4).

Antigeno Conjugado
Autor - — Soro
Espécie [ ](ug/mL) Tipo  Diluigéo

Duarte et al. (2001) L. major-like ) ) ) 1:20
Cerqueira et al.
(2003) L. infantum 10 1gG 1:10000 1:100
Cerqueira et al.
(2003) Proteina rk39 0,25 [o]€] 1:10000 1:100
Solano-Galego et al.
(2003) L. infantum 20 PtnA 1:1000 1:50
Fernandez-Bellon et al.
(2006) L. infantum 20 1gG 1:4000 1:200
Fernandez-Bellon et al. L. infantum 20 PNA  lpg/ml  1:100

(2006)

Figura 4: Metodologias utilizadas pela técnica sorolégica do ELISA para pesquisa de imunoglobulinas

1gG anti-Leishmania sp. em equinos.
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Os controles utilizados

apresentavam

positivos
lesdo ativa em um dos
membros posteriores. Um deles apresentou
amastigotas no imprint da lesdo e o outro
no esfregaco do aspirado de medula dssea.

Ambos foram positivos na técnica da PCR

800 bp

750 bp

utilizando como amostra clinica a biopsia
da lesdo e o iniciador para L. braziliensis
(Fig. 5). O segundo animal apresentou
ainda resultado positivo para L. infantum
duas amostras

nas biolégicas.

Figura 5: Controle positivo para padronizacdo da técnica do ELISA. (A) Amastigota (seta) de
Leishmania sp. em esfregaco por aposi¢do, corado pelo Pandtico, de bidpsia de lesdo em
membro posterior de equino; (B) Gel de poliacrilamida a 5%, corado pela prata,
representativo da amplificacdo por PCR especifico para o complexo L. braziliensis. M: Peso
molecular 1 Kb; C*: controle positivo da reacio (DNA extraido de cultura da cepa
MHOM/BR/75/M2904); C: Controle negativo da reacdo (sem DNA); Canaleta 1: material
extraido de bidpsia das lesdes ativas em membro posterior de equino utilizado como controle

positivo.

A primeira bateria de exames apresentou
maiores indices S/N, razdo entre as médias
das absorbancias dos controles positivos e
negativos (Rajasekariah et al., 2001), nas
combinagdes com antigeno a 10 pg/mL,
soro 1:400 e conjugado 1:10000 e 1:20000
e antigeno 20 pg/mL, soro 1:800 e
conjugado 1:10000 (Ver em ANEXO 3).
Foram repetidas as concentracGes destes
antigenos, combinadas com as duas
diluicBes de soro. Nessa bateria de exames,

foram acrescidos mais um potro de 24 horas

e dois de 48 horas de vida como controles
negativos. Os resultados do SN dessa
segunda bateria (Ver em ANEXO 4)
demonstraram maiores SN nas técnicas com
antigeno na concentracdo de 20 pg/mL.
Entretanto, na utilizacdo do conjugado
1:30000, ndo foi possivel diferenciar os
positivos As
diluicBes 1:10000 e 1:20000, a despeito de
SN,
desempenho em diferir os controles quando

animais dos negativos.

maiores

apresentaram 0 mesmo

comparados & utilizacdo de 10 pg/mL de
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antigeno, diluicdo do soro 1:400 e titulo do
conjugado 1:10000. Dessa forma, optou-se
por esta Ultima combinacdo por se utilizar
menos antigeno, visto que, de uma forma
geral, as cepas de L. braziliensis apresentam
certa dificuldade de cultivo e pela vantagem
de utilizar um mesmo lote para todos os

exames.

Para a avaliacdo de repetibilidade da
combinagéo utilizada, foram analisados 69
animais em triplicata. Os resultados foram

avaliados pela intensidade de concordancia,

guando se obteve um indice Kappa de 0,89
(Tab.4), traduzido para uma concordancia

quase perfeita (Landis e Koch, 1977).

A técnica padronizada para o teste
sorolégico do ELISA apresentou excelente
reprodutibilidade podendo ser utilizada em
inquéritos epidemioldgicos na pesquisa da
soroprevaléncia equina para infeccdo por

Leishmania sp..

Tabela 4: Intensidade de concordancia para amostras de soro equino na padronizacdo do teste de ELISA.

Resultado Repeticdo das amostras Teste de Kappa
1 2 3
Positiva 42 42 41 Kappa geral: 0,899
Negativa 27 27 28 Valor p: 0,001
Intervalo de confianca:
Total 69 69 69 Superior: 1,0 - Inferior: 0,763

4.2. Experimento Il — Avaliac&o clinica e
laboratorial de equinos com enfoque na
infecgdo por Leishmania sp.

4.2.1. Populagéo estudada

O municipio de Belo Horizonte
disponibiliza a populacdo as URPVs, que
recebem residuos nao recolhidos pela coleta
convencional de lixo domiciliar. Este
material é caracterizado, principalmente,
por entulhos da construgdo civil, madeira,
podas de arvores e jardins, pneus e méveis
Tal

sem mais utilidade. politica foi
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implementada com o objetivo de dar
destinacdo correta a esse material, evitando
0 aclimulo em

locais errbneos, o que

poderia ocasionar 0 aparecimento de
roedores e insetos transmissores de doencas

(BELO HORIZONTE, 2012).

Para transportar esse lixo até as URPVs,
muitas vezes contratam-se carroceiros,
resultando em uma categoria de prestadores
de servicos em expansdo no municipio. A
UFMG

Escola de Veterindria da



desenvolve, junto a Prefeitura Municipal de
Belo Horizonte um Projeto de Extensédo
denominado: “Corregdo Ambiental e
Reciclagem com Carroceiros de Belo
Horizonte”, no qual 0s carroceiros sdo
providos de assisténcia médico-veterinaria
por menores custos nos servigos prestados
pelo Hospital Veterinario da UFMG e
vacinacdo antirdbica gratuita, além de
periodicamente assistirem a palestras
informativas referentes ao manejo e
sanidade de seus animais. A vacinacdo dos
equinos carroceiros é realizada em visitas
semanais as multiplas URPVs distribuidas
pelas Regionais.

Desde 1983, a Prefeitura é estratificada em
nove unidades administrativas chamadas
Regionais. Cada Regional compreende e é
responsavel pela administragdo de uma
determinada 4rea na cidade (BELO
HORIZONTE, 2012).

Foram utilizadas 20 URPVs, distribuidas
entre as sete regionais (Tab. 5). Apds esse
intervalo, as regionais que nao totalizaram
30 animais foram completadas com
amostras de soros dos anos de 2010 e 2011,
coletadas e armazenadas pelo projeto
“Corregdo Ambiental e Reciclagem com
Carroceiros de Belo Horizonte”. Desta
forma, foram utilizadas 21 amostras de
2010, 167 de 2011 e 22 de 2012.

Dos 210 equinos avaliados, 41,43%
(87/210) eram machos e 58,57% (123/210)
eram fémeas. A distribuicdo, de acordo com
0 sexo e a Regional administrativa de Belo

Horizonte, encontra-se descrita na Tab.6.

4.2.2 Avaliacdo soroldgica pela Reacdo

de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Como controle positivo desta reacdo,
utilizou-se soro de um equino com lesdo
ativa no membro pélvico esquerdo, da qual
foi realizada bidpsia para o teste da PCR,
apresentando resultado positivo para L.
braziliensis além da deteccdo de formas
amastigotas no aspirado de medula éssea.
Os controles negativos foram um potro de
trés semanas, nascido na Clinica de
Equideos da Escola de Veterinaria da
UFMG e um potro jovem, de dois anos e
meio, residente em area nao-endémica para
LTA.

Inicialmente foi seguido o padrdo utilizado
no Laboratdrio de Sorologia de Leishmania
do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
UFMG para humanos e cées. Nestes testes,
as laminas foram sensibilizadas com
suspensdo formolizada de promastigotas
inteiras, secadas a temperatura ambiente e
posteriormente armazenadas congeladas (-
20°C), sendo utilizadas quando da

necessidade diagndstica.
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Tabela 5: Distribuicdo dos animais amostrados de acordo com as URPV’s e Regionais.

Regional URPV Data Frequéncia Porcentagem
Barreiro Flavio de Oliveira 02/09/2011 18 8,6
Tulneo e Linddia 25/11/2011 10 4,8
Taneo e Lindéia 01/06/2012 2 0,9
Norte Aeroporto 26/08/2011 11 5,2
Bacuraus 30/05/2011 11 5,2
Saramenha 07/05/2010 8 3,9
Noroeste Delta 20/04/2012 15 71
Pedro Il 02/12/2011 2 0,9
Pindorama 23/09/2011 13 6,2
Nordeste S3o Gabriel 16/09/2011 17 8,1
Séo Paulo 09/05/2011 7 3,3
S3o Paulo 14/05/2010 6 2,9
Oeste Bardo Homem de Melo 16/03/2012 2 0,9
Nova Cintra 11/11/2011 6 2,9
Silva Lobo 18/05/2012 6 2,9
Tereza Cristina 30/09/2011 16 7,6
Pampulha Castelo 27/06/2011 12 5,7
Garca 04/11/2011 11 5.2
Santa Amélia 22/11/2010 7 3,3
V. Nova Rio Branco 13/06/2011 12 5,7
S&o Jodo Batista 07/10/2011 7 3,3
Vilarinho 11/04/2011 11 5,2

Total 210 100,0

Tabela 6: Distribuicio dos animais por sexo e regionais, em investigagdo da soroprevaléncia equina para
infecgdo por Leishmania sp. Belo Horizonte, 2012.

Fémeas Machos Total
Regional
n % N % n %

Barreiro 16 53,33 14 46,67 30 14,30
Nordeste 13 43,33 17 56,67 30 14,30
Noroeste 11 36,67 19 63,33 30 14,30
Norte 15 50,00 15 50,00 30 14,30
Oeste 12 40,00 18 60,00 30 14,30
Pampulha 9 30,00 21 70,00 30 14,30
V. Nova 11 36,67 19 63,33 30 14,30

Total 87 41,43 123 58,57 210 100,00
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Esta metodologia ndo apresentou resultados
satisfatdrios para a espécie equina, visto
gue a repetibilidade era baixa, com
expressiva variacdo na positividade do
controle positivo. Outras metodologias
foram entdo testadas, optando-se pela
preparacdo do antigeno segundo Szargiki
(2005). Esta metodologia apresentou
reatividade no soro do animal positivo no
titulo 1:80 e negativo nos controles
negativos, além de  repetibilidade
satisfatoria.

Foram considerados positivos na RIFI os
animais que apresentaram reacdo nas
diluicbes iguais ou superiores a 1:40,
conforme 0s experimentos em seres
humanos (Pedras et al. 2003; Marques et
al., 2006; Szargiki et al., 2009; Fantauzzi,
2009) e caninos (Pirmez et al., 1988;
Madeira et al., 2003; Santos et al., 2005;

Jesus et al., 2006; Tavora et al., 2007; Reis
etal., 2011).

Por essa técnica, determinaram-se 137/210
(65,20%) animais positivos e 73/210
(34,80%) negativos, ndo havendo diferenca
(p>0,05) no percentual de sororreagentes

entre 0s sexos (Tab.7).

O maior titulo encontrado foi de 1:160,
presente em 6,00% (8/137) dos animais
positivos. A distribuicdo da frequéncia das
titulagbes dos animais positivos estd
demonstrada na Fig. 6.

Dentre as regionais administrativas, a que
apresentou maior positividade na RIFI foi a
Noroeste (73,33%) (Fig. 7). Nesta
localidade, juntamente com a regional
Barreiro, ndo foram detectados animais com
titulo de 1:160 (Tab. 8).

Tabela 7: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas pela técnica da RIFI, de acordo com o sexo,
em investigacdo da soroprevaléncia equina para infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012,

RIFI Sexo Total
FEM (n, %) MASC (n, %)
Nao reagentes 27 (31,00) 46 (37,00) 34,80% (73/210)
Reagentes 60 (69,00) 77 (63,00) 65,20% (137/210)
Total 87 (100,00) 123 (100,00)

100,00 (210/210)

Teste do Qui-quadrado, p=0,340.
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m1:40
m1:80
11:160

. J
Figura 6: Frequéncia das diluicBes dos soros em amostras reativas na RIFI, em investigacdo da
soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.
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Figura 7: Distribuicdo dos animais reativos e ndo reativos na técnica da RIFI, de acordo com a regional,
em investigacdo da soroprevaléncia equina para infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.
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Tabela 8: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas na RIFI, de acordo com a regional e a diluicéo
do soro, em investigacdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte,

2012.
Regional () Titulacdo das amostras reativas (n, %) Amroezttri?;:éo
1:40 1:80 1:160 Total
Barreiro 15 (50,00) 5 (16,67) 0 20 (66,67) 10 (33,33)
Nordeste 14 (46,67) 5 (16,67) 2 (6,67) 21 (70,00) 9 (30,00)
Noroeste 13 (43,33) 9 (30,00) 0 22 (73,33) 8 (26,67)
Norte 8 (26,67) 9 (30,00) 1(3,33) 18 (60,00) 12 (40,00)
Oeste 13 (43,33) 3 (10,00) 2 (6,67) 18 (60,00) 12 (40,00)
Pampulha 14 (46,67) 5 (16,67) 1(3,33) 20 (66,67) 10 (33,33)
VendaNova 11 (36,67) 5 (16,67) 2 (6,67) 18 (60,00) 12 (40,00)
Total 88 (41,90) 41 (19,52) 8 (3,81) 137 (65,24) 73 (34,76)
n=210; p>0,05 Teste Qui-quadrado
Supondo que 0s animais estivessem caracterizadas por concentracfes mais

infectados com L. (V.) braziliensis , a
espécie mais encontrada no Brasil e outros
paises da América que estudaram
leishmaniose em equinos, os baixos titulos
encontrados estédo de acordo com os relatos
da literatura, em seres humanos e caninos,
nos quais as respostas humorais nas
leishmanioses tegumentares, principalmente
na forma cutdnea localizada ndo sdo tdo
expressivas quanto na LV (Passos et al.,
2001; Dantas-Torres, 2007; Arraes et al.,
2008; Brasil, 2010; Silva et al., 2011). Na
literatura referente aos equinos, Barbosa-
Santos et al. (1994) relataram titulo de
1:320. Entretanto, a paciente em questdo
apresentava mdaltiplas lesdes incluindo
Glcera nasal mucocutanea. Os estudos em
seres humanos ja esclareceram serem as
mucocutdneas e

formas mucosas

elevadas de anticorpos e resposta imune
incapaz de debelar a infeccdo (Convit et al.,
1993; Pedras et al., 2003; Marques et al.,
2006; Reithinger et al., 2007; Fantauzzi,
2009; Brasil, 2010).

Em levantamento realizado na Regido de
Bauru, estado de S&o Paulo, foi relatado
40,00% dos equinos positivos na técnica
soroldgica da RIFI, sendo sugerido pelos
autores exposicao e
(Villalobos et al.,

infeccdo por L.
2010).

Entretanto, além da metodologia descrita

infantum

ndo sinalizar qual cepa foi utilizada no
estudo, a regido estudada é sabidamente
positiva para LTA. Dessa forma, o0s
anticorpos detectados no estudo podem ser
referentes a espécies desencadeadoras de

leishmanioses cutaneas.
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Apesar de ndo ter sido detectada diferenca
entre as regionais (p>0,05), ressalta-se um
percentual superior a 60,00% em todas as
regionais estudadas, de animais
sororreagentes no teste da RIFI. Questiona-
se o valor diagnostico da RIFI, realizado de
forma isolada, para a LTA. Este teste
deveria estar associado a outras técnicas
parasitoldgicas, como auxilio no
diagnostico diferencial (Brasil, 2010). Em
situacbes em que a bidpsia e a
histopatologia apresentam-se inviaveis, a
RIFI poderia ser utilizada como teste de
triagem (Barroso-Freitas et al., 2009), por
sua facil exequibilidade e baixo custo.
Além disso, ha que se ponderar 0s possiveis
falso-positivos, oriundos de reagOes
cruzadas, ainda ndo determinadas no
equino, porém de conhecimento amplo no
ser humano e caninos (Brito et al., 2000;
Gontijo e Carvalho, 2003).

4.2.3 Avaliacao soroldgica pela técnica
do ELISA

As amostras foram analisadas em triplicata,

calculada a média e a razdo entre esta e 0

cut-off, sendo considerados positivos no
ELISA os animais com IR igual ou superior
a um. As Fig. 8 e 9 demonstram a
distribuicdo das absorbancias e dos indices
de reatividade entre as amostras reativas e
ndo reativas, divididas pelas placas de
execucdo. As médias dos indices de

reatividade estdo demonstradas na Tab. 9.

Detectaram-se 87/210 (41,43%) animais
positivos e 123 (58,57%) negativos
(Tab.10). A regional gque apresentou maior
reatividade foi a Pampulha, com 60%
(18/30) quando comparada com as
regionais Barreiro (33,33% - 10/30) e
Noroeste (16,67% - 3/30) (p<0,05). As
regionais Norte e Venda Nova, ambas com
53,33%  (16/30)  animais
diferiram (p<0,05) apenas da regional
Noroeste (16,67% - 5/30). As regionais
Nordeste (36,67% - 11/30), Oeste (36,67%

- 11/30), Barreiro e Noroeste foram

positivos,

semelhantes (p>0,05) entre si (Fig. 10). Da
mesma forma que a RIFI, o ELISA nédo
(p>0,05) na

distribuicdo das amostras reativas entre 0s

apresentou  diferenga

sexos (Fig. 11).

Tabela 9: Comparacdo dos valores médios do indice de reatividade do ELISA, em investigacdo da
soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Indice de Reatividade

NUmero de amostras

(X + EP) (%, n)
Todas as amostras 1,021 + 0,726 100,00 (210)
Reativas (IR > 1,000) 1,677 + 0,686 41,43 (87/210)
Nao reativas (IR < 1,000) 0,557 + 0,219 58,57 (123/210)

X: Média; EP: Erro padrdo
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Figura 8: Distribui¢do das absorbancias entre as amostras reativas e ndo reativas no ELISA,
separadas por placas de realizacdo (1 a 12), em investigacdo da soroprevaléncia equina para
infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.
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Figura 9: Distribuicio dos Indices de Reatividade (IR) entre as amostras reativas e n&o
reativas no ELISA, separadas por placas de realizacdo (1 a 12), em investigacdo da
soroprevaléncia equina para infec¢do por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.



Tabela 10: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas no ELISA, em investigacdo da
soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

ELISA Frequéncia Porcentagem
Positivo 87 41,43
Negativo 123 58,57
Total 210 100,00
35
30

Pampulha V. Nova Norte Nordeste
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Figura 10: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas no ELISA, de acordo com a
regional, em investigacdo da soroprevaléncia equina para infec¢do por Leishmania sp.,. Belo
Horizonte, 2012. (Regionais seguidas por letras diferentes, diferem, p<0,05 — Qui-quadrado).
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Figura 11: Distribuic8o das amostras reativas e ndo reativas no ELISA, de acordo

com 0 sexo, em investigagdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por
Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012. (Teste do Qui-quadrado, p=0,578).



Os resultados de positividade obtidos
diferem dos encontrados por inquérito
epidemiologico realizado em cavalos
saudaveis em regido endémica para L.
infantum da Espanha, na qual foi relatado
surto de sintomatologia cutanea ocasionado
por esta espécie em equinos. Fernandez-
Bellébn et al. (2006) ndo detectaram
diferenca nas absorbancias de cavalos
oriundos de area endémica (n=111) ou nao
endémica (n=33) por meio do ELISA com
anti-lgG conjugada a peroxidase. Quando
da alteracdo metodoldgica para Proteina A
conjugada a peroxidase, a positividade foi
de 14,3%, indice ainda inferior ao
determinado no municipio de Belo

Horizonte.

No Brasil, no municipio do Rio de Janeiro,
regido endémica para LT e LV, Duarte et al.
(2001) relatam 11,6% de equinos positivos
no ELISA sendo este resultado limitado a
infeccdo por Leishmania sp. visto que os
autores ndo identificaram a espécie
infectante tampouco avaliaram 0s animais
clinicamente. O percentual abaixo do
encontrado neste estudo pode ser devido a
menor circulagdo do parasito nos equinos
daquele municipio ou a utilizacdo da
espécie L. major-like como antigeno.
Barroso-Freitas et al. (2009), comparando
0s resultados de casos em seres humanos

acometidos pela LTA, determinaram

sensibilidade de 95,7% pelo antigeno
homologo (L. braziliensis) e 78,7% quando
na utilizacdo de antigeno heterélogo (L.

major-like).

Contrapondo a resposta humoral no ELISA
de 14,3%, Ferndndez-Bellén et al. (2006)
obtiveram 36,40% (20/55) de positividade
no ensaio de linfoproliferacdo. Da mesma
forma, Solano-Gallego et al. (2003) relatam
perfil imunolégico similar, com baixas
concentracdes de anticorpos (IR= 1,05) e
elevada resposta imune celular, em equino
com lesdo ativa e parasitologicamente
confirmado por L. infantum. Ambos o0s
trabalhos sugerem ser baixa a resposta
humoral em equinos contra Leishmania sp.,
apresentando resposta imune celular eficaz,
com possivel infeccéo sem
desenvolvimento de doengca ou com sinais

brandos.

Os animais reativos no presente estudo
apresentaram IR médio trés vezes superior
aos animais ndo reativos (Tab.9),
demonstrando boa capacidade de distin¢éo
entre positivos e negativos. Desta forma, a
maior deteccdo de imunoglobulinas anti-
Leishmania sp. encontrada no municipio de
Belo Horizonte, em relacdo aos demais
estudos brasileiros e europeus,
provavelmente deve-se a maior circulagdo

do parasito na area estudada.
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424 Comparacdo entre as técnicas

soroldgicas

Entre as técnicas soroldgicas, a positividade
maior (p<0,05) na RIFI (65,20%)
guando comparada ao ELISA (41,43%)
(Tab. 11).

foi

Dentro de cada regional comparou-se a
reatividade para os testes de RIFI e ELISA.

A regional Barreiro apresentou 66,67%

(20/30) contra 33,33% (10/30) de animais
para RIFI e ELISA,
(p=0,055). da

maior distancia entre os percentuais ter sido

sororreativos

respectivamente Apesar
observada na regional Noroeste (70,00% -
21/30 RIFI positivo x 36,67% - 11/30
ELISA positivo),

diferenca (p>0,05) entre a reatividade para

nao foi detectada

as técnicas utilizadas (Fig. 12).

Tabela 11: Distribuicdo de amostras reativas, de acordo com a técnica soroldgica, em investigacdo da
soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Técnica soroldgica

Amostras reativas

N %
RIFI 137 65,274
ELISA 87 41,438

n= 210, Teste Qui-quadrado, p=0,033
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Norte
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33|
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Figura 12: Reatividade das amostras, de acordo com a regional e a técnica soroldgica, em
investigacdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte,

2012. (Teste do Qui-quadrado, p>0,05).
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Apesar de terem sido utilizados 30 animais
em cada regional, o teste de Qui-quadrado
poderia ndo ser 0 mais indicado neste caso,
ja que em 50% das células ocorreu um n
inferior a 5 (apenas cinco animais ELISA
positivo), deixando visivel a sobreposicdo
do intervalo de confianca. Assim, avaliou-

se a concordancia entre as técnicas

soroldgicas, representada como fraca pelo
indice Kappa de 0,131 (Tab.12).

Ao se considerar positivas as amostras
reativas em pelo menos uma das duas
técnicas, a soroprevaléncia foi de 76,20%
(160/210), ndo havendo diferenca (p>0,05)
na positividade entre sexos (Tab.13) ou

Regionais (Fig.13).

Tabela 12: Concordancia entre as técnicas soroldgicas da RIFI e do ELISA, em investigacdo da
soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Kappa (1C=95%)

0,131 (0-0,19)
Fraca

RIFI
ELISA
Positivo Negativo Total
Positivo 64 (30,48%) 23 (11%) 87 (41,43%)
Negativo 73 (34,76%) 50 (23,8%) 123 (58,57%)
Total 137 (65,2) 73 (34,8) 210 (100)

Tabela 13: Distribuicdo da frequéncia entre animais sororreagentes e ndao sororreagentes, independente da
técnica soroldgica e de acordo com o sexo, em investigacdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por

Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Sexo N&o reagentes

Reagentes

Fémeas 22,99 (20/87)

77,01 (67/87)

Machos 24,39 (30/123) 75,61 (93/123)

Total 23,81 (50/210) 76,19 (160/210)

Teste Qui-quadrado, p=0,814.

Os resultados foram desmembrados, ELISA e ndo reativas na RIFI

agrupando as amostras em quatro grupos
distintos, a saber: positivas em ambas as
técnicas soroldgicas, positivas somente em
uma das técnicas e ndo reativas. Dessa
forma, obteve-se 30,48% (64/210) de
positividade nas duas
simultaneamente e 23,80% (50/210) de

amostras ndo reativas. Amostras reativas no

técnicas

representaram 11% (23/210), enquanto o
inverso apresentou um indice superior em
mais de trés vezes, 34,76% (73/210)
(Fig.14).

Nesse reagrupamento, continuou sem haver
diferenca (p>0,05) na distribuicdo das
amostras em relacdo ao sexo (Fig.15) ou as

regionais administrativas (Tab.14).
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Figura 13: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas, independente da técnica
soroldgica e de acordo com a Regional administrativa, em investigacdo da soroprevaléncia
equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012. (Teste Qui-quadrado,
p=0,915).
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Figura 14: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas, de acordo com a técnica
sorologica, em investigagcdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp..
Belo Horizonte, 2012.
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Figura 15: Distribui¢do das amostras reativas e ndo reativas, de acordo com sexo e técnica
soroldgica, em investigacdo da soroprevaléncia equina para infecgdo de Leishmania sp..

Belo Horizonte, 2012. (Teste do Qui-quadrado, p=0,463).

Tabela 14: Distribuicio das amostras reativas e ndo reativas, de acordo com as regionais e 0s grupos, em
investigacao da soroprevaléncia equina para infec¢do por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Amostras reativas

Regional Nao reativa

(%, n) RIFI ELISA ELISA + RIFI
Barreiro 30,00 (9/30) 36,67 (11/30) 3,33 (1/30) 30,00 (9/30)
Nordeste 23,33 (7/30) 40,00 (12/30) 6,67 (2/30) 30,00 (9/30)
Noroeste 20,00 (6/30) 63,33 (19/30) 6,67 (2/30) 10,00 (3/30)
Norte 20,00 (6/30) 26,67 (8/30) 20,00 (6/30) 33,33 (10/30)
Oeste 26,67 (8/30) 36,67 (11/30) 13,33 (4/30) 23,33 (7/30)
Pampulha 20,00 (6/30) 23,33 (7/30) 13,33 (4/30) 43,33 (13/30)
Venda Nova 26,67 (8/30) 20,00 (6/30) 13,33 (4/30) 40,00 (12/30)
Total 23,81 (50/210) 35,24 (74/210) 10,95 (23/210) 30,00 (63/210)

Teste do Qui-quadrado, p=0,091.

73



A ndo associacdo entre infeccdo e sexo,
independente da técnica utilizada, esta de
acordo com 0s estudos em seres humanos
(Moreno, 2002; Barroso-Freitas et al.,
2009; Fantauzzi, 2009), supondo que 0s
animais se achavam infectados com L.
braziliensis. Ao relatarem o ciclo urbano e
doméstico, observa-se a caracteristica
histérica da LTA em  acometer
majoritariamente  individuos do sexo
masculino, estando mais relacionada com a

exposicdo do que com a susceptibilidade.

Do mesmo modo, a semelhanga (p>0,05)
entre as Regionais administrativas, indica o
mesmo padrdo de fatores de risco para a
infecgdo, como a presenca de roedores, 0
acumulo de lixo, o esgoto a céu aberto
préximo as casas, a densidade populacional,
0 tipo de construcdo das casas e a presenca
de animais atrativos aos flebotomineos
(Moreno, 2002; Marcelino et al., 2011).

Quanto & comparagdo das técnicas
sorolégicas, estudos avaliando RIFI e
ELISA vém sendo amplamente realizados.
Apontam, em sua maioria, para elevadas
sensibilidade, especificidade, além de
expressiva concordancia entre as técnicas
(Pedras et al., 2003; Ferreira et al., 2007;
Szargiki et al., 2009; Barroso-Freitas et al.,
2009; Arjona-Jiménez et al., 2012).

Entretanto, isso parece se aplicar a estudos

com escolha muito rigorosa dos individuos
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utilizados. A comparacdo entre pacientes
sintomaticos efou  parasitologicamente
positivos e controles negativos, oriundos de
areas ndo endémicas, canis experimentais,
livres de patdgeno especificos ou
previamente negativos em outros testes
soroldgicos e parasitologicos predispbe a

obtencdo de melhores indices de acurécia.

Na avaliacdo da confiabilidade e acuracia
de métodos diagnosticos faz-se necessaria a
abordagem de alguns percalgos, sendo o
verdadeiro desafio do teste soroldgico
representado nos trabalhos de campo, nos
quais o histérico de infeccdo e exposicdo

ndo esta objetivamente documentado.

Ferreira et al. (2007) relataram queda na
concordancia entre testes soroldgicos
quando se abordam grupos distintos. Nos
pacientes sintomaticos para LVC, o indice
Kappa entre RIFI e ELISA foi de 0,72
(boa), enquanto nos oligosintomaticos e
assintomaticos foi de 0,57 (regular) e 0,18
(fraca)  respectivamente.  Quanto  a
especificidade dos testes, o indice diminuiu
(p<0,05) na RIFI e no ELISA, de 100%
para 45% e 60%, respectivamente, quando
comparados um grupo composto somente
por pacientes sintomaticos para LVC e
outro grupo misto, com pacientes infectados

por outros patégenos.

Em regido endémica pra LTA, Reithinger et

al. (2003) determinaram positividade de



76,90% no ELISA entre cdes sintomaticos
enguanto nos assintomaticos o valor
encontrado foi de 23,60%. Em seres
humanos, a avaliacdo sorologica de
pacientes confirmados
positividade de 84,20% no ELISA e

80,40% na RIFI, enquanto no grupo dos

apresentou

pacientes suspeitos esses indices foram de
68,00% e 66,50% (Marques et al., 2006).

Um dos motivos da fraca concordancia aqui
apresentada deve-se a caracteristica do
estudo e a populagdo avaliada, na qual
provavelmente coexistem animais em
distintos momentos de infeccdo e/ou
doenca.

As caracteristicas intrinsecas dos testes
também podem ter contribuido para a
discordéncia entre os mesmos. Especula-se
o fato do ELISA ter sido padronizado de
forma a torna-lo muito especifico.
Considerando-se que os controles negativos
utilizados para a padronizacdo da técnica
eram potros de fémeas residentes na area
endémica do estudo, a chance das mesmas
apresentarem anticorpos anti-Leishmania é
expressiva. Dessa forma, apesar de
apresentarem somente 24 e 48 horas de
vida, o colostro ja havia sido mamado pelos
potros, havendo dessa forma a transferéncia
de imunidade passiva. Corroborando essa
hip6tese, Barbosa-Santos et al. (1994)

relatam que o potro nascido de égua

positiva, apresentou titulos na RIFI de 1:40
e 1:80 logo apds o nascimento e um més

depois, respectivamente.

Jia a técnica da RIFI apresenta a
caracteristica de subjetividade que, aliada a
pouca experiéncia do avaliador pode
resultar em maiores reacdes inespecificas
(Szargiki et al., 2009). Além disso, 0 ponto
de corte escolhido em 1:40 foi baseado na
maioria dos estudos em seres humanos e,
principalmente na recomendagdo do MS
para o diagnostico da LVC. Entretanto, ha
alguns autores que utilizam o titulo de 1:80
em pacientes humanos (Passos et al., 2000).
Dentre 0s casos caninos ha extensa
discussdo na literatura acerca da utilizagéo
deste titulo para o diagndstico em areas
endémicas. Assim, caso o titulo escolhido
nesse trabalho para diagndstico positivo na
RIFI fosse alterado para 1:80, o indice do
kappa entre RIFI e ELISA apresentaria uma
concordéncia moderada. Como  este
trabalho representa um dos poucos
trabalhos em equinos que utilizam esta
técnica no diagnostico da leishmaniose
equina, a decisdo do ponto de corte mais
confiadvel para um inquérito soroldgico

representa uma tarefa complexa.

Outra hip6tese para a discrepancia entre a
positividade dos testes soroldgicos esta
relacionada ao momento de infeccdo. Nao

se discute que a principal linha de defesa
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contra leishmanioses cutaneas é a resposta
imune celular. Entretanto, ainda ha
discrepancias quanto ao momento de inicio
e, principalmente guanto & manutencdo da

resposta imune humoral.

Na LV, dentro da populagdo canina, pode
ocorrer grande variabilidade quanto a
resposta imune frente a infeccdo por L.
infantum. H& cdes com elevada
concentracdo de anticorpos, facilmente
detectados pelas metodologias disponiveis.
Por outro lado, h& animais com sinais
tipicos da doenca, porém com sorologia
duvidosa ou negativa devido a
imunossupressdo  (Fisa et al., 2001).
Existem cdes sem manifestacGes clinicas da
LV com concentragbes variaveis de
anticorpos e manifestagdo da doenca apos
longo periodo. Ha, também, aqueles
animais infectados e resistentes,
caracterizados por apresentarem altas
concentragdes séricas de interferon-gama e
auséncia de sinais clinicos por toda a vida
(Alvar et al., 2004). Este panorama
complexo certamente gera importantes
variagbes nas medidas de acuricia e

concordéncia dos testes soroldgicos.

Alguns autores relatam a ocorréncia da
defesa humoral somente durante a fase ativa
da doenca, com o aparecimento de baixos
titulos de imunoglobulinas, desaparecendo

alguns meses ap6s o final do tratamento,
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representando uma resposta temporéria em
seres humanos (Romero et al., 2005; Zeyrek
et al., 2007).

No trabalho de Pedras et al. (2003), essa
queda sO foi perceptivel pela técnica do
ELISA, para imunoglobulinas IgG totais e
do subtipo 1gG3, ndo sendo detectada no
teste da RIFI que se manteve positivo apds

cura das lesodes.

Guevara et al. (1994), trabalhando com
seres humanos naturalmente infectados e
sob tratamento, ndo detectaram queda de
titulos apo6s cicatrizagdo completa das
lesbes. Em infecgdo experimental canina,
Pirmez et al. (1988) acompanharam o0s
animais até 20 meses ap0s a inoculagdo e
demostraram a dindmica das
imunoglobulinas que variaram durante as
coletas mensais sem no  entanto

negativarem.

No caso equino relatado por Barbosa-
Santos et al. (1994), no qual foi utilizada a
RIFI como uma das técnicas diagnosticas, o
titulo decaiu de 1:320 na fase aguda e
sintomatica da enfermidade, para 1:80, 11
meses apos tratamento e cicatrizacdo total

das lesoes.

Por se tratar de zona endémica para LTA, o
provavel contato da maioria dos equinos do
municipio de Belo Horizonte com o

parasito, pode ter resultado em manutencéo



de titulos na RIFI sem, no entanto,
sustentacdo de reatividade detectavel no

ELISA padronizado nesse estudo.

A diferenca (p<0,05) encontrada entre as
regionais no teste do ELISA (Fig.10) e o
nivel de significancia muito préximo a 0,05
(Fig.12) também apontam pra a tendéncia
de deteccdo de anticorpos de infeccdo
recente no ELISA e de infecgdo anterior na
RIFI. Essa hip6tese € sustentada pelo
possivel momento de introdugdo da doenca
na populagdo. As Regionais que
apresentaram maior positividade na RIFI e
menor no ELISA s&o localidades de menor
poder aquisitivo, com indices
socioecondmicos mais baixos e com
provavel introducdo da doenca em
momento anterior as demais localidades. As
Regionais Pampulha e Venda Nova sédo
localidades com melhores indices sécio
econdmicos. Entretanto, recentemente veem
passando por alteragbes com maiores
indices de densidade populacional, trafego
de pessoas, acimulo de lixo e moradias na
periferia  com menores servicos de
saneamento basico. Dessa forma, sugere-se
que a introdugdo das leishmanioses nessas
regionais possa ser mais recente, resultando

na deteccdo de maiores indices no ELISA.

Corroborando esta hipdtese, no Estado do
Parana, Castro et al. (2007) detectaram
positividade no teste do ELISA em 20,50%

e 18,40% na populacdo canina das Regides
Central e Noroeste, localidades estas que
apresentam relatos de LTA humana desde o
ano de 2002 e 1990, respectivamente. Ja na
Regido do Vale do Ribeira, onde a doenga é
prevalente desde a década de 1920, a
positividade em cdes foi inferior as demais,
com 6,30% de animais positivos. No citado
trabalho ndo foi realizada a RIFI, nado
havendo dados para comparagdo entre as

técnicas.

A sensibilidade de um teste representa a
probabilidade de um resultado ser positivo
quando a doenga esta realmente presente. A
especificidade indica esta propor¢do em
relacdo aos testes negativos, indicando o
percentual de individuos sem a doenca que
apresentam teste negativo. O valor preditivo
positivo (VPP) expressa a probabilidade de
um resultado positivo representar realmente
a presenca da doenca, enquanto o valor
preditivo negativo (VPN) representa a
probabilidade da doenca nédo estar presente
guando um teste apresenta resultado

negativo (Barroso-Freitas et al., 2009).

Os indices de sensibilidade e especificidade
apresentam maior relevancia quando se
trata do diagndstico em pacientes suspeitos
e na busca de um diagnéstico definitivo,
enquanto nos ensaios epidemioldgicos os
indices de VPP e VPN sdo mais

informativos.
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Utilizando a mesma metodologia do
presente trabalho, com cepa de L. (V.)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) como
antigeno, Barroso-Freitas et al. (2009)
obtiveram para a RIFI, 73,4% de valor
preditivo positivo e 94,7% de valor
preditivo negativo. Tais indices no ELISA
foram de 100% e 97,5%.

Extrapolando os valores encontrados por
Barroso-Freitas et al. (2009) para o presente
estudo, determina-se que 100% dos animais
positivos no ELISA sdo verdadeiramente
positivos (87) e 73,4% dos animais
positivos na RIFI (100). Assim, estima-se
uma soroprevaléncia para infec¢do por L.
braziliensis de 41,43% (87/210) pelo
método do ELISA e de 47,62% (100/210)
pelo o método da RIFI no municipio de

Belo Horizonte.
4.2.5 Avaliagdo clinica

Nos dias em que foram realizadas as
coletas, realizaram-se exame clinico no
maior ndmero possivel de animais. A

realizacdo em todos foi impossibilitada, ora

pela alta demanda de vacinag6es, ora pela
falta de estrutura adequada para contencdo

do animal, nas URPV’s.
4.2.5.1 Inspecao

Setenta e nove (79) animais foram
submetidos ao exame clinico. A inspecio
observou-se 81,01% (n=64) dos animais
com comportamento alerta, 16,50% (n=13)
apaticos e 2,50% (n=2) agressivos.
Analisando-os de acordo com 0s grupos
ndo reativos e reativos nas técnicas
soroldgicas, ndo foi determinada diferenca
(p>0,05) na distribuicdo de frequéncia para
0 comportamento (Tab.15). Independente
do resultado apresentado pela sorologia,
81,01% (64/79) dos animais estavam alertas
e apenas 16,46% (13/79) apaticos.

Quanto ao ECC, 52 (65,82%) animais
apresentavam indice igual ou superior a trés
e 27 (34,18%) estavam na faixa considerada
abaixo do ideal com indice menor que trés.
N&o houve diferenga na distribuigdo entre
0s grupos dos resultados soroldgicos
(Tab.16).

Tabelal5. Comparacdo do comportamento entre os animais ndo reativos e reativos, de acordo com a
técnica soroldgica, em investigagdo da soroprevaléncia equina para infec¢do por Leishmania sp.. Belo

Horizonte, 2012.

Amostras Néo reativo RIFI ELISA RIFI +ELISA
Comportamento (n,%) (n,%) (n,%) (n.%0)
Alerta 10 (66,67) 28 (84,85) 8 (88,90) 18 (81,80)
Apético 3 (20,00) 5 (15,15) 1(11,10) 4 (18,20)
Agressivo 2 (13,33) 0 0 0
Total 15 (100) 33 (100) 9 (100) 22 (100)

Teste do Qui-quadrado, p=0,153.
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Tabela 16: Comparacdo do escore de condicdo corporal (ECC) entre os animais ndo reativos e
reativos, de acordo com a técnica soroldgica, em investigagdo da soroprevaléncia equina para infecgdo
por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

mostras N0 reativo RIFI ELISA RIFI + ELISA
ECC
<3 4127 (14,81%) 10/27 (37,04%) 5/27 (18,52%) 8/27 (29,63%)
>3 11/52 (21,15%) 24/52 (46,15%) 4152 (7,70%) 13/52 (25,00%)

Teste do Qui-quadrado, p>0,05

Trinta e quatro animais (43,03%) cernelha (5,88%) (Fig.16; Fig.17). A
apresentaram lesdo ou alteracdo distribuicdo é similar aquela encontrada no
dermatoldgica como ndédulo ou alopecia. ser humano com LT e préxima das descritas
Analisando-os  dentro  dos  grupos pelos pesquisadores europeus em equinos
sorologicos, ndo houve diferenca (p>0,05) com LV. A maior ocorréncia de leses, seja
na resposta humoral entre animais com ou por L. braziliensis ou L. infantum, ocorre
sem lesdo, com as técnicas agrupadas ou nos membros inferiores e superiores,
separadamente (Tab.17 e18). cabeca, tronco, abdome e genitalia (Aguilar

et al., 1984; Nogueira e Sampaio, 2001;
Passos et al., 2001; Marques et al., 2006;
Brasil, 2010).

Quanto a localizagdo, os membros foram
mais acometidos com 38,24% (13/34),
seguidos de distribuicdo difusa (20,59%),
cabeca (17,65%), dorso (17,65%) e

Tabelal7: Comparacdo dos animais com ou sem lesdo, de acordo com a reatividade, independente da

técnica soroldgica, em investigagdo da soroprevaléncia equina para infecgdo por Leishmania sp.. Belo

Horizonte, 2012.
Lesdo

Ausente Presente Total
Amostras
Néo reativas 9 (60,00) 6 (40,00) 15 (100,00)
Reativas 36 (56,25) 28 (43,75) 64 (100,00)

Teste do Qui-quadrado, p=0,792

Tabela 18: Comparacdo dos animais com ou sem lesdo, de acordo com a reatividade e técnica sorolégica,
em investigacao da soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp. Belo Horizonte, 2012,

Técnica sorolégica Lesao Total
Ausente Presente

N&o-reativas 9 (60,00) 6 (40,00) 15 (100,00)

RIFI 18 (54,55) 15 (45,45) 33 (100,00)

ELISA 6 (66,67) 3(33,33) 9 (100,00)

RIFI + ELISA 12 (54,55) 10 (45,45) 22 (100,00)

Total 45 34 79

Teste Qui-quadrado, p=0,912
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Miller et al. (2009), estudando cavalos da
Alemanha e Suica, detectaram 66,67% (6/9)
de nodulos causados por L. infantum
localizados na cabega. A regido genital,
tanto em fémeas quanto em machos,
apresenta-se como um dos locais de
predilecdo entre os casos relatados de
equinos (Vexenat et al., 1986; Yoshida et
al., 1988; Barbosa-Santos et al., 1994;
Solano-Gallego et al., 2003).

Dentre o0s asininos (Equus asinus),
Bonfante-Garrido et al. (1981)
determinaram 76,5% (13/17) de lesbes na
bolsa escrotal, sendo descrito também casos
no pénis, cauda e orelha (Aguilar et al.,

1984). Morales et al. (2010) descrevem
lesGes tipicas de LTA, comprovadas por
imuno-histoquimica, no prepulcio, nos
membros e nas regides cervical, axilar e

glutea.

A ndo deteccdo de lesdes na regido genital
pode estar relacionada a falta de
diagndstico, pois na realizacdo do exame
fisico, as circunstancias poucas vezes
permitiram a analise da genitalia em fémeas
e a tornava impraticavel nos machos. A
propensédo para 0 maior relato nessa regido
pode estar relacionada a maior facilidade de
repasto sanguineo dos flebotomineos

vetores em regides glabras.

<

Figura 16: Lesdo sugestiva de leishmaniose. Equino examinado na URPV Delta, na

Regional Noroeste, apresentando lesdo no chanfro, com formato arredondado,
crostosa e com bordas elevadas. Belo Horizonte, 2012.
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Figura 17: Distribuicdo da localizacdo das lesdes encontradas em 34 equinos de tracdo
no municipio de Belo Horizonte, em investigacdo da soroprevaléncia equina para
infecco por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Quando se analisou os animais com lesdo, RIFI de 1:40 (6/9), 1:80 (3/9) e 1:160 (1/9).
seis (17,65%) foram negativos em ambas as Quinze (44,12%) foram positivos somente
técnicas soroldgicas e 28 (82,35%) foram na RIFI e trés (8,82%) somente no ELISA
positivos. Dez (29,41%) foram positivos em (Fig.18).

ambas as técnicas apresentando titulos na

NEG
ELISA

3(8,82)

6 (17,65)

Figura 18: DistribuicAo das amostras reativas e ndo reativas, dos animais
qgue apresentavam lesdo ao exame clinico, em investigacdo da
soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp. de acordo com a
técnica soroldgica. Belo Horizonte, 2012 (n=34).
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Deve-se considerar a L. braziliensis como
um possivel agente etioldégico de lesBes
cutdneas em equinos, pois 82,35% dos
animais suspeitos apresentaram
positividade em pelo menos uma técnica
sorolégica e 29,41% em  ambas.
Considerando o fato dos casos descritos no
pais serem, até o momento, exclusivos por
esta espécie, sugere-se a inclusdo de tal
afeccdo como diagnostico diferencial na
rotina da Clinica Médica Equina de areas

endémicas para LTA.

Apesar da alta reatividade nos animais com
leséo, na andlise dos  animais
sorologicamente positivos, 43,75% (28/64)
apresentaram  alteracdo  dermatoldgica,
embora estivesse ausente em 56,25%
(36/64). Salienta-se, ainda, proporcdo de
animais sorologicamente positivos em
ambas as técnicas mas sem alteracdo
(54,55%),

corroborando com a hipétese dos equinos

dermatoldgica aparente
do municipio de Belo Horizonte estarem em
contato com os agentes L. braziliensis e L.
infantum, apresentando a infeccdo, tanto
nas formas clinicas guanto
oligossintomatica, assintomatica e/ou auto
limitante, podendo  representar  um
mantenedor do ciclo de ambos os parasitos

na natureza.
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4.2.5.2 Indices paramétricos

A média da frequéncia cardiaca e a
temperatura retal apresentaram diferenca
(p<0,05), quando se comparou 0s animais
reativos e ndo reativos a Leishmania sp.
(Tab.19). Ao desmembrar 0s grupos
soroldgicos, 0s animais sororreagentes
continuaram semelhantes, entretanto o
grupo ELISA positivo apresentou maior
frequéncia cardiaca quando comparado aos
soronegativos (Tab. 20).

Considerando-se 0s indices paramétricos
como abalizadores da condicdo clinica e
metabdlica do animal, observa-se um
aumento em relacdo aos valores basais,
tanto no grupo reativo quanto no n&o
reativo, da FC, pulso e FR. Apesar dos
animais reativos terem apresentado uma
maior FC, este fato ndo pode ser atribuido
somente a leishmaniose causada por
Leishmania sp.. Ha que se considerar o
momento do exame clinico, realizado nas
URPV’s, muitas vezes durante o trabalho
destes animais. O tempo decorrido entre a
espera para a realizacdo do exame e
atividades decorrentes do cadastro e
marcacdo dos animais, pode ndo ter sido
suficiente para o retorno destes indices aos
valores basais. Sabidamente o exercicio é
um dos fatores com interferéncia fisiologica

nestes indices.



Tabela 19: Comparacdo dos indices paramétricos entre grupos de animais reativos e ndo reativos,
independente da técnica soroldgica, em investigacdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por
Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Grupos experimentais

Parametro

avaliado Né;)( riez;tlizvos R;(eaitiglés Valores de p
TRetal (n=44) 37,66 +0,11° 38,02 + 0,06" 0,0125
FC (n=78) 44,40 + 1,33° 47,86 +0,80" 0,0533
Pulso (n=64) 43,58 + 1,65 45,06 + 0,93 0,4846
FR (n=69) 28,60 + 3,05 26,81 + 1,92 0,3468
TPC (n=78) 2,13+0,13 2,13 +0,06 0,9807

X: Média; SE: Erro padrdo; TRetal: Tempertura retal; FC: Frequéncia Cardiaca; FR: Frequéncia
Respiratoria; TPC: Tempo de preenchimento capilar.
Médias seguidas de letras distintas, diferem entre si, p<0,05.

Tabela 20: Comparacéo dos indices paramétricos entre grupos de animais reativos e ndo reativos, de
acordo com a técnica soroldgica, em investigacdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por
Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012,

Grupos experimentais

Paramelro N&o reativas RIFI ELISA RIFI + ELISA
X+ SE X +SE X + SE X + SE
TRetal (n=44) 37,66+ 0,11 38,06 + 0,09 37,95+ 0,22 37,97 + 0,09
FC (n=78) 44,40 + 1,33° 48,09 + 1,2°® 51,25 +1,25% 46,27 + 1,28"°
Pulso (n=64) 43,58 + 1,65 45,54 + 1,44 46,50 + 2,82 43,90 + 1,30
FR (n=69) 28,60 + 3,05 28,77 + 2,96 23,00 + 3,45 24,83 +2,71
TPC (n=78) 2,13+0,13 2,09 +0,1 2,37 +0,26 2,09 + 0,06

X: Média; SE: Erro padrdo; TRetal: Tempertura retal; FC: Frequéncia Cardiaca; FR: Frequéncia
Respiratéria; TPC: Tempo de preenchimento capilar.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si. Teste de Student Newman Keuls, p=0,047.

4.2.5.3 Avaliacdo clinica das mucosas e centro urbano e o trabalho caracteristico dos

linfonodos animais avaliados no presente estudo

Na comparacdo dos grupos ndo reativos e podem  contribuir - para  alteragdo  da

. x . . loraca m rincipalmen
reativos, ndo foi encontrada diferenca coloragdo  das mucosas, - principalmente

(p>0,05) na avaliagio das mucosas (Tab ocular e nasal, representando mais um fator

21) nem dos linfonodos (Tab. 22). Observa- para ndo distingao dos grupos.

se um pequeno namero de animais em cada
grupo, o que interfere na realizagdo do teste
de Qui-quadrado, pela sobreposicdo do
intervalo de confianca. Além disso,

ressalva-se que a poluicdo presente no

Romero et al. (2005) relataram associacao
significativa entre maiores niveis de
anticorpos e linfonodos aumentados, em
seres humanos sintoméaticos e com teste

parasitologico confirmado para infeccéo por
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L. braziliensis. Em inoculacdo experimental
realizada por Cerqueira et al. (2003), com
L. infantum em asininos, foi observado
aumento dos linfonodos pré-escapulares, a
necrdpsia. Os resultados aqui apresentados

diferem dos da literatura, provavelmente

por se tratar de um levantamento, o qual
normalmente inclui fracdo representativa de
Além

novamente alerta-se para a condicdo

animais  assintomaticos. disso,

oligossintomatica dos equinos

sororreagentes.

Tabela 21: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas, de acordo com o exame fisico das mucosas,
em investigacdo da soroprevaléncia equina para infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012,

Amostras reativas

Mucosa N&o reativas RIFI ELISA RIFI + ELISA
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)

» Mucosa Oral
Hipercorada 2 (13,33) 4 (12,12) 1(12,50) 2 (9,10)
Hipocorada 3 (20,00) 3(9,10) 0 1 (4,55)
Normal 10 (66,67) 26 (78,78) 7 (87,50) 19 (86,36)
Total 15 (100,00) 33 (100,00) 8 (100,00) 22 (100,00)

» Mucosa Ocular
Hipercorada 8 (53,33) 23 (74,20) 4 (50) 10 (45,45)
Hipocorada 2 (13,33) 1(3,23) 1(12,50) 1(4,55)
Normal 2 (13,33) 0 1(12,50) 2 (9,10)
Ictérica 3 (20,00) 7 (22,57) 2 (25,00) 9 (40,40)
Total 15 (100) 31 (100) 8 (100) 22 (100)

» Mucosa Nasal
Hipercorada 7 (50,00) 13 (43,33) 4 (50,00) 6 (27,27)
Normal 7 (50,00) 17 (56,67) 4 (50,00) 16 (72,73)
Total 14 (100,00) 30 (100,00) 8 (100,00) 22 (100,00)

Teste do Qui-quadrado, p>0,05.
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Tabela 22: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas, de acordo com o exame fisico dos
linfonodos, em investigacdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte,

2012.
Amostras reativas
Linfonodo . .
Nao reativas RIFI ELISA RIFI + ELISA
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)

» Linfonodo Submandibular
Reativo 6 (40,00) 15 (45,45) 3(33,33) 7 (31,82)
Normal 9 (60,00) 18 (54,55) 6 (66,67) 15 (68,18)
Total 15 (100,00) 33(100,00) 9 (100,00) 22 (100,00)

> Linfonodo Parotideo
Reativo 2 (15,38) 13 (39,39) 2 (25,00) 8 (36,36)
Normal 11(84,62) 20 (60,61) 6 (75,00) 14 (63,63)
Total 13 (100,00) 33(100,00) 8 (100,00) 22 (100,00)

» Linfonodo Cervical Superficial
Reativo 1(6,67) 7(21,21) 0 4 (18,18)
Normal 14 (93,33) 26 (78,79) 8 (100,00) 18 (81,82)
Total 15 (100,00) 33(100,00) 8 (100,00) 22 (100,00)

» Linfonodo subiliaco
Reativo 7 (46,67) 20 (62,50) 3 (37,50) 6 (28,57)
Normal 8 (53,33) 12 (37,50) 5 (62,50) 15 (71,43)
Total 15 (100,00) 32 (100,00) 8 (100,00) 21 100,00)

4.2.6 Hemograma

4.2.6.1 Eritrograma e plaquetograma

Na avaliagdo do eritrograma e indices
hematimétricos,
reatividade nos testes de ELISA e RIFI,

comparando-se a

todos o0s grupos apresentaram valores
dentro da referéncia (Tab. 23). As coletas
foram pontuais, ndo sendo possivel a
avaliacdo de elevacdo ou queda dos valores,
em relacdo a reatividade ou ndo nos testes
sorolégicos para LTA. Apesar disto, as

médias encontradas devem ser analisadas

sob a perspectiva clinica, ja que os valores
de referéncia possuem grande amplitude
pela  necessidade de contemplarem
diferentes amostras em relagdo ao sexo, tipo
de trabalho, faixas de idade e métodos

laboratoriais distintos.

O grupo RIFI positivo apresentou médias
maiores (p<0,05), em relacdo ao volume
globular médio (VGM), quando comparado
aos grupos ELISA positivo e animais néo
reativo (Tab.23; p<0,05). O VGM expressa

0 tipo de anemia presente (normocitica,
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macrocitica ou microcitica). Possivelmente,
0s animais estudados tenham apresentado
uma tendéncia a anemia normocitica
normocrémica (Tab.23), desencadeada por
uma afeccdo crbnica, que afetaria a
disponibilidade de ferro para a eritropoese e
0 tempo médio de vida dos eritrécitos.
Parece haver uma predisposicdo dos
anticorpos detectados na técnica da RIFI
referirem-se  a  infecgbes  anteriores,

enquanto as imunoglobulinas detectadas no

Os valores medios de hemoglobina
corpuscular média (HCM) diferiram entre
0s grupos RIFI e RIFI + ELISA, quando
comparados com o0s das amostras nhdo
reativas (p<0,05). O grau de anisocitose
(RDW) diferiu entre 0s grupos reativos,
sendo o grupo ELISA positivo maior que 0s
grupos RIFI positivo e positivo em ambas

as técnicas.

Comparando-se 0s animais de forma

separada em amostras ndo-reativas e

ELISA ntariam para infeccdo recen . L
SA apontariam para infecgao recente reativas em qualquer uma das técnicas, o

efou aguda. Apesar desta observacio, grupo reativo apresentou maiores (p<0,05)
indices no hematocrito, VGM e HCM

(Tab.24).

ressalva-se que todos 0s  grupos
apresentaram valores dentro da
normalidade, demonstrando ndo ser um

padrao de utilidade diagnostica individual.

Tabela 23: Valores médios (média + erro padréo) do eritrograma e da plaguetometria entre 0s grupos de
animais reativos e ndo reativos, de acordo com a técnica sorolégica, em investigacdo da soroprevaléncia
equina para infec¢do por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Parametro Amostras reativas :Amostr_as
avaliado RIFI ELISA RIFI + ELISA ~ Nao-reativas
(X + SE) (X + SE) (X + SE) (X + SE)
Hematécrito (%) 30,98 + 0,52 30,04 + 0,89 30,22 + 0,53 28,84 + 0,63
Hemoglobina (g/dl) 12,35 + 0,27 11,86 + 0,39 12,13+ 0,26 11,80 + 0,27
Eritrécitos (x10° cels/ul) 7,29+0,17 7,04 +0,22 7,05+ 0,13 7,4+ 0,20
VGM (fl) 41,14+ 0,47  39,57+0,67%  40,95+0,55"® 39,23 +0,59%
CHCM (pg) 41,61+ 0,56 42,64 +0,25 42,24 + 0,25 41,49 +0,41
HCM (pg) 17,12+0,33" 16,88 +0,32"® 17,27 +0,24" 16,24 + 0,24°
RDW (%) 19,26 +0,19° 20,04 +0,12" 19,57 +0,14® 19,71 + 0,20"®
Plaquetas (x103 cels/ul) 201,60 + 8,30 196,17 + 9,33 175,15 + 9,10 191,27 + 10,69

X: Média; SE: Erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05).
Valores de referéncia: Hematocrito: 24-44; Hemoglobina: 8-14; Eritrocitos: 5,5-9,5; Volume globular
médio(VGM): 37-58,5; Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM): 12,3-19,7; indice de anisocitose (RDW): 19-20%; Plaquetas: 120-256. Fonte:
Jain (1993); Oliveira (2007).
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Tabela 24: Valores médios (média + erro padrdo) do eritrograma e da plaquetometria entre os grupos de
animais reativos e ndo reativos, independente da técnica sorolégica, em investigacao da soroprevaléncia
equina para infec¢do por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Parametro Amostras

avaliado Reativas N&o reativas
Hematdcrito (%) 30,54 + 0,34 28,84+ 0,63 °
Hemoglobina (g/dI) 12,19+ 0,17 11,80 + 0,27
Eritrécitos (x 10° céls/ ul) 7,16 + 0,10 7,40 + 0,20
VGM (fl) 40,83+ 0,324 39,23+0,59°
CHCM (pg) 42,02 + 0,27 41,49 + 0,41
HCM (pg) 17,14+ 0,184 16,24 + 0,24 ®
RDW (%) 19,50 + 0,11 19,71 + 0,20
Plaquetas (x 10° céls/ pl) 190,20 + 5,48 191,27 + 10,69

X: Média; SE: Erro padrao. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05).

Valores de referéncia: Hematocrito: 24-44; Hemoglobina: 8-14; Eritrocitos: 5,5-9,5; Volume globular
médio(VGM): 37-58,5; Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM): 12,3-19,7; indice de anisocitose (RDW): 19-20%; Plaquetas: 120-256. Fonte:

Jain (1993); Oliveira (2007).

Por mostrar resultados inespecificos,
mesmo para LVC, ainda ha discussdo na
literatura acerca do valor dos exames
hematolégicos no  diagnostico  das
leishmanioses, apresentando maior
relevancia na avaliacdo do status clinico do
animal (Reis et al.,, 2006). Os achados
hematoldgicos mais constantes sdo anemia
normocitica, normocrébmica e  ndo
regenerativa (Reis et al.,, 2006) e
trombocitopenia (Medeiros et al., 2008). A
caracteristica regenerativa encontrada no
presente estudo e a auséncia de
trombocitopenia  provavelmente  estéo
relacionadas com o menor acometimento
das células medulares por Leishmania sp.

Nnos equinos.

4.2.6.2 Leucograma

Na avaliacdo do leucograma, os neutrofilos
relativos foram maiores (p<0,05) no grupo
ELISA positivo quando comparado ao
grupo RIFI positivo. Em relagdo aos
neutrdfilos absolutos, o grupo RIFI positivo
foi menor (p<0,05) do que todos os demais
grupos Tab. 25).

Quanto aos linfocitos relativos, o grupo
RIFI positivo apresentou maior (p<0,05)
nimero quando comparado aos grupos
reativo somente no ELISA e reativos em
ambas as técnicas. Também observa-se
diferenca (p<0,05) na relacdo
neutréfilo/linfécito, sendo esta maior nos
grupos reativos somente no ELISA e

reativo em ambas as técnicas quando
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comparados ao grupo RIFI positivo (Tab.
25).

Na avaliagdo do leucograma entre as
amostras ndo reativas e reativas em
qualquer uma das técnicas, ndo houve
diferenca na maioria dos parametros
avaliados (p>0,05) (Tab. 26), com excec¢do
para as médias de linfocitos absolutos
(p<0,05). Os grupos apresentaram

neutrofilia e linfopenia relativas com

aumento da relacdo neutrdfilo/linfécito
(Tab.25). Este resultado pode representar
um leucograma de estresse, decorrido ou de
um estresse cronico do animal, ou do
ambiente e momento da coleta. A agitagdo
do animal libera corticosterdides que
diminuem a leucodiapedese dos neutréfilos,
aumentando sua concentracdo. O estresse
crénico leva ainda a linfocitdlise e
impedimento da liberacdo dos linfécitos dos
orgdos linfoproliferativos.

Tabela 25: Valores médios (média + erro padrdo) do leucograma entre os grupos de animais reativos e
ndo reativos, de acordo com a técnica soroldgica, em investigagdo da soroprevaléncia equina para

infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Amostras reativas

Amostras

Parametro ~ .
Avaliado RIFI RIFI + ELISA néo reativas

X +SE X +SE X+ SE
Leucécitos Totais 10223,94 + 239,72 1127522 + 681,86 11712,86 + 419,00 11606,33 + 606,71
Bas. Abs. 62,70 + 13,20 59,13 + 14,72 56,19 + 11,47 83,47 + 20,60
Bas. Relat. 0,60 + 0,12 0,57 + 0,14 0,54 +0,11 0,67 +0,15
Eos. Abs. 471,15 + 41,67 510,57 + 112,89 555,43 + 64,50 407,16 + 57,58
Eos. Relat. 4,59 +0,49 4,35+0,73 4,89 + 0,56 3,39 + 0,36
Neut. Abs. 5974,00 + 201,80% 745891 + 574,48" 743951 + 34550* 7170,88 + 428,57
Neut. Relat. 58,39 + 1,328 65,30 + 2,35" 62,90 + 1,29"® 61,49 + 1,64"®
Bast. Abs. 73,00 + 14,87 90,04 + 29,09 162,33 + 29,96 96,00 + 24,72
Bast. Relat. 0,72 +0,15 0,83 +0,27 1,40 + 0,26 0,98 + 0,28
Linf. Abs. 3163,90 + 140,22 253343 + 246,42 282225 + 145,86  3231,22 + 249,76
Linf. Relat. 31,03 +1,20" 23,43+ 2,128 2449+102° 27,96 + 1,51"®
Mon. Abs. 479,14 + 39,03 622,91 + 91,76 677,46 + 60,17 615,55 + 66,22
Mon. Relat. 4,66 + 0,35 5,52 + 0,72 5,78 + 0,46 5,49 + 0,56
Relagdo N:L 2,30 +0,16° 3,70 + 0,51 3,03 +0,19" 2,88 +0,33"°

X: Média; SE: Erro padrdo; Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05).

Valores de referéncia (Jain, 1993): Leucdécitos Totais: 5200-13900 cels/ul; Baséfilo absoluto (Bas.Abs.):
0-290 cels/ul; Basofilos relativo (Bas. Relat.): 0-4%; Eosindfilo absoluto (Eos. Abs.): 100-1000 cels/pl;
Eosindfilo relativo (Eos. Relat.): 0-10%; Neutrdfilo absoluto (Neut.Abs.): 2200-8500 cels/ul; Neutréfilo
relativo (Neut. Relat.): 35-75%: Bastonete absoluto (Bast.Abs.): 0-1000 cels/ul: Bastonete relativo (Bast.
Relat.): 0-2%; Linfocito absoluto (Linf. Abs.): 1500-7000 cels/pl: Linfécito relativo (Linf. Relat.): 15-
50%; Mondcito absoluto (Mon.Abs.): 0-1000 cels/ul; Mondcito relativo (mon.Relat.): 0-7%; Relacéo

Neutrofilo/Linfdcito (N:L): 1:2-1:3.
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O percentual de linfopenia nos animais
positivos nos testes de ELISA e da RIFI, foi
de 21,74% e 10,96%, respectivamente. No
estudo de Medeiros et al. (2008) foi
observada linfopenia em 34,50% dos cées
sororreagentes para LV. Acredita-se que a
linfopenia ocorra pelo confinamento
temporéario dos linfocitos no baco e/ou
linfonodos enquanto respondem ao agente
infeccioso ou pela destruicdo linfocitaria
diretamente pelas Leishmania sp..

Embora ndo tenha sido detectada diferenca
(p<0,05) entre os animais ndo reativos e
reativos somente no teste de ELISA,
30,43% dos animais positivos apresentaram
leucocitose e 34,78% neutrofilia. Ao se
considerar apenas 0s positivos na RIFI,
17,81% e 6,85% apresentaram leucocitose e
leucopenia, respectivamente. Estes achados
apontam para a presenca de uma resposta

inflamatoéria sistémica nestes animais.

Tabela 26: Valores médios (média + erro padrdo) do leucograma entre 0s grupos de animais reativos e

ndo reativos, independente da técnica soroldgica, em investigacdo da soroprevaléncia equina para

infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.
Parametro

avaliado Reativas

Amostras

Nao reativas

Leucometria Total 10975,41 + 228,88 11606,33 + 606,71
Basofilo absoluto 59,57 + 7,81 83,47 + 20,60
Basofilo relativo 0,57 + 0,08 0,67 +0,15
Eosinofilo absoluto 510,75 + 35,90 407,16 + 57,58
Eosinofilo relativo 4,68 + 0,30 3,39 + 0,36
Neutrofilo absoluto 6779,60 + 193,79 7170,88 + 428,57
Neutrdfilo relativo 61,22 + 0,88 61,49 + 1,64
Bastonete absoluto 111,34 + 14,73 96,00 + 24,72
Bastonete relativo 1,01 +0,13 0,98 + 0,28
Linfécito absoluto 2934,45 + 94,73° 3231,22 + 249,76"
Linfocito relativo 27,29 + 0,79 27,96 + 1,51
Monécito absoluto 579,78 + 33,41 615,55 + 66,22
Mondcito relativo 5,24 + 0,27 5,49 + 0,56
Relagdo N:L 2,80 +0,13 2,88 + 0,33

X: Média; SE: Erro padrdo; Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05).
Valores de referéncia (Jain, 1993).: Leucdécitos Totais: 5200-13900 cels/ul; Basoéfilo absoluto: 0-290
cels/ul; Basofilos relativo: 0-4%; Eosinéfilo absoluto: 100-1000 cels/ul; Eosinofilo relativo: 0-10%;
Neutréfilo absoluto: 2200-8500 cels/ul; Neutrofilo relativo: 35-75%: Bastonete absoluto: 0-1000 cels/ul:
Bastonete relativo: 0-2%; Linfocito absoluto: 1500-7000 cels/ul: Linfocito relativo: 15-50%; Monécito
absoluto: 0-1000 cels/ul; Mondcito relativo: 0-7%; Relagdo Neutrofilo/Linfécito (N:L): 1:2-1:3.
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4.2.7 Perfil protéico

Apesar dos valores encontrados na
avaliacdo da proteina total estarem dentro
dos de referéncia citados por Robinson
(1997), observou-se medias superiores nos
ELISA

comparados aqueles animais cujas amostras

animais positivos,  quando
ndo foram reativas (p<0,05). O aumento
observado no grupo ELISA positivo

(Tab.27), possivelmente esta relacionado a

infeccdo recente e altas concentragbes de
imunoglobulinas. Esta suposicdo poderia
ser confirmada pela realizacdo do perfil
eletroforético e diferenciagdo das a, B €

globulinas.

Na avaliacdo das amostras, entre positivas
em qualguer um dos testes e negativas,
(p<0,05) na
concentracdo das proteinas totais, albumina
e fibrinogénio (Tab. 28).

observou-se  diferenca

Tabela 27: Valores médios (média + erro padrdo) do perfil protéico entre os grupos de animais
reativos e ndo reativos, de acordo com a técnica soroldgica, em investigacdo da soroprevaléncia
equina para infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Amostras reativas

Amostras nao-

Variavel RIFI

ELISA

RIFI + ELISA
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reativas
(X + SE) (X + SE) (X + SE)
Albumina 2,83 +0,05 2,84 +0,06 2,82 +0,05 2,64 + 0,07
Proteinas totais 7,20 + 0,05"° 7,44 + 0,15 7,37 +0,09%° 7,09 + 0,09°
Fibrinogénio 265,15 +31,10"® 259,09 + 54,52”® 218,33 + 31,40° 328,26 + 36,47"

X: Meédia; SE: Erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem
(p<0,05).

Valores de referencia (Robinson,1997); Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Proteinas totais: 5,2-7,9 mg/dl;
Fibrinogénio: 100 — 400 mg/dl

Tabela 28: Valores médios (média + erro padrdo) do perfil protéico entre os grupos de animais
reativos e ndo reativos, independente da técnica soroldgica, em investigacdo da soroprevaléncia
equina para infecgdo por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Parametro avaliado Amostras Significancia
Reativas N3o reativas p
Albumina 2,83 +0,03" 2,64 + 0,078 0,0318
Proteinas totais 7,31 +0,05" 7,09 + 0,098 0,0265
Fibrinogénio 245,27 + 20,448 328,26 + 36,47* 0,0129

Valores de referéncia (Robinson,1997); Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Proteinas totais: 5,2-7,9 mg/dl;
Fibrinogénio: 100 — 400 mg/dI



Em 45,83% dos animais RIFI positivo e em
34,78% dos animais ELISA positivo,
observou-se uma diminuicao da
concentragdo de albumina. E interessante
observar que, em 26,09% dos animais
ELISA positivo, a concentracao de proteina
total estava acima dos valores de referéncia
(7,9 mg/dL), contrapondo aos resultados
dos animais RIFI positivo, nos quais 9,59%
dos animais se encontravam com a proteina
aumentada e 2,74% abaixo dos valores de

referéncia.

Nos cées infectados com L. infantum, a
disproteinemia € uma  caracteristica
marcante, caracterizada por
hiperproteinemia. Os autores sdo unanimes
quanto a composicdo do  perfil
eletroforético, havendo ativagdo policlonal
das fragdes B e, responsavel pelo aumento
geral das gamaglobulinas. A diminuicdo da
albumina nesses pacientes seria devido a
perdas por nefropatia, doenca hepatica,
subnutricdo crbnica ou até mesmo a
combinag&o destes fatores (Costa-Val et al.,
2007) ou por mecanismo compensatério
pelo aumento  das

(Koutinas, 1999).

gamaglobulinas

Como este estudo avaliou animais de forma
aleatoria, sem conhecimento prévio da
presenca da infeccdo por Leishmania sp. ou
do momento desta nos casos positivos, as

médias obtidas tanto para as concentragdes

de proteina total, quanto aquelas para
albumina e fibrinogénio, permaneceram
dentro dos valores de referéncia para a
espécie. Desta forma, nos animais
estudados as concentracBes séricas de
imunoglobulinas anti-Leishmania sp., néo
estdo relacionadas com os valores protéicos
obtidos. Ha que se considerar que as
leishmanioses tegumentares apresentam
resposta imune humoral em menor grau
quando comparadas a LV. Somando-se a
isto, h& necessidade de estudos em equinos
com uma maior amostragem de animais
positivos e presenca da forma clinica ativa,
para se afirmar quais seriam as

caracteristicas protéicas mais marcantes.
4.2.8 Bioquimica de sangue

Na comparacdo dos perfis renal e hepético
entre 0s grupos de animais reativos e néo-
reativos, de acordo com a técnica
soroldgica utilizada, ndo foram observadas
diferencas (p>0,05) nas concentracoes
séricas de uréia, creatinina, AST, ALT,
GGT e FA (Tab. 29). A detecgdo de
enzimas no soro como marcadores de danos
teciduais é uma ferramenta béasica nos testes
laboratoriais. Esta analise auxilia no
diagndstico e progndstico de doengas, além
da indicacdo de fungbes anormais de

determinados 6rgdos.

Apesar de néo ter sido detectada diferenca

(p>0,05) na concentracdo sérica de uréia
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entre 0s grupos, observa-se valores mais
elevados da concentracdo sérica, de acordo
com os valores de referéncia, em todos os
grupos. Este aumento néo foi acompanhado
pelo aumento da concentracdo sérica de
creatinina, que se manteve dentro dos
limites de normalidade. Diante destes
achados pode-se afirmar que os animais ndo
apresentavam lesdo renal, detectavel por
estes métodos. Entretanto, ha que se
ponderar ser a associacdo das dosagens
séricas de uréia e creatinina um bom
marcador renal, sem no entanto refletir o
grau de lesdo. Apenas quando a perda da
funcdo renal é superior a 60% a associacao
destes testes é eficaz em predizer o grau de
injaria renal.

A concentracdo  sérica de gama-
glutamiltransferase apresentou-se elevada
em todos os grupos, apesar de semelhante
(p>0,05), sendo os valores encontrados
indicativos de injuria orgénica. Em funcgéo
desta enzima estar presente em VArios
tecidos, torna-se dificil precisar a sua
origem, principalmente porque em todos os

grupos a resposta média esteve cerca de 15

92

a 20% acima dos limites de normalidade.

Na comparacdo das enzimas hepaticas e
renais, agrupando-se as amostras reativas
nos testes de ELISA e RIFI, apenas as
concentracdes séricas de uréia diferiram
(p<0,05) (Tab.30). Os valores médios, nos
dois grupos, permaneceram acima dos
valores de referéncia. Alguns autores
consideram uma tolerancia, dentro da
normalidade, até a concentracdo de 51,5
mg/dl, embora este valor seja considerado
elevado por outros autores (Meyer et al.,
1995; Eckersall, 2008; Robinson, 1997). A
elevacdo da uréia, sem alteracdo renal, ou
seja, com valores de creatinina dentro dos
limites de normalidade e auséncia de
proteindria, pode indicar desidratacdo ou
desequilibrio  metabdlico com  maior
consumo enddgeno de proteinas musculares
(Braun e Lefebvre, 2008).

Outra hipdtese levantada para os valores
mais elevados de uréia seriam as perdas por
suor ou menor ingestdo de agua, pois 0s
animais se encontravam no momento da

coleta do material em horéario de trabalho.



Tabela 29. Comparacdo dos perfis renal e hepatico entre os grupos de animais reativos e nao reativos,
de acordo com a técnica soroldgica, em investigagdo da soroprevaléncia equina para infeccdo por
Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Amostras reativas

Parametro Amostras nao-
avaliado RIFI ELISA RIFI + ELISA reativas
(X £ SE) (X £ SE) (X £ SE)

Uréia 47,26 + 1,73 49,13 + 3,33 48,00 + 1,64 53,04 + 4,91
Creatinina 1,28 + 0,03 1,22 + 0,04 1,23+0,03 1,37 + 0,07
GGT 15,78 + 0,74 14,52 + 1,21 16,53 + 0,94 15,54 + 0,70
AST 276,01 + 7,86 251,39 +21,00 291,84 + 26,80 387,74 + 111,91
ALT 7,04 + 0,36 20,57 + 10,62 7,04 + 0,46 10,14 + 2,85
FA 108,15 + 4,32 106,26 + 9,38 119,05+ 7,18 112,24 + 6,14

X: Média; SE: Erro padrdo; (p>0,05). Valores de referencia (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997;
Robinson, 1997): Uréia: 11-24 mg/dl; Creatinina: 0,9-2,0 mg/dl; GGT (gama glutamiltransferase): 4-
13,4 Ul/l; AST (Aspartato aminotransferase): 226-366 Ul/l; ALT (Alanina aminotrasferase: 3-23

UI/l); FA (Fosfatase alcalina): 86-295 Ul/I

Tabela 30: Valores médios (média + erro padrdo) dos perfis renal e hepético entre 0s grupos de animais
reativos e ndo reativos, independente da técnica soroldgica, em investigacdo da soroprevaléncia equina

para infec¢do por Leishmania sp. Belo Horizonte, 2012.

Parametro Amostras (x + SE) SignificAncia
avaliado Reativas N&o reativas P
Uréia 47,82 +1,13° 53,04 + 4,91° 0,0210
Creatinina 1,25 + 0,02 1,37 + 0,07 0,1487
GGT 15,90 + 0,53 15,54 + 0,70 0,6544
AST 278,81 + 11,68 387,74 + 111,91 0,2365
ALT 8,99 + 1,56 10,14 + 2,85 0,1420
FA 112,24 + 3,74 112,24 + 6,14 0,4519

X: Média; SE: Erro padrdo. Valores de referencia (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997; Robinson,
1997): Uréia: 11-24 mg/dl; Creatinina: 0,9-2,0 mg/dl; GGT: 4-13,4 Ul/I; AST: 226-366 Ul/l; ALT: 3-23

Ul/l); FA:86-295 Ul/I

Apesar de trabalhos descreverem alteragoes
nos perfis renal e hepético de caes nos
estadios avangados da LVC, tais achados
sdo inespecificos e, a auséncia dos mesmos
no presente estudo, provavelmente deve-se
a diferenca no parasitismo dos animais
avaliados, que pode ser resultado tanto da
infeccdo por L. infantum quanto por L.

braziliensis.

Além disso, os perfis renal e hepatico
avaliados no presente estudo utilizaram
parametros suficientemente confidveis para
deteccdo de alguma alteracdo nos devidos
Orgdos. Dessa forma os resultados sugerem
0 ndo acometimento renal e hepético de
Leishmania sp. nos equinos de tracdo do

municipio de Belo Horizonte.
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4.3 Experimento II: Estudo
comparativo das técnicas de RIFI,
ELISA e PCR.

4.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

O diagnéstico molecular foi realizado em
148 animais por meio da técnica da PCR,
em sangue total. No teste utilizando o
iniciador para o g@énero Leishmania,
16,20% (24/148) dos animais apresentaram
banda de 90 pares de base (bp) referente a
amplificacdo de gene codificador da enzima
DNA Polimerase (Fig.19). Em todas as
regionais houve a presenca de animais
positivos para o0 género Leishmania sp.
(Tab. 31).
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Os animais positivos foram testados,
novamente, com iniciadores especificos
para as espécies L. braziliensis e L.
infantum, com 70,80% (17/24) e 37,50%
(9/24) animais positivos, respectivamente
(Fig.20; Fig.21). Destes animais, 25,00%
(6/24) apresentaram infeccdo mista por
ambas as espécies L. braziliensis e L.
infantum, 45,83% (11/24) apenas para L.
braziliensis, 12,5% (3/24) apenas para L.
infantum e, 16,67% (4/24) foram negativos
em ambos os testes especificos (Fig.22).
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Figura 19: Gel de poliacrilamida a 5 %, corado pela prata, representativo da amplificacdo por PCR
especifico para o gene da DNA Polimerase de Leishmania sp., em amostras de sangue total de equinos.
M: Peso molecular 100 pb'; C*: controle positivo da reagdo (DNA extraido de cultura da cepa
MHOMY/BR/70/BH46); C": Controle negativo da reacdo (sem DNA); Canaletas 1 a 12: Amostras
positivas, apresentando amplificagéo de fragmento de 90bp. Belo Horizonte, 2012.
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Figura 20: Gel de poliacrilamida a 5 %, corado pela prata, representativo da amplificacdo por PCR
especifico para o complexo L. braziliensis, em amostras de sangue total de equinos. M: Peso
molecular 1Kb; C*: controle positivo da reagdo (DNA extraido de cultura da cepa
MHOM/BR/75/M2904); C": Controle negativo da reacdo (sem DNA); Canaletas 1, 2, 3, 4: Amostras
positivas, apresentando amplificacdo de fragmento de 750bp. Belo Horizonte, 2012.
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Figura 21: Gel de poliacrilamida a 5 %, corado pela prata, representativo da amplificacdo por PCR
especifico para o complexo L. donovani, em amostras de sangue total de equinos. M: Peso molecular
100pb; C*: controle positivo da reacdo (DNA extraido de cultura da cepa MHOM/BR/70/BH46); C:
Controle negativo da reacdo (sem DNA); Canaletas 1, 2, 3 e 6: Amostras positivas, apresentando
amplificagdo de fragmento de 100bp. Belo Horizonte, 2012.
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Tabela 31. Distribuicdo das amostras testadas pela técnica da PCR, com iniciadores para o género
Leishmania sp., de acordo com as Regionais, em investigacdo da infec¢do equina por Leishmania sp..

Belo Horizonte, 2012.

Regional Negativos (n,%o) Positivos (n,%o) Total (n, %)
Barreiro 14 (82,35) 3 (17,65) 17 (11,49)
Nordeste 19 (79,17) 5 (20,83) 24 (16,22)
Noroeste 21 (87,50) 3 (12,50) 24 (16,22)
Norte 20 (86,96) 3(13,04) 23 (15,54)
Oeste 14 (82,35) 3 (17,65) 17 (11,49)
Pampulha 20 (80,00) 5 (20,00) 25 (16,89)
Venda Nova 16 (88,90) 2 (11,11) 18 (12,16)
Total 124 (83,78) 24 (16,22) 148 (100,00)

Teste Qui-quadrado, p=0,963.

25,00%

B | braziliensis W [, infantum W [, braziliensis + L. infantum

Negativos

Figura 22: Distribuicdo das amostras positivas na técnica da PCR para o género Leishmania, ap6s
repeticdo com iniciadores especificos para as espécies L. braziliensis e L. infantum, em
investigacdo da infecgdo equina por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Em todas as regionais administrativas
foram encontrados animais positivos para
L. braziliensis (70,83% - 17/24), sendo a
Regional Nordeste (23,53% - 4/17) a mais
prevalente, seguida da regional Pampulha
(17,64% - 3/17) (Fig. 23).
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Para o iniciador L. infantum, 37,50% (9/24)
foram positivos. Em todas as regionais,
exceto na Nordeste, foram detectados
animais positivos. A maior positividade foi
na regional Oeste (33,33% - 3/9), seguida
pela Norte (22,22% - 2/9) e pelas regionais

Barreiro, Noroeste, Pampulha e Venda



Nova (11,11% - 1/9) (Fig.23). A infeccéo
exclusiva por tal espécie foi encontrada em
12,50% (3/24) dos animais positivos.

A infeccdo mista, para L. braziliensis e L.
infantum, foi detectada em 25,00% (6/24)
dos animais positivos, sendo dois na
regional Oeste e um nas regionais Noroeste,

Norte, Pampulha e Venda Nova.

Na avaliacdo da distribuicdo das amostras

positivas, de acordo com o0 sexo, na técnica

de PCR para o género Leishmania sp., ndo
foram observadas diferencas (p>0,05).
Entretanto, na avaliagcdo para L. infantum o
percentual de fémeas positivas (77,78 — 7/9)
foi superior ao de machos (22,22% - 2/9)
(p=0,035), ndo sendo verdadeiro o mesmo
achado para os animais com L. braziliensis
(p>0,05 — Fig. 24).

100% -~
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

Barreiro
Nordeste
Noroeste

Pampulha

L. braziliensis

Venda Nova

m Positivo

Barreiro
Nordeste
Noroeste

Pampulha
Venda Nova

L. infantum

Negativo

Figura 23: Distribuicfo dos resultados obtidos pela técnica da PCR, com iniciadores especificos
para as espécies L. braziliensis e L. infantum, de acordo com as regionais administrativas, em
investigacdo da infecgdo equina por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.
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Figura 24: Distribuicdo dos resultados obtidos pela técnica da PCR, com iniciadores
especificos para o género Leishmania sp. e para as espécies L. braziliensis e L. infantum,
de acordo com o sexo, em investigacdo da infecgdo equina por Leishmania sp.. Belo
Horizonte, 2012. Letras distintas, diferem entre si (p<0,05).

Os resultados indicam a circulacdo das
espécies testadas nos equinos de Belo
Horizonte com frequéncia de 16,22%
(24/148) para o género Leishmania, 11,47%
(17/148) para a espécie L. braziliensis e de
6,08% (9/148) para L. infantum. Aponta,
ainda, para a hipétese da presenca de outra
espécie  do género Leishmania, a
semelhanca dos relatos de Mdller et al.
(2009) e Reuss et al. (2012) que detectaram
casos autéctones de equinos infectados por
L. siamensis, na Alemanha e na Flérida,
respectivamente. Esta espécie é reconhecida
até o momento como causadora de dois
casos de LV em seres humanos na

Tailandia (Sukmee et al., 2008; Suankratay
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et al., 2010) e de um caso de leishmaniose
cutdnea bovina na Suica (Lobsiger et al.,
2010). Ressalva-se que o0s resultados
negativos nos testes subsequentes para
avaliagdo especifica também podem ter
ocorrido por degradacdo do DNA, hipdtese
essa nao descartada por auséncia de

avaliagdo para genes equinos constitutivos.

Tanto a infecgdo por L. infantum, quanto a
infeccdo mista, confirmadas pela técnica da
PCR, representam um achado inédito nesta
espécie mamifera  no Continente

Americano.

Ressalta-se que apesar da infeccdo por L.

infantum ocorrer na Europa, a infeccéo



mista ndo foi relatada anteriormente. No
homem, ja detectou-se a infeccdo por duas
espécies de Leishmania no mesmo
individuo, tanto no Velho como no Novo
Mundo (Oliveira-Neto et al., 1986; Ibrahim
et al.,, 1994; Martinez et al., 2002). No
Brasil, Madeira et al. (2006) e Silva et al.
(2011), no Rio de Janeiro, e Quaresma et al.
(2011), em Minas Gerais encontraram cées
com infeccdo natural mista por L.

braziliensis e L. infantum.

Em é&reas como o municipio de Belo
Horizonte, onde ha sobreposicdo das
infec¢cbes no homem e no céo, sobretudo
por L. infantum, estudos mais abrangentes
sd0 necessarios para o entendimento do
equino na cadeia epidemioldgica das
leishmanioses. O isolamento dos parasitos e
as caracterizacBes bioldgica, bioquimica e
molecular permitirdo a avaliacdo da
variabilidade inter e intra especifica em
comparagdo com as espécies isoladas do

homem e de cdes da mesma regido.

Durante a realizagdo da pesquisa, a equipe
médico veterinaria da Clinica de Equideos
do Hospital da Universidade Federal de
Minas Gerais realizou bidpsia de lesdes de
trés animais que apresentavam lesdes
sugestivas de leishmaniose ou com
dificuldade de cicatrizacdo. Os trés

pacientes foram positivos para leishmaniose

pela técnica da PCR utilizando esta amostra
biolégica. Um animal foi positivo para L.
braziliensis e dois apresentaram infeccao

mista por L. braziliensis e L. infantum.

Um dos animais com infeccdo mista
apresentou ainda reacdo positiva na PCR
para L. infantum em amostra de sangue.
Devido a esse resultado, foi realizada a
puncdo aspirativa de medula dssea, a qual
também apresentou resultado positivo para

ambas as espécies testadas.

Em estudo prévio com enfoque em
problemas articulares nos cavalos dos
carroceiros (Fantini, 2010), foi detectada
pelo grupo de pesquisa uma estrutura
similar a amastigota na amostra de liquido
sinovial de uma égua. Essa suspeita nao foi
confirmada, mas o interesse de se estudar
esses animais para pesquisa de Leishmania
sp. resultou na presente  dissertagdo.
Durante a realizagdo do estudo, essa mesma
égua foi levada a Clinica de Equideos por
razdo de sindrome célica em seu potro,
estando a égua em condi¢fes normais. Foi
entdo solicitada ao proprietario a
autorizacdo para coleta de aspirado de
medula Ossea e realizacdo da PCR, a qual
resultou em infeccdo mista por L.
braziliensis e L. infantum. Para treinamento
das coletas de medula Ossea foram

utilizados dois animais da Escola de
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Veterinaria, nos quais também foi realizada

PCR, apresentando resultados negativos.

Os resultados encontrados na Clinica de
Equideos estdo ilustrados na Tab.32 e

corroboram a hipétese de que os equinos do

municipio de Belo Horizonte e regibes
adjacentes estdo sob o risco de infeccdo
para espécies de Leishmania sp., e que
ainda, podem apresentar doenca clinica ou

infeccdo assintomatica.

Tabela 32: Caracteristicas das lesGes e exames realizados em pacientes da Clinica de Equideos da Escola
de Veterinaria suspeitos para leishmaniose. Belo Horizonte, 2012.

. Apresentacao Imprint PCR
Animal P - -
Clinica Lesdo M.O. Lesdo M.O. Sangue

1 DC NR Positivo L.b/L.i. L.b/L.i. L.i.
2 LC Positivo NR L.b. NR NR
3 DC NR NR L.b/L.i. NR NR
4 LC Positivo NR NR NR NR
5 Assintomatico NR NR NR L.b/L.i. NR

M.O.: Medula 6ssea; DC: Dificuldade de cicatrizacdo; LC: Lesdo caracteristica de LTA; NR: N&o

realizado; L.b.: L. braziliensis; L.i.: L. infantum.

4.3.2 Comparagéo do diagndstico

molecular com as técnicas sorolégicas

Dos 148 animais analisados, 16,22%
(24/148) foram positivos para 0 género
Leishmania sp., na técnica da PCR,
enguanto 81,08% (120/148) foram positivos
em uma das técnicas soroldgicas,
demonstrando  maior  positividade na

resposta humoral.

Dentre o0s animais positivos na PCR
genérica (16,22% - 24/148), obteve-se
16,67% (4/24) de amostras negativas nas
técnicas imunoldgicas e 83,33% (20/24)

positivos para RIFI e/ou ELISA, sendo esta
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maior positividade humoral encontrada
também para o grupo PCR negativo,
totalizando 80,65% (100/124) de animais
reativos pelas técnicas da RIFI e/ou ELISA
e 19,35% (24/124) de negativos em ambas
as técnicas (Fig. 25).

Nd& houve diferenca (p>0,05) na
reatividade humoral entre os grupos PCR
negativo e PCR positivo. Tal resultado foi
obtido pela analise individual das técnicas
soroldgicas (Tab.33; Tab.34) e analisando
as amostras reativas e ndo reativas nos
diferentes grupos soroldgicos (Fig.26;
Fig.27).



Tabela 33. Comparacédo da técnica da PCR, com iniciadores para o género Leishmania sp. e a titulacdo
obtida pela técnica da RIFI, em investigagdo da soroprevaléncia e infeccdo equina para Leishmania sp..
Belo Horizonte, 2012.

Amostras (%, n)

RIFI . . Reativas / titulo
N&o reativas Total
1:40 1:80 1:160
PCR-Negativo 33,06 (41) 42,74 (53) 20,16 (25) 4,03 (5) 124
PCR-Positivo 25,00 (6) 45,83 (11) 29,17 (7) 0,00 (0) 24

Teste do Qui-quadrado, p=0,536.

Tabela 34. Comparacédo da técnica da PCR, com iniciadores para o género Leishmania sp. e a técnica do
ELISA, em investigacdo da soroprevaléncia e infec¢do equina para Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012,

Amostras (%, n)

ELISA - -
Nao-reativas Reativas Total

PCR-Negativo 55,65 (69) 44,35 (55) 124
PCR-Positivo 50,00 (12) 50,00 (12) 24

Teste do Qui-quadrado, p=0,611.
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Figura 25: Reatividade humoral, independente da técnica soroldgica, de acordo com o resultado
da técnica da PCR de sangue total, em investigacdo da soroprevaléncia e infeccdo equina por
Leishmania sp. Belo Horizonte, 2012.
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Figura 26: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas, independente da técnica
soroldgica, de acordo com o resultado da PCR de sangue total, com iniciadores especificos
para o género Leishmania sp., em investigacdo da soroprevaléncia e infec¢do equina por
Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012. Teste do Qui-quadrado, p>0,05 (n=148).
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Figura 27: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas, de acordo com a técnica soroldgica e
de acordo com o resultado da PCR de sangue total, com iniciadores especificos para o género
Leishmania sp., em investigacdo da soroprevaléncia e infecgdo equina por Leishmania sp.. Belo
Horizonte, 2012. Teste do Qui-quadrado, p=0,722 (n=148).
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Dos 24 animais positivos para a PCR A concordancia foi fraca, no teste de

genérica, 33,33% (8/24) foram positivos Kappa, quando da comparacdo da PCR com
somente na RIFI, 8,33% (2/24) positivos as duas técnicas soroldgicas, juntas ou
somente no ELISA e 41,67% (10/24) individualmente (Tab.35 a 37).

positivos em ambas as técnicas, além de
16,67% (4/24) serem negativos tanto para a
RIFI quanto para o ELISA (Fig.28).

/N7

24

Figura 28: Distribuicdo das amostras de acordo com a
positividade nos testes sorol6gicos e no teste molecular da
PCR, com iniciadores especificos para o género Leishmania
em investigacdo da soroprevaléncia e infeccdo equina por
Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

Tabela 35: Concordancia entre as técnicas da PCR, com iniciadores especificos para o género
Leishmania, e técnicas soroldgicas RIFI e ELISA, em investigacdo da soroprevaléncia e infec¢do equina
por Leishmania sp.. Belo Horizonte, 2012.

RIFI ou ELISA Teste Kappa
PCR IC 95%
Positivo Negativo Total
Positivo 20 4 24 0.01
Negativo 100 24 124 Concordancia fraca
Total 120 28 148 P=0,758
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Tabela 36: Concordéancia entre a técnica da PCR, com iniciadores especificos para o género Leishmania, e
a técnica soroldgica do ELISA, em investigacdo da soroprevaléncia e infecgdo equina por Leishmania sp..
Belo Horizonte, 2012.

Teste de ELISA Teste Kappa

PCR IC 95%
Positivo Negativo Total

Positivo 12 12 24 0,033

Negativo 55 69 124 Concordancia fraca

Total 67 81 148 P=0,611

Tabela 37: Concordancia entre a técnica da PCR, com iniciadores especificos para o género Leishmania, e
a técnica soroldgica da RIFI, em investigacdo da soroprevaléncia e infec¢do equina por Leishmania sp..

Belo Horizonte, 2012.

Teste Kappa

RIFI
PCR IC 95%
Positivo Negativo Total
Positivo 18 6 24 0,035
Negativo 83 41 124 Concordancia fraca
Total 101 47 148 P =0,437

Apesar de ainda ter sido definido um teste
laboratorial padrdo-ouro para o diagndstico
das leishmanioses (Marques et al., 2006;
Rodriguez-Cortés et al.,, 2010), sem o
isolamento do parasito ndo é possivel
avaliar o papel do hospedeiro como
reservatorio ou mesmo afirmar se a
infeccdo € antroponotica ou zoondtica
(Castro et al., 2007).

Faz-se necesséaria a detec¢do do parasito,
isolamento e caracterizagdo do agente
etioldgico. Entretanto as técnicas cléassicas
apresentam algumas restrigdes.
Simplicidade na execucdo e baixos custos
sdo vantagens da utilizagdo dos testes
sorolégicos como método de triagem e

diagnostico em 4areas onde bidpsia ou
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histologia sdo inviaveis (Barroso-Freitas et
al., 2009).

A interpretacdo de uma soroepidemiologia
é complexa devido a dindmica do sistema
imune e da individualidade do mesmo.
Deve-se considerar as reacGes cruzadas,
periodo pré-patente entre infecgdo e
soroconversdo, proporcao de individuos que
nao soroconvertem devido a resposta imune
inata eficaz, queda de titulos a niveis
indetectdveis ou manutengdo dos titulos
(Reithinger et al, 2003). Além disso, em
areas endémicas, 0S resultados
imunoldgicos podem apresentar maior
positividade que a deteccdo da infecgéo e

essa ser mais expressiva que 0



desenvolvimento de doenca (Aguilar et al.,
1984; Desjeux, 2004).

A utilizac8o das técnicas soroldgicas e seu
potencial valor na deteccdo de casos de
leishmanioses causadas tanto por L.
braziliensis quanto por L. infantum devem
ser analisados com critério, visto que o0s
baixos titulos podem levar a falsos-
negativos e, principalmente, a falsos-
positivos por reacdes cruzadas (Edrissian e
Darabian, 1979).

No ser humano, as doencas reconhecidas
como desencadeadoras de reacdo cruzada
com as leishmanioses sdo a infecgdo por
outras espécies de Leishmania, que ndo L.
braziliensis e L. infantum, Doenga de
Chagas (Pedras et al., 2003; Castro et al.,
2007; Brasil, 2010), maléria (Pedras et al.,
2003) tuberculose e febre tifoide (Edrissian
e Darabian, 1979; Mosleh et al., 1995),
pénfigo foliaceo sul-americano,
paracoccidiodomicose e  esporotricose
(Brasil, 2010). No cdo, relata-se no
diagndstico para LVC a reagdo cruzada com
outras espécies de Leishmania sp.,
Ehrlichia canis, Trypanosoma caninum,
Toxoplasma gondii e Neospora caninum
(Zanette, 2006; Silva et al., 2011).

Extrapolando para agentes infecciosos
analogos dos equinos e considerando a
epidemiologia do municipio de Belo

Horizonte, as possiveis afeccdes que

poderiam gerar reacdo cruzada sdo as
espécies de Leishmania sp. entre si, seja L.
braziliensis, L. infantum ou uma nova
espécie e, Anaplasma phagocitophilum.
Estudos sorolégicos com  resultados
positivos na investigacdo de infeccdo
equina por T. Gondii foram realizados no
Estado de S&o Paulo (Camossi et al., 2010)
e do Parand (Garcia et al., 1999).
Entretanto, a revisdo de literatura nédo foi
capaz de encontrar estudos sobre a situacédo
epidemioldgica equina desse parasito no
municipio de Belo Horizonte.

Quanto ao diagndstico molecular, é outro
tipo de método parasitolégico, baseado na
detec¢do de sequéncias de DNA especificas
do parasito sendo a PCR a principal técnica
utilizada. A técnica da PCR permite a
deteccdo do material genético do parasito,
resultando em grandes indicios da presenca
do mesmo. Uma vez que ela permite a
amplificacdo da sequéncia alvo em até 10°
vezes, esta metodologia tem demonstrado
alta sensibilidade superando, em diversos
estudos, as outras técnicas convencionais de
diagnoéstico da LVC. Sua robustez também
tem sido demonstrada com alta
especificidade de acordo com o tipo de
iniciador utilizado (Strauss-Ayali et al.,
2004; Manna et al., 2004; Silva et al., 2001;
Reale et al., 1999).
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Este ensaio molecular pode ser realizado
com diferentes iniciadores, de acordo com
os alvos de deteccdo desejados. Varias
sequéncias do genoma de Leishmania ja
foram descritas como alvos de amplificacdo
e incluem os genes para 0 RNA ribossomal
e seus espacadores, B-tubulina, locus gp63,
hsp70, cisteino-proteinases e minicirculos
do DNA de cinetoplasto (kDNA)
(Reithinger e Dujardin, 2007; Singh, 2006).

Os métodos moleculares baseados em PCR
ttm sido considerados um importante
recurso auxiliar para o diagndstico da LV e
LVC devido as altas sensibilidade e
especificidade apresentadas por estas
técnicas (Gomes et al., 2007; Moreira et al.,
2007).

Quanto a LT, este método detecta com alta
sensibilidade a presenca do parasito nas
lesdes ativas (Yarbuh e Premoli de Percoco,
1999; Faber et al., 2003; Reithinger et al.,
2003; Branddo-Filho e Shaw, 2006;
Fantauzzi, 2009), sendo o indicado quando
da utilizacdo de um Gnico método
diagnostico (Weigle et al., 2002; Faber et
al., 2003; Marques et al., 2006). Fagundes
et al. (2010) determinaram um VPP de
99,2% trabalhando com pacientes suspeitos
em centro de salde. Entretanto ndo permite
a distincdo apropriada da variabilidade
genética intra-especifica nem descreve

novas espécies (Castro et al., 2007).
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No presente trabalho a detec¢do do material
genético de L. braziliensis pela PCR foi
mais baixa do que a encontrada pelos
autores supracitados. Esse resultado deve-se
ao material bioldgico utilizado, visto que no
presente estudo foi utilizado sangue
periférico. A sensibilidade da PCR nessa
amostra bioldégica é mais baixa para
deteccdo de LTA (Reithinger et al., 2003;
Marinho Janior, 2010) e de L. infantum,
estando os achados do presente trabalho
dentro do esperado. O sangue ndo é a
melhor opcdo para realizar o diagndstico
molecular, sendo apresentados resultados
conflituosos na literatura acerca do
desempenho da PCR realizada a partir de
sangue periférico. Enquanto alguns estudos
demonstraram ter esta técnica alta
sensibilidade (Fisa et al., 2001; Lachaud et
al., 2002; Manna et al., 2004;), outros
autores evidenciaram o contrario (Reale et
al., 1999; Silva et al., 2001).

Sabe-se que, pelo menos em cées, a carga
parasitaria sanguinea varia ao longo do
tempo e, resultados falsos negativos podem
ser obtidos caso a coleta seja feita em
periodos nos quais a carga esteja baixa
(Lachaud et al., 2002; Strauss-Ayali et al.,
2004). Esta é uma das caracteristicas ainda
ndo conhecidas no caso das infeccGes
equinas. Além disso, 0 sangue apresenta

inibidores de PCR como a hemoglobina, o



gue pode ter afetado a eficiéncia da PCR no
presente estudo, diminuindo a positividade

dos resultados.

Em inquérito epidemioldgico em equinos
saudaveis de area endémica no Estado do
Paran, a diferenca foi maior do que a
encontrada no municipio de Belo
Horizonte. A soroprevaléncia avaliada pela
técnica sorolégica de DAT foi de 76,4%,
enguanto a positividade da PCR do sangue
total, 7,1% (Vedovello-Filho et al., 2008).

Em relagéo aos animais PCR positivos mas
negativos na deteccdo de anticorpos,
Reithinger et al. (2003) levantam duas
hipGteses. A probabilidade dos animais
estarem no periodo pré-patente da infeccdo
ou ainda, do desenvolvimento de uma
resposta imune celular eficaz. Essa segunda
hipétese é também sugerida por Solano-
Gallego et al. (2003) que confirmaram, por
meio da imuno-histoquimica e da cultura, a
presenca de L. infantum em alteracéo
cutanea em um equino apresentando perfil
imunol6gico negativo no teste de ELISA e
positivo na linfoproliferacéo de linfocitos in

vitro.

A maior taxa de soroprevaléncia em relagéo
a infeccdo pode ser devido a presenca de
anticorpos ndo significar necessariamente
infecgdo ativa, podendo representar contato
anterior, reacdo cruzada, com outros

parasitos ou com diferentes espécies

circulantes de Leishmania sp. (Castro et al.,
2007; Castellano et al., 2009) e por muitas
vezes as leishmanioses se apresentarem sob
forma sub-clinica, com infec¢bes de
natureza crbnica e oculta, enguanto o
parasito desencadeia uma resposta imune
qgue inclui producdo de anticorpos
(Rajasekariah et al., 2001).

A deteccdo de L. braziliensis na medula
Ossea de dois equinos e na corrente
sanguinea de 10,47% esta de acordo com 0s
achados de Reithinger et al. (2003) em cées.
Os autores sugerem que a metastase por
disseminagcdo hematogénica pode ser um
fendbmeno mais comum do que se
acreditava. Tal fato implica na maior
possibilidade  desses  hospedeiros  se
tornarem  infectantes  aos  vetores.
Entretanto, estudos por xenodiagndstico séo
necessarios para confirmagdo  desta

hipétese.

Apesar das consideragdes acerca da
acuracia dos testes soroldgicos, eles ainda
se mantém como a principal ferramenta em
inquéritos epidemioldgicos (Reithinger et
al., 2003). Brandao-Filho e Shaw (2006)
acreditam que os métodos moleculares
agregam  informagfes importantes e
elucidam bastante sobre os aspectos dos
ciclos enzboticos e zoondticos das
leishmanioses tegumentares. Entretanto, os

autores refor(;am que, mesmo com as
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reconhecidas dificuldades no isolamento
das espécies do subgénero Viannia, esse
procedimento é de fundamental importancia
na determinacdo de um mamifero como
hospedeiro. Dessa forma, a busca pelo
isolamento e sequenciamento das espécies
infectantes para equinos no municipio de
Belo Horizonte faz-se crucial para a
completa compreensdo desta enfermidade

na espécie estudada.

Apesar das diferengas encontradas entre 0s
testes diagndsticos realizados no presente
estudo, a énfase da pesquisa era determinar
se 0S equinos residentes no municipio de
Belo Horizonte estdo sujeitos a infec¢do por
Leishmania sp., bem como seus aspectos
clinico-laboratoriais, buscando a
compreensdo do papel deste mamifero na
cadeia  epidemiolégica  de ambas
leishmanioses, tegumentar e visceral. Como
ferramenta de diagndstico individual,
sugere-se 0 aperfeicoamento dos testes
sorolégicos para a espécie estudada.
Entretanto ambas as técnicas descritas no
presente estudo se apresentaram como
confiaveis pontos de partida para estudos
epidemioldgicos na triagem de equinos em
areas endémicas para leishmanioses. Além
disso, a técnica da PCR confirmou-se como
excelente teste para deteccdo do parasito

nas lesdes suspeitas.
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A crescente urbanizacdo e domesticacdo
das leishmanioses sdo resultado das
alteracBes nos padrdes de transmissdo,
favorecidas pela adaptacdo dos parasitos a
novos vetores e hospedeiros. Nos focos
intra e peri-domiciliares de transmissao ndo
sO 0s cdes, mas também os demais animais
domésticos e sinantropicos, sdo provaveis
de apresentarem um papel importante na
epidemiologia da LTA e LV. Além de
servirem como fontes de infeccdo para os
vetores, podem também aumentar a atracéo
dos mesmos para 0 ambiente doméstico,
servindo como fonte de alimentagéo,
favorecendo a reproducéo e a multiplicagéo
dos flebotomineos.

A probabilidade de uma espécie apresentar
papel significativo na epidemiologia das
leishmanioses e ser incriminada como
reservatorio dependem, de uma forma geral,
da prevaléncia da infecgdo na populagéo, da
taxa de repastos sanguineos  dos
flebotomineos nos individuos e da
infecciosidade para os insetos vetores. Este
estudo confirmou a suscetibilidade dos
equinos como  hospedeiros de L.
braziliensis e L. infantum. Demonstrou-se
que a infecgdo pelas espécies causadoras de
LT e LV apresentam-se tanto na forma
sintomatica, sendo uma enfermidade ainda
negligenciada na Clinica Médica Equina,

quanto nas formas sub-clinicas e



assintomatica e, em alguns casos de curso
auto-limitante, representando uma questao a
ser explorada pelos 6rgdos de Salde

Publica.

A habilidade de equinos infectados
servirem como fonte de infeccdo para os
vetores, a variabilidade genética do parasito
envolvido nesta infeccéo e a
transmissibilidade para humanos sdo pontos
gue  necessitam  ser  caracterizados.
Pesquisas futuras devem preencher as
lacunas no conhecimento da fisiopatogenia
das leishmanioses no equino, além da
participacdo dos mesmos no ciclo de

transmissdo no contexto urbano.

Os esforgos para a incriminagdo de quais
espécies estdo infectando os equinos de
tracdo do municipio de Belo Horizonte, por
meio de isolamento e caracterizagdo
molecular, sdo de suma importancia para a
possibilidade de melhorias no diagndstico,
claro julgamento do potencial prejuizo na
salide dos equinos e do real impacto deste
hospedeiro na Saude Publica. Dessa forma
os esforgos no combate & esta enfermidade
poderdo ser direcionados de forma
racionalizada, sem custos nem alardes

EXCessivos.

5. CONCLUSOES

e A técnica padronizada para o teste
sorolégico do ELISA apresentou boa
reprodutibilidade podendo ser utilizada em
inquéritos epidemioldgicos na pesquisa da
soroprevaléncia equina para infeccdo por

Leishmania sp..

e A infeccdo por Leishmania sp. estd
presente nas sete regionais administrativas

estudadas de Belo Horizonte.

e A susceptibilidade a infeccdo por
Leishmania sp., no equino, independe do

SEX0.

e Os equideos de tracdo da regido
metropolitana de Belo Horizonte estdo
sujeitos a infeccdo clinica e subclinica por
duas espécies do género Leishmania, L.

braziliensis e L. infantum.

e Ha a suspeita de susceptibilidade a uma
outra espécie que ndo a L. infantum ou L.

braziliensis.

e Detectou-se infeccdo por Leishmania
sp., L. braziliensis, L. infantum, pela técnica
da PCR, em equinos de tracdo do municipio

de Belo Horizonte.

e A infeccdo por L. braziliensis esta
igualmente distribuida nas sete regionais
administrativas  estudadas de  Belo

Horizonte.
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e A infec¢do por L. infantum foi detectada
em seis regionais, ndo sendo encontrada na

regional Nordeste.

e N&do houve concordancia entre as

técnicas soroldgicas e a molecular.

e A presenca de imunoglobulinas anti-
Leishmania sp. e de material genético nas
lesdes, no sangue periférico e na medula
Ossea dos equinos estudados sugere que
estes animais sejam possiveis fontes de
infeccdo para os flebotomineos para ambas

as espécies L. braziliensis e L. infantum.

6. PERSPECTIVAS PARA O
FUTURO

e A epidemiologia e descricdo das cepas
de Leishmania sp. circulante em equinos,
devem ser foco de investigagdo por
isolamento e sequenciamento.
e O isolamento de multiplas amostras
bioldgicas, como nodulos, medula 6ssea e
pele integra, apontara para 0 grau de
importancia desta espécie como
reservatério das diferentes espécies de
Leishmania sp.
e Avaliacdo da necessidade de
aperfeicoamento das técnicas diagndsticas
soroldgicas para leishmaniose equina.
e Andlise de outras classes de

imunoglobulinas, como a IgM, além das
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subclasses de IgG para avalia¢do do painel
soroldgico equino frente as leishmanioses.

e A padronizacdo da reagdo Intradérmica
de Montenegro para a espécie equina pode
representar  expressivo  auxilio no
diagnostico da LTA equina nas &reas
endémicas.

e A padronizagdo do xenodiagndstico para
equinos deve ser buscada para o auxilio nos
estudos sobre a epidemiologia da LTA e
LV e a importancia desta espécie mamifera
na manutencdo do parasito na natureza.

e Estudos por infeccdo experimental
auxiliardo no estudo da fisiopatogenia da
LTA e da LV em equinos.

e Estudos devem ser realizados para se
determinar as alteragcbes clinicas e

laboratoriais de equinos com LTA e LV.
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8. ANEXOS
8.1. ANEXO 1 - Carta de Consentimento

Belo Horizonte, de de
Eu, , portador da cédula de
identidade , € participante do Projeto de

Extensiao “Correcio Ambiental e Reciclagem com Carroceiros de Belo Horizonte”
autorizo a utilizacdo da amostra de sangue coletada, dos dados da avaliacdo fisica, das
fotos realizadas e das informacgdes geradas no questionario em pesquisas cientificas na
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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8.2. ANEXO 2: Ficha Exame Clinico
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8.3. ANEXO 3: Primeira bateria de exames para padronizacdo do ELISA

Primeira bateria de exames na busca pela melhor combinacdo da concentracdo de

antigeno (png/mL), diluicdo de soro e titulo do conjugado para técnica do ELISA na

deteccdo de imunoglobulinas 1gG totais anti-Leishmania sp. na espécie equina. O

quadro apresenta as combinagdes, as médias das absorbancias dos controles negativos e

positivos e 0 SN (signal-to-noise). Testes realizados com dois controles positivos e trés

potros de 24 horas de vida como controles negativos.

Combinacéo

ANTIGENO SORO

CONJUGADO ABSNEG ABSPOS SN

Combinacéo 1
Combinagéo 2
Combinagéo 3
Combinacéo 4
Combinagéo 5
Combinacéo 6
Combinacéo 7
Combinacéo 8
Combinagéo 9
Combinagéo 10
Combinacéo 11
Combinagéo 12
Combinagéo 13
Combinagéo 14
Combinacéo 15
Combinagéo 16
Combinacéo 17
Combinagéo 18
Combinacéo 19
Combinacéo 20
Combinacéo 21
Combinacéo 22
Combinagéo 23
Combinagédo 24

1

N

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

o1 o1 o1 o1 Ol

400
400
400
800
800
800
400
400
400
800
800
800
400
400
400
800
800
800
400
400
400
800
800
800

10000
20000
30000
10000
20000
30000
10000
20000
30000
10000
20000
30000
10000
20000
30000
10000
20000
30000
10000
20000
30000
10000
20000
30000

0,060
0,064
0,056
0,055
0,057
0,062
0,058
0,059
0,056
0,069
0,060
0,061
0,077
0,070
0,064
0,108
0,071
0,065
0,070
0,064
0,060
0,072
0,071
0,069

0,080
0,070
0,064
0,082
0,065
0,065
0,103
0,075
0,064
0,113
0,067
0,074
0,133
0,119
0,104
0,153
0,102
0,099
0,146
0,137
0,122
0,167
0,104
0,134

1,330
1,094
1,143
1,491
1,140
1,048
1,776
1,271
1,143
1,638
1,117
1,213
1,727
1,700
1,625
1,417
1,437
1,523
2,086
2,141
2,030
2,319
1,465
1,942
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8.4. ANEXO 4: Segunda bateria de exames para padronizacdo do ELISA

Segunda bateria de exames na busca pela melhor combinacdo da concentracdo de
antigeno (ug/ml), diluicdo de soro e titulo do conjugado para técnica do ELISA na
deteccdo de imunoglobulinas IgG totais anti-Leishmania sp. nas espécie equina. O
quadro apresenta as combinagdes, as médias das absorbancias dos controles negativos e
positivos e 0 SN (signal-to-noise). Testes realizados com dois controles positivos e

quatro potros de 24 horas e dois de 48 horas de vida como controles negativos.

Combinacéo ANTIGENO SORO CONJUGADO ABSNEG ABSPOS SN

Combinacéo 19 10 400 10000 0,079 0,308 3,900
Combinacéo 20 10 400 20000 0,058 0,196 3,370
Combinacéo 21 10 400 30000 0,039 0,132 3,400
Combinacgéo 22 20 800 10000 0,042 0,210 5,028
Combinacéo 23 20 800 20000 0,020 0,108 5,287
Combinacédo 24 20 800 30000 0,015 0,071 4,841
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