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AVALIACAO DAS SUBCLASSES DE IgG EM CAES NATURALMENTE
ACOMETIDOS POR LEISHMANIOSE VISCERAL, SUBMETIDOS OU NAO A
TRATAMENTO, E EM ANIMAIS VACINADOS CONTRA A DOENCA

RESUMO - O presente estudo teve como objetivos comparar a resposta da
imunoglobulina G e de suas subclasses nos seguintes grupos de animais; caes higidos
(n=45), animais sintomaticos naturalmente infectados por Leishmania sp. (n=45),
animais assintomaticos naturalmente infectados por Leishmania sp. (n=45), cées
portadores de leishmaniose visceral submetidos a tratamento (n=27) e animais higidos
submetidos a vacinacdo contra a doenca (n=37). Inicialmente foram avaliadas 1gG1 e
IgG2 utilizando anticorpos policlonais e posteriormente as quatro subclasses de IgG
(IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4) com anticorpos monoclonais na tentativa de identificar um
perfil de resposta para cada grupo de cdes. As determinacfes sorologicas foram
realizadas por meio da técnica de ELISA. A avaliacdo das subclasses de IgG com
anticorpos policlonais ndo permitiu diferenciar os grupos de caes estudados. Por outro
lado, com os anticorpos monoclonais observou-se que 0 grupo sintomatico apresentou
estimulacdo de todas as subclasses de IgG enquanto nos animais assintomaticos
apenas a fracdo IgG1l foi estimulada. Nos cédes submetidos a tratamento todas as
fracBes encontravam-se elevadas e nos vacinados ocorreu estimulacédo de 1gG1, IgG3
e 1gG4. Desta forma, a avaliacdo das quatro subclasses permitiu a diferenciacédo entre
animais portadores de leishmaniose visceral com e sem quadro clinico; entre caes
vacinados e cdes assintomaticos acometidos pela doenca; e entre cdes com

leishmaniose visceral submetidos a tratamento e caes infectados assintomaticos.

Palavras-chave: 1gG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, imunoglobulina, Leishmania chagasi.



EVALUATION OF IgG SUBCLASSES IN DOGS NATURALLY INFECTED BY
VISCERAL LEISHMANIASIS, SUBMITTED OR NOT TO TREATMENT, AND IN
ANIMALS VACINATED AGAINST THE ILLNESS

SUMMARY - The present study aimed to compare immunoglobulin G subclasses
in the following groups of animals: healthy dogs (n=45); symptomatic Leishmania sp.
naturally infected dogs (n=45); asymptomatic Leishmania sp. naturally infected dogs
(n=45); dogs with visceral leishmaniasis submitted to treatment (n=27) and healthy dogs
vaccinated for visceral leishmaniasis (n=37). First of all IgG1 and IgG2 were evaluated
using polyclonals antibodies, and later the four subclasses of IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3 and
lgG4) were evaluated with monoclonals antibodies, in order to identify a profile of reply
for each group of dogs. Serological tests were carried out using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). The evaluation of the subclasses with polyclonals
antibodies did not allow to differentiate the groups of studied dogs. On the other hand,
with monoclonals antibodies it was possible to verify that symptomatic dogs presented
stimulation of all subclasses of IgG, while in asymptomatic animals only IgG1 was
stimulated. In dogs submitted to treatment all fractions increased, and in vaccinated
ones occurred stimulation of 1gG1, IgG3 and 1gG4. In such a way, the evaluation of the
four subclasses allowed the differentiation between symptomatic and asymptomatic
infected dogs; between vaccinated dogs and asymptomatic infected dogs; and between

infected dogs submitted to treatment and asymptomatic infected dogs.

Keywords: 1gG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, immunoglobulin, Leishmania chagasi.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral € uma doenca endémica que acomete populacdes dos
cinco continentes, em 88 paises localizados em regides tropicais e subtropicais. Na
América Latina é chamada de leishmaniose visceral americana ou calazar neotropical.
Na india era originalmente conhecida como febre Dum-Dum ou Kala-Azar, palavra de
origem indiana que significa “doenca negra”, devido a um quadro de hiperpigmentacao
gue pode se desenvolver em individuos acometidos pela doenca.

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude, a prevaléncia mundial
das diferentes formas clinicas da enfermidade ultrapassa 12 milhées de casos. O Brasil
€ responsavel por 90% dos casos de leishmaniose visceral humana no continente
americano, sendo que, dos 27 estados brasileiros, 20 ja apresentam casos da doenca.

A doencga era, até recentemente, considerada como rural, tipica de ambientes
silvestres, mas hoje pode ser também contraida em zonas suburbanas e urbanas.
Atualmente surtos e epidemias de leishmaniose visceral tém sido observados em
grandes centros urbanos do Brasil. O crescente nimero de casos da doenca nessas
areas pode ser explicado pelas alteragcdes ambientais que forcaram a adaptacdo do
vetor ao ambiente urbano.

O primeiro caso autoctone de leishmaniose visceral canina no estado de Séo
Paulo foi diagnosticado em maio de 1998, no municipio de Aracatuba. A partir de entéao,
0 numero de animais acometidos pela doenca na regido vem aumentando
consideravelmente. De acordo com os dados da Direcdo Regional de Saude de
Aracatuba, 41 municipios ja apresentam a enfermidade, que esta se difundindo para
outras regides do Estado, inclusive com casos autoctones identificados na regido
metropolitana de Sdo Paulo desde o ano de 2005. No municipio de Aracatuba mais de
40.000 caes foram submetidos a eutanasia entre 1998 e 2008, periodo em que foram
confirmados, no estado de S&ao Paulo, 1215 casos humanos dos quais 107 vieram a
obito.

Os inquéritos epidemioldgicos realizados em &reas endémicas para a doenca

baseiam-se no diagndstico soroldgico, tanto pela técnica de ELISA quanto pela Reacéo



de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). No entanto, estas técnicas podem apresentar
resultados falso-positivos e falso-negativos. Além disso, com a introducdo de uma
vacina contra leishmaniose visceral canina no mercado brasileiro, sérios problemas tém
surgido quando da confirmacédo do diagnéstico e consequente eutanasia dos cées. Isto
se deve ao fato de que um animal vacinado pode desenvolver titulos de anticorpos,
detectados quando do exame soroldgico, confundindo-o com um animal naturalmente
infectado, reservatorio do parasita. Mesmo que o proprietario do cdo apresente um
atestado de vacinacdo, ndo é possivel garantir que o animal sorologicamente positivo
ndo tenha sido infectado apesar do uso da vacina, uma vez que a eficacia vacinal
segundo o laboratério fabricante é de 76%.

Desta forma, o Ministério da Salde do Brasil ndo recomenda a utilizacdo da
vacina como método de controle da doenca, e indica a eutanasia de cdaes
sorologicamente positivos.

Vérios trabalhos tém sido realizados na Europa e no Brasil, na tentativa de
determinar se a resposta das subclasses de IgG pode ser utilizada como um marcador
para a resisténcia ou susceptibilidade a leishmaniose visceral canina, para avaliar a
eficacia do tratamento e para diferenciar cdes vacinados de cades doentes. Entretanto,
os resultados sdo muito contraditorios.



2. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose é uma enfermidade causada por um protozoario pertencente a
ordem Kinetoplastida, a familia Trypanosomatidae (DOFLEIN, 1901) e género
Leishmania (ROSS, 1903). A espécie envolvida com a infeccdo na leishmaniose
visceral depende da regido geografica, sendo a Leishmania donovani o agente
etiolégico na Asia e Africa; a Leishmania infantum na Asia, Europa e Africa, e a
Leishmania chagasi nas Américas (SAO PAULO, 2003).

Apesar da discordancia entre pesquisadores, semelhancas estruturais
verificadas por meio de estudos moleculares sugerem que a L. chagasi e a L. infantum
sejam a mesma espécie, permitindo que alguns autores denominem de L. infantum o
agente etiologico desta enfermidade também nas Américas (MAURICIO et al., 1999;
JERONIMO et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2006).

As leishmanias sdo protozoéarios pleomorficos, com formas flageladas que se
desenvolvem no tubo digestério de um inseto vetor, e formas aflageladas ou
amastigotas, intracelulares obrigatérias, encontradas no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados (SLAPPENDEL & FERRER, 1998;
SAO PAULO, 2003).

A doenca ja foi identificada em caes (Canis familiaris), gatos (Felis domesticus),
cachorros do mato (Cerdocyon thous), raposas (Lycalopex vetulus), gambés (Didelphis
marsupialis, Didelphis albiventris) e ratos (Proechymis oris) (GENARO, 1993; CASTRO,
1996; SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997; BANETH, 2006). Até o presente momento, de
todos os animais identificados como reservatorios da doenca o cdo é considerado
epidemiologicamente o mais importante, pois apresenta um grande contingente de
animais infectados com parasitismo cutaneo, constituindo-se no principal elo na cadeia
de transmissdo da leishmaniose visceral (SLAPPENDEL & FERRER, 1998; MELO,
2004).

O calazar canino, do ponto de vista epidemiologico, é considerado mais
importante que a doenga humana, pois a enzootia canina precede a ocorréncia de

casos humanos, a infeccdo em cées é mais prevalente que no homem (CASTRO, 1996;



SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997; SCOTT et al., 2001; BANETH, 2006) e também pelo
fato de que tanto os cdes sintomaticos como 0s assintomaticos sdo igualmente
infectivos aos vetores (LAURENTI et al., 2007).

A prevaléncia da leishmaniose visceral em cédes de areas endémicas pode atingir
20 a 40% da populacdo. Acredita-se que em areas com alta infeccdo na espécie, a
incidéncia na populacdo humana varie de 1 a 2% (SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997;
SLAPPENDEL & FERRER, 1998).

Os vetores implicados na transmissdo das leishmanioses s&o insetos
denominados flebotomineos. A principal espécie nas Américas é a Lutzomyia
longipalpis, conhecida popularmente no Brasil como mosquito palha, birigui ou tatuquira
(REY, 2001; BRASIL, 2003; SAO PAULO, 2003). No Mato Grosso do Sul a Lutzomyia
cruzi também foi identificada como transmissor da doenca (SANTOS et al.,, 1998,
BRASIL, 2003; SAO PAULO, 2003).

Quando as fémeas de flebotomineos infectadas alimentam-se em hospedeiros
susceptiveis, as formas promastigotas sdo inoculadas juntamente com a saliva do
inseto. Esta possui um potente vasodilatador, denominado maxidila, que exerce
importante papel nos eventos que se seguem durante a modulacdo da resposta imune.
Desta forma, a inoculacéo do parasita na pele promove uma resposta inflamatoria local,
levando a sua fagocitose por células do sistema mononuclear fagocitico, principalmente
0os macrofagos. No interior dos macréfagos as formas promastigotas perdem o flagelo,
diferenciando-se em amastigotas, que se multiplicam por sucessivas divisdes binarias.
As células densamente parasitadas rompem-se liberando estas formas, que serdo
fagocitadas por novos macréfagos. Ocorre, entdo, a disseminacdo hematogénica e
linfatica para tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario. A infecgéo
do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos infectados,
ingerem macréfagos parasitados (FERRER, 2002; BANETH, 2006; MICHALICK &
GENARO, 2007).

A resisténcia ao desenvolvimento de sintomas apds uma infeccdo por
Leishmania sp. € determinada por indugdo da resposta imune celular mediada por

linfocitos CD4+ (MORENO et al., 1999). Estudos experimentais demonstraram que a



infeccao por Leishmania major em camundongos pode evoluir rapidamente para cura
clinica ou para uma doenca disseminada, cronica e fatal. Os macréfagos infectados por
parasitas atuam como células apresentadoras de antigenos aos linfécitos T do tipo
CD4+. Esses linfécitos sé@o estimulados a produzir interleucinas e, dependendo do perfil
estimulado, ocorre desenvolvimento de duas sub-populacdes de linfécitos T auxiliares,
Tal ou Ta2 (MOSMANN et al., 1986).

O fenétipo em tais modelos, resistente ou susceptivel, depende da linhagem do
camundongo. Camundongos C57BI/6, CBA e C3H apresentam uma resposta imune
Tal, protetora, que controla a infeccdo; enquanto camundongos Balb/c infectados
produzem uma resposta Ta2 e sucumbem aos efeitos da doenca (HEINZEL et al.,
1989). Fendtipos imunologicos equivalentes existem em humanos e caes naturalmente
infectados, e vérios estudos tém demonstrado a correlacdo entre a ativacdo de
linfocitos T auxiliares Tal e a ocorréncia de infec¢do canina assintomatica (PINELLI et
al.,1994). Além de agirem como ceélulas apresentadoras de antigenos no inicio da
resposta imune, os macréfagos afetam o curso da infeccdo secretando interleucina 1
(IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF), que aumentam a eficiéncia das células
fagociticas e de linfocitos citotoxicos (BARBIERI, 2006; MICHALICK & GENARO, 2007).

A IL-12, liberada no inicio do processo inflamatério, desempenha um papel
crucial no controle da doenca, ja que influencia a resposta imune inata e a subsequente
ativacdo de células T auxiliares CD4+ do tipo 1 (Tal). Quando ativadas, as células Tal
produzem citocinas proé-inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), a
interleucina 2 (IL-2) e o interferon gama (IFN-y), um potente indutor da formagéo de
superoxido e oxido nitrico pelos macrofagos. Esses radicais livres dependentes de
oxigénio sdo toxicos para os parasitas, podendo levar ao controle do parasitismo com
eliminacdo da infecgdo (PINELLI et al., 1994; CIARAMELLA et al., 1997; NOLI, 1999;
FEITOSA et al., 2000; CIARAMELLA & CORONA, 2003; BARBIERI, 2006; MICHALICK
& GENARO, 2007).

Os macréfagos da derme sdo as células hospedeiras mais parasitadas, sendo

também as ceélulas efetoras mais importantes na producéo de 6xido nitrico. Por sua vez,



as células epidérmicas de Langerhans sdo essenciais na inducdo da resposta imune
especifica, por serem responsaveis pelo transporte de parasitas aos linfonodos
regionais, local onde esta resposta se inicia. No tocante aos outros tipos celulares que
participam da resposta inicial, deve-se considerar os leucdcitos polimorfonucleares, que
sdo importantes na fagocitose dos parasitas, 0s quais, com o auxilio de
imunoglobulinas e do sistema complemento, possuem ac¢do leishmanicida (LAURENTI
et al., 1996).

Em contraste, quando a infeccdo esta associada com a ativacdo de linfocitos
Ta2, temos a producdo de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10), com a subsequente proliferacdo de células
B e producdo de anticorpos. A producdo de anticorpos, principalmente IgG, € muito
elevada. Entretanto, como a ativacdo de linfocitos B € policlonal, a maioria das
imunoglobulinas € inespecifica (PINELLI et al., 1994). As interleucinas IL-4 e IL-5
estimulam a producédo de altos niveis de IgM, IgE e isotipos de IgG, tais como IgG1 em
camundongos e 1gG4 em humanos (RAVINDRAN et al., 2004).

O aumento de IL-10 em sinergismo com IL-4 parece ser fundamental na
progressao da doenca, uma vez que ambas sdo capazes de inibir as funcbes da IL-12,
a ativagdo de macrofagos pelo IFN-y produzido pelas células TCD4+, e a produgéo de
radicais livres (BARBIERI, 2006; MICHALICK & GENARO, 2007). Adicionalmente,
estudos experimentais tém sugerido que existe uma diminuicdo da resposta Tal pela
secrecao de IL-10, o que previne imunidade estéril, permitindo a persisténcia de baixos
niveis de infeccdo em hospedeiros recuperados (BELKAID et al., 2002).

Sendo assim a resposta Tal esta associada a capacidade do hospedeiro em
controlar a infeccdo, e a resposta Ta2 correlacionada com a progressao da doenca. A
inducéo preferencial de linfécitos Tal ou Ta2 depende de alguns fatores, como a dose
infectante, 0 mecanismo de apresentacdo do antigeno, a via de inoculacédo e o padréo
genético do hospedeiro (FERRER, 2002; CIARAMELLA & CORONA, 2003; BARBIERI,
2006; MICHALICK & GENARO, 2007). A resposta imune de cées a infec¢do por L.
infantum néo é exclusivamente celular ou humoral, mas uma combinac&o de respostas

dos tipos Tal e Ta2, sendo que a variedade dos sintomas e a gravidade da doenca



dependem do equilibrio entre esses dois sistemas (PINELLI et al., 1994; INIESTA et al.,
2007).

Em humanos submetidos a terapia restabelece-se a proliferacéo de células T em
resposta a antigenos de leishmanias, e a producao de IL-2 e IFN-y. Individuos curados,
entretanto, apresentam células T reativas, com linfocinas do tipo Tal e Ta2 coexistindo
apos a infeccdo (ANAM et al., 1999b).

Os animais acometidos por leishmaniose visceral podem apresentar alteracdes
dermatoldgicas, hematoldgicas, digestorias, cardiorrespiratorias, renais, locomotoras,
neurologicas e oculares (GENARO, 1993; CIARAMELLA et al., 1997; SANTA ROSA &
OLIVEIRA, 1997; FERRER, 1999; FEITOSA et al., 2000; BLAVIER et al., 2001,
JUTTNER et al., 2001; CIARAMELLA & CORONA, 2003; BANETH, 2006). O quadro
clinico pode se apresentar complicado devido a ocorréncia de infecgBes oportunistas
concomitantes (CASTRO, 1996; RIBEIRO, 1997; LAMOTHE, 1999; NOLI, 1999).

As principais manifestacdes clinicas na forma classica da doenca incluem apatia,
emagrecimento progressivo, linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia, hipertermia,
hiporexia, anorexia, émese, diarréia, hematoquezia, melena, disqueratinizagdo, areas
de alopecia ou rarefacdo pilosa, hiperqueratose, ulceracdo cutanea, onicogrifose,
ceratoconjuntivite, blefarite, uveite, aumento de volume articular e edema de membros
(FERRER, 1992; CIARAMELLA et al., 1997; SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997,
SLAPPENDEL & FERRER, 1998; NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000).

Os animais assintomaticos podem permanecer assim por toda a vida ou
desenvolver sintomas apés periodos que variam de trés meses a alguns anos
(FERRER et al.,, 1995) mas, uma vez iniciado o processo, a doenga evolui
inevitavelmente para a morte (SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997; FEITOSA, et al,
2000). Animais jovens, menores de trés anos de idade, que desenvolvem sintomas da
doenca, sao considerados geneticamente predispostos a infeccdo. Por outro lado, se os
sintomas se tornam evidentes em animais adultos que vivem em areas endémicas, este
fato provavelmente se deve a uma imunossupressdo causada por co-infeccdes, ou

utilizagdo de medicamentos imunossupressores (FERRER, 2002).



Estudos epidemiologicos realizados em areas endémicas tém demonstrado que
muitos cdes assintomaticos apresentam anticorpos anti-Leishmania sp. que podem ser
mantidos por anos sem o desenvolvimento da doenca (INIESTA et al., 2005).

O diagnéstico sorolégico da leishmaniose visceral, apesar de ndo apresentar
100% de sensibilidade ou especificidade, € o método mais utilizado, principalmente em
se tratando de inquéritos epidemioldgicos. Seus resultados devem ser interpretados
com cautela, uma vez que podem gerar resultados falso-positivos e falso-negativos
(SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997). As técnicas recomendadas atualmente pelo
Ministério da Saude para o diagnostico da leishmaniose visceral canina sdo a
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a técnica de ELISA (BRASIL, 2003).

No que tange ao tratamento, ainda que as medicacles utilizadas em seres
humanos e em cées sejam as mesmas, estudos tém demonstrado que a leishmaniose
visceral é mais resistente a terapia em cées do que no homem (SLAPPENDEL &
FERRER, 1998). Apesar do tratamento, muitas vezes, levar a cura clinica dos céaes, ele
ndo produz a eliminacdo completa do parasita, e as recidivas sao frequentes (GRADONI
et al., 1987; ALVAR et al., 1994; FERRER et al.,, 1995; GINEL et al.,, 1998;
DENEROLLE & BOURDOISEAU, 1999; RIERA et al., 1999; BANETH & SHAW, 2002;
IKEDA-GARCIA et al., 2007).

A remissdo dos sintomas, segundo SOLANO-GALLEGO et al. (2001) e
RODRIGUEZ et al. (2006), costuma vir acompanhada de uma diminuicdo acentuada no
titulo de anticorpos (IgG), os quais, entretanto, permanecem detectaveis por um longo

periodo de tempo.

Em 11 de julho de 2008 foi publicada uma portaria interministerial (Ministério da
Saude e Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento), proibindo o tratamento
de leishmaniose visceral canina em todo o territério nacional. Tal portaria baseou-se no
fato de que ndo ha, até o momento, nenhum farmaco ou esquema terapéutico que
garanta a eficacia do tratamento canino, bem como a reducédo do risco de transmisséo;
a existéncia de risco de cdes em tratamento manterem-se como reservatorios e fonte

de infeccdo para o vetor e a existéncia de risco de inducdo a selecdo de cepas



resistentes aos medicamentos disponiveis para o tratamento das leishmanioses em
seres humanos (BRASIL, 2008).

No Brasil, data de 14 de marco de 1963 a publicacdo do Decreto Lei no. 51.838
gue estabelece normas técnicas especiais para o combate as leishmanioses, tendo por
objetivo a interrupcdo da transmissdo da doenca do animal ao homem, e ou inter-
humana. Dentre as medidas exigidas encontram-se a realizacdo de inquéritos
epidemiolégicos para identificacdo de caes infectados, com sua posterior eliminacao;
campanhas sistematicas contra os fleb6tomos nas areas endémicas e tratamento dos
casos humanos. Apesar de estudos experimentais indicarem que a eutanasia de caes
soropositivos pode reduzir a incidéncia da doenca tanto em cdes quanto em criancas,
problemas como um atraso no tempo entre a coleta do sangue, o diagndstico e a
eutanasia do cdo, tém gerado a suspeita de que esse programa de controle da doenca
é inefetivo (MENDES et al., 2002).

Desta forma, considerando que as medidas de controle centradas no céo tém se
mostrado inconsistentes, o desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose visceral
tem sido prioridade e considerado como urgente pela Organizacdo Mundial de Saude
(DA SILVA et al., 2000; BARBIERI, 2006).

No ano de 2003 foi produzida a primeira vacina contra a leishmaniose visceral
canina no Brasil. Esta vacina consiste de uma fracao purificada isolada de Leishmania
donovani associada ao adjuvante saponina. A fracéo purificada, denominada de ligante
de fucose manose (FML), é um complexo glicoprotéico que inibe fortemente a infeccao
in vitro de macréfagos murinos por promastigotas e amastigotas de L. donovani.
Presente na superficie de L. donovani por todo seu ciclo de vida, o FML é um potente
imunégeno em coelhos e camundongos (MENDES et al., 2003; LEISHMUNE, 2004;
DANTAS-TORRES, 2006).

O programa completo de vacinagcdo compreende a aplicagédo de trés doses, com
um intervalo de 21 dias entre elas. Em um estudo com 600 animais soronegativos de
area endémica verificou-se que 98% dos cdes apresentaram soroconversdo 30 dias

apos o término do programa vacinal. Essa producdo de anticorpos vacinais gera um



grave problema quando da realizacdo de inquéritos epidemioldgicos, e consequente
eutanasia de cdes sororeagentes. Isto porque caes vacinados podem ser confundidos
com animais naturalmente infectados, reservatorios do parasita, que devem ser
removidos para eutanasia (LEISHMUNE, 2004).

A equipe de pesquisadores responsavel pela vacina realizou testes preliminares
com a determinacdo das subclasses IgG1 e 1gG2 objetivando diferenciar esses dois
tipos de cdes (MENDES et al., 2003). MENDES et al. (2003), avaliando a resposta ao
antigeno FML de IgG total e de suas fracBes IgG1l e IgG2 em animais infectados e
submetidos a vacinacéo, verificaram niveis similares de anticorpos IgG total entre os
cades soropositivos naturalmente infectados e animais vacinados. Com relacdo as
fracbes de IgG, observaram que os animais infectados apresentaram concentracdes
séricas similares de IgG1 e 1gG2, e que os vacinados tiveram predominio de 1gG2. Os
resultados indicaram que uma proporcdo 1gG1/IgG2 = 1 deve caracterizar o soro de
animais infectados por leishmaniose visceral evoluindo para uma doenca evidente,
enquanto a proporcao lgG1l/IgG2 < 1 deve caracterizar a resposta do soro de cées
vacinados protegidos. Concluiram que o subtipo IgG1 esta associado a infec¢do natural

e 0 subtipo 1gG2 correlacionado a protecéo pés-vacinal.

SOLANO-GALLEGO et al. (2001), ALMEIDA et al. (2005), INIESTA et al. (2005),
REIS et al. (2006), DA COSTA-VAL et al. (2007), RODRIGUEZ-CORTES et al. (2007b),
avaliando as concentracdes séricas de IgG em cdes sintométicos e assintométicos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, observaram altos niveis de 1gG
total em ambos os grupos, sendo mais elevados nos animais sintomaticos do que nos

assintomaticos.

Vérios trabalhos com as subclasses de IgG tém sido realizados a fim de
determinar se a resposta das mesmas pode ser utilizada como um marcador para a
resisténcia ou susceptibilidade a leishmaniose visceral canina, para avaliar a eficacia do
tratamento e para diferenciar cdes vacinados de cées doentes (DEPLAZES et al., 1995;
BOURDOISEAU et al., 1997; CAVALIERO et al., 1999; NIETO et al., 1999; BOCETA et
al., 2000; SOLANO-GALLEGO et al., 2000; LEANDRO et al., 2001; SOLANO-



GALLEGO et al., 2001; CORDEIRO DA SILVA et al.,, 2003; MENDES et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2005; INIESTA et al., 2005; REIS et al., 2006; CARDOSO et al., 2007;
DA COSTA-VAL et al., 2007; INIESTA et al., 2007; RODRIGUEZ-CORTES et al.,
2007a). Entretanto, os resultados s&o muito contraditorios, uma vez que existem
trabalhos indicando que a IgG1 est4 associada com o desenvolvimento e a IgG2 com a
resisténcia a doenca (DEPLAZES et al.,, 1995; NIETO et al., 1999; INIESTA et al.,
2005), muitos pesquisadores afirmaram que a principal resposta imunolégica em
animais infectados pertence a subclasse 1gG2 (BOCETA et al.,, 2000; SOLANO-
GALLEGO et al., 2001; LEANDRO et al.,, 2001; CORDEIRO DA SILVA et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2005; REIS et al., 2006; CARDOSO et al., 2007; DA COSTA-VAL et al.,
2007; INIESTA et al., 2007; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2007a) e, ainda, poucos
estudos nao evidenciaram essa dicotomia na resposta das subclasses
(BOURDOISEAU et al., 1997).

Da mesma forma, existem contradi¢cdes na literatura com relacdo aos titulos de
IgGl e 1IgG2 de cades submetidos a tratamento com antimoniais. Enquanto alguns
autores verificaram diminuicdo das concentracbes séricas de IgG1l e altos titulos de
IgG2 em animais tratados (DEPLAZES et al., 1995; CAVALIERO et al., 1999), outros
observaram altas concentracfes séricas de IgGl e IgG2 antes do tratamento com
diminuicdo significante apenas nos titulos de IgG2 com o passar dos meses
(BOURDOISEAU et al., 1997). Por outro lado, também existem relatos da ocorréncia
de elevadas concentracdes seéricas de IgGl e IgG2 antes do tratamento, com
diminuicédo das duas subclasses ap6s o mesmo (SOLANO-GALLEGO et al., 2001).

De forma contraria, CAVALIERO et al. (1999), analisando as subclasses de 1gG
em caes naturalmente infectados por L. infantum submetidos a tratamento com
alopurinol, verificaram que as concentracdes séricas de IgG2 encontravam-se elevadas
em todos o0s animais e permaneceram altas mesmo em céaes clinicamente curados
durante ou apés a terapia. De acordo com os autores, as concentracfes séricas de

IgG1 podem ter valor progndstico, ja que persistiram elevadas em alguns animais que,



apos a cura clinica, apresentaram recidiva da doenca, e ndo foram detectadas em um

cdo que ndo teve recidiva do quadro clinico apés o tratamento.

O primeiro relato do fracionamento da IgG em subclasses em cdes com
leishmaniose visceral foi feito por DEPLAZES et al. (1995), os quais reportaram que 0s
animais doentes apresentam elevacao dos titulos das duas subclasses de 1gG (IGgl e
IgG2) e que, apos longo tratamento e melhora clinica, as concentracbes séricas de
lgG1 diminuem, enquanto os titulos de IgG2 permanecem elevados. Por outro lado,
cdes que permanecem cronicamente doentes, mesmo com repetidos tratamentos,

permanecem com altas concentracdes séricas de IgG1.

BOURDOISEAU et al. (1997) avaliando as subclasses de IgG em céaes
assintométicos, sintomaticos e em animais submetidos & tratamento, verificaram
elevacédo das concentracdes de IgG1 e IgG2 nos cées dos dois primeiros grupos, sendo
gue os titulos de 1gG2 foram quase o dobro dos titulos de IgG1. O acompanhamento de
cées tratados evidenciou uma diminuicdo dos niveis de IgG2 e uma elevacdo da

concentracao sérica de IgG1 ao longo do tempo.

A avaliacdo das subclasses de IgG em cédes experimentalmente infectados com
promastigotas de L. infantum, realizada por NIETO et al. (1999), evidenciou auséncia
de IgG1 em cées oligosintométicos e em animais com regressao do quadro clinico. Por

outro lado, animais sintomaticos possuiam elevadas concentragdes séricas de IgGL1.

Discordando dos achados de NIETO et al. (1999), BOCETA et al. (2000)
reportaram que em caes severamente acometidos por leishmaniose visceral observa-se
uma elevacdo das concentracdes séricas de 1gG2, e ndo de IgG1l como haviam

sugerido aqueles autores.

No mesmo ano, SOLANO-GALLEGO et al. (2000), objetivando correlacionar as
concentracdes séricas de 1IgG2 com resisténcia a doenca, compararam amostras
séricas de cdes da raca lbizan Hound, considerada resistente a doenca, com amostras

de cées de diversas racas, todos assintomaticos. Os resultados obtidos ndo permitiram



associar resisténcia a altos titulos de IgG2, uma vez que ndo houve diferenca entre os

grupos de céaes estudados.

Ainda no que tange aos titulos de 1I9gG2, LEANDRO et al. (2001) verificaram que
cdes naturalmente infectados por L. infantum, com sinais clinicos classicos da doenca,
possuiam marcante resposta humoral com altos titulos dessa fracdo de imunoglobulina
G.

Em vista de tantas discordancias na literatura, SOLANO-GALLEGO et al. (2001)
determinaram as concentracdes séricas de IgG e suas fragbes em trés grupos de caes:
assintométicos, sintomaticos ndo tratados e sintomaticos submetidos a tratamento. Os
autores verificaram que os caes assintomaticos apresentavam baixos titulos de IgG1
durante a infeccdo, mesmo quando a IgG total e a 1gG2 apresentaram elevacgdes
significantes. Nos cdes sintomaticos observaram altos niveis de IgG total e IgG2,
enquanto os niveis de IgG1l variaram de ausentes a sensivelmente elevados. Nos
animais submetidos a tratamento verificaram que os titulos de IgG total e 1gG2

diminuiram lentamente, enquanto a IgG1 caiu rapidamente nos caes responsivos.

Os resultados obtidos por CORDEIRO DA SILVA et al. (2003), que compararam
as concentracfes séricas de IgGl e IgG2 em cées sintomaticos e assintomaticos,
identificaram a 1gG2 como a subclasse predominante nos casos de caes sintomaticos.
O mesmo foi observado por ALMEIDA et al. (2005).

Iniesta e sua equipe, no mesmo ano de 2005, publicaram um ensaio cujos
resultados, mais uma vez, demonstraram as discrepancias existentes na literatura no
tocante ao estudo do fracionamento de imunoglobulina G em cées com leishmaniose
visceral. Segundo os autores, com relacdo a IgG2, tanto os animais sintomaticos como
0s assintomaticos apresentam altos titulos desta subclasse, enquanto somente os cées
com quadro clinico da doenca apresentam elevagédo na subclasse I1gG1.

Novamente estes resultados foram contestados pelos estudos de REIS et al.
(2006), CARDOSO et al. (2007) e DA COSTA-VAL et al. (2007), os quais verificaram

titulos de 1IgG2 mais elevados em caes sintomaticos.



DA COSTA-VAL et al. (2007), ainda, verificaram que os cdes assintomaticos
apresentaram valores de absorbancia da IgG total significantemente mais baixos que os
dos animais sintomaticos, ndo observando diferencas significantes entre as

concentracdes séricas de IgG1 nos grupos estudados.

Com resultados contraditérios aqueles publicados no ano de 2005, INIESTA et al
(2007), analisando novamente a expressdo de IgGl e IgG2 em cées naturalmente
infectados por L. infantum, observaram que, quantitativamente, a resposta de IgG1 a
antigenos de Leishmania sp. foi variavel, sem relacdo com a presenca ou nado de
sintomas. Por outro lado, foram detectados titulos mais elevados de IgG2 nos animais

sintomaticos quando comparados aos caes assintomaticos.

Tais resultados confrontam-se com os relatos de RODRIGUEZ-CORTES et al.
(2007a), os quais, estudando as concentracdes seéricas de IgG total e suas subclasses
em seis cées experimentalmente infectados por L. infantum, verificaram que todos os
animais produziram anticorpos IgG total e IgG2, sendo que em quatro deles, que
possuiam infeccdo sintomatica, esses niveis apresentaram-se elevados. Por outro lado,
as concentracdes seéricas de IgGl foram detectadas apenas nos quatro cées
sintomaticos, sugerindo uma associagdo entre este isotipo e o desenvolvimento de

sintomas da doenca.

Em funcdo da variabilidade dos resultados obtidos quando do fracionamento da
imunoglobulina G em duas subclasses, QUINNELL et al. (2003) utilizaram um painel de
anticorpos monoclonais especificos para quatro subclasses de IgG (I1gG1, 19G2, IgG3 e
lgG4), na tentativa de melhor avaliar a resposta imune humoral de cdes com
leishmaniose visceral. De acordo com 0s autores, no inicio da infecgcdo e em animais
assintomaticos a unica subclasse de IgG detectavel é a IgG1l, enquanto em animais
sintomaticos todas as subclasses encontram-se elevadas sendo que a IgG2 € a que se
eleva em menor intensidade. Verificaram também que existe uma grande variagdo nas
concentracoes seéricas de IgG1 e IgG2 entre os caes, e que seus valores nao sao

marcadores Uteis para a resisténcia ou susceptibilidade de cades. Essas observacoes



contradizem a grande maioria dos trabalhos que utilizaram 1gGl e 1gG2 como

marcadores da doenca.

Segundo DAY (2007), esta claro que ndo existe um padrdo consistente no que
diz respeito a uma correlacdo entre IgGl ou IgG2 e quadros sintomaticos ou

assintomaticos na leishmaniose visceral canina.

A literatura médica descreve alguns estudos em que foram avaliadas as quatro
subclasses de IgG em pacientes humanos infectados por Leishmania donovani,
entretanto, de forma semelhante aos estudos em cédes, os resultados obtidos também
foram conflitantes. Enquanto ELASSAD et al. (1994) observaram concentracfes séricas
mais elevadas de 1gG3 e IgG4 em pacientes sudaneses, GHOSH et al. (1995)
verificaram concentracdes séricas decrescentes de IgGl, 1gG2, 1gG3 e IgG4 em
pacientes indianos e ANAM et al. (1999a) estudando as subclasses em pacientes

indianos, observaram elevadas concentracfes séricas de 1gG1, 1IgG3 e IgG4.

No que se refere ao acompanhamento de pacientes submetidos a tratamento,
ELASSAD et al. (1994), avaliando as quatro subclasses de IgG em pacientes
sudaneses com leishmaniose visceral submetidos a tratamento com estibogluconato de
sédio, verificaram que apds o tratamento os titulos de IgG ndo demonstraram alteragao,
entretanto, os titulos de IgG1 e IgG3 apresentaram reducédo significativa. Contrapondo-
se aos resultados anteriores, CHATTERJEE et al, (1998) reportaram que, ap0s o
sucesso do tratamento de humanos com antimoniais, houve uma diminuicdo das
concentracoes séricas de IgG total e de suas quatro subclasses, sendo que os titulos
de IgGl e IgG2 foram o0s que apresentaram maior redugcdo. Por outro lado, nos
pacientes ndo responsivos a terapia os titulos de anticorpos ndo se alteraram, ou

apresentaram leve aumento.

ANAM et al. (1999b) e DA MATTA et al. (2000), realizando o tratamento de seres
humanos portadores de leishmaniose visceral, observaram que apés a cura clinica os
titulos séricos mantinham-se positivos, apesar de diminuirem. Verificaram, ainda, uma
significante diminuicdo dos titulos de todas as subclasses, sendo mais significante a de

lgG4. De acordo com DA MATTA et al. (2000), as concentracfes séricas de IgG e de



suas subclasses diminuem apo0s o tratamento de acordo com a seguinte sequéncia:
IgG4, 1gG3, 1gG2, IgG e finalmente IgG1.

RAVINDRAN et al. (2004) em seus estudos sobre o perfil das subclasses de 1gG
no soro de pacientes com leishmaniose visceral, salientaram que individuos resistentes
a terapia possuem diminuicdo nas concentracdes séricas de IgG2 e IgG3, auséncia de
alteracdo em 1gG4, e elevacdo das concentracdes de IgGl.Todavia, o sucesso do
tratamento € acompanhado de um significante declinio nos titulos de IgG3, IgG4 e
lgG1.



3. OBJETIVOS GERAIS

Partindo-se da hipotese de que as subclasses de IgG podem apresentar uma
correlacdo com a resisténcia ao desenvolvimento de sintomas, ou com a
susceptibilidade ao aparecimento de quadro clinico em cées portadores de
leishmaniose visceral, o presente estudo teve como objetivos gerais definir se o perfil
das subclasses de IgG pode diferenciar caes naturalmente infectados por Leishmania
sp. sintomaticos e assintomaticos, cées portadores de leishmaniose visceral submetidos

a tratamento e cdes higidos submetidos a vacinacao contra a doenca.

3.1 Objetivos especificos

O presente estudo teve como objetivos especificos comparar inicialmente a
resposta da imunoglobulina G e de suas subclasses IgG1 e IgG2, para posteriormente
comparar o perfil das subclasses 1gG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 entre 0s seguintes grupos
experimentais:

- caes controle, cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com
guadro clinico da doenca, e cédes assintomaticos portadores de leishmaniose visceral;

- caes controle, cdes naturalmente acometidos por leishmaniose visceral com
guadro clinico da doenca, e cdes submetidos a vacinagéo contra a doenca,;

- caes controle, caes assintomaticos portadores de leishmaniose visceral, e cées
submetidos a vacinacao contra a doenca;

- c8es controle, caes assintoméaticos portadores de leishmaniose visceral, e cées

portadores de leishmaniose visceral submetidos a tratamento.



4. MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi conduzida no Laboratério de Imunologia do Curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Campus de
Aracatuba — SP.

4.1 Animais utilizados

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho” - UNESP —
campus de Aracatuba e pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP — campus de
Jaboticabal, registrado no protocolo 29/05 e 006842-05, respectivamente (Apéndices
FF e GG).

Foram utilizados cinco grupos de animais de ambos os sexos, de diversas racas
e idades variadas. O primeiro grupo foi composto por 45 cédes clinicamente sadios,
encaminhados para vacinacdo a clinica particular no municipio de Santos, area néo
endémica para leishmaniose visceral, os quais foram utilizados como grupo controle. O
segundo grupo foi formado por 45 cdes naturalmente infectados por Leishmania sp.
apresentando infeccéo sintomatica, que foram encaminhados ao centro de controle de
zoonoses para a realizacdo da eutanasia. O terceiro grupo foi composto por 45 caes
naturalmente infectados por Leishmania sp. apresentando infeccdo assintomatica, os
quais foram encaminhados ao centro de controle de zoonoses para a realizacdo da
eutanasia.

O diagnostico de leishmaniose visceral foi firmado por meio da identificagdo de
formas amastigotas de Leishmania sp. no exame citolégico de puncdo bidpsia
aspirativa de linfonodo e de medula Ossea, e confirmado através do teste
imunoenzimatico (ELISA).

O quarto grupo foi constituido de 37 cées clinicamente higidos submetidos ao



protocolo de vacinacdo contra leishmaniose visceral canina!, seguindo as
recomendacfes do laboratério fabricante. Durante todo o experimento, 0s animais
vacinados foram mantidos com coleira & base de deltametrina?, a qual era substituida a
cada quatro meses, seguindo as recomendacdes do fabricante, a fim de minimizar
riscos de infeccdo a partir de flebotomineos infectados. Para a inclusdo neste grupo os
animais deveriam apresentar um exame fisico sem nenhuma alteracdo digna de nota,
um hemograma dentro dos valores de normalidade sugeridos pelo laboratério clinico do
Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira” da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — campus de Aracatuba — SP, exames citolégicos de puncdo biépsia
aspirativa de linfonodo e de medula 0ssea negativos para a presenca de formas
amastigotas de Leishmania sp. e exame sorolégico por teste imunoenzimético (ELISA)
negativo para leishmaniose visceral.

O quinto grupo foi formado por 27 cées portadores de leishmaniose visceral
encaminhados ao centro de controle de zoonoses e foram submetidos a tratamento
com uma combinacdo do antimoniato de meglumina® na dose de 75 mg/kg a cada doze
horas, por via subcutanea, durante 21 dias, associado ao alopurinol* na dose de 10
mg/kg a cada doze horas, por via oral durante seis meses e, cujas amostras de soro ja
encontravam-se estocadas antes do inicio do experimento. Tais animais fizeram parte
de um projeto de dissertacdo de mestrado aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEAA), todos foram submetidos a tratamento e submetidos a
eutanasia ao término do experimento (IKEDA, 2004).

Todos os cades dos grupos dois e trés foram submetidos a eutanasia com
Pentobarbital sédico®, na dose de 15 mg/kg por via intravenosa, seguida de uma

ampola de 10 ml de cloreto de potassio®, em cumprimento ao Decreto n°. 51.838 do

! Leishmune®- Fort Dodge Salde Animal Ltda.

2 Scalibor® - Intervet Production S.A.

3 Glucantime® - Aventis Pharma Ltda.

* genérico — Hexal Ltda.

5 Hypnol 3% - Fontoveter — Itapira, SP

% Cloreto de potassio a 19,1% - Darrow — Rio de Janeiro, RJ



Ministério da Saude do Brasil, de 14 de margo de 1963, o qual estabelece que animais
domésticos portadores de leishmaniose devem ser submetidos a eutanasia. O método
empregado para a eutanasia seguiu as recomendacdes da Resolucao n°. 714, de 20 de
junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinéria, que dispbe sobre

procedimentos e métodos de eutanasia em animais.

4.2 Delineamento experimental

A colheita das amostras dos animais dos grupos um, dois e trés ocorreu em
apenas um momento. As amostras dos animais do quarto grupo foram colhidas em
cinco momentos: MO — antes da aplicacdo da primeira dose da vacina; M1 — antes da
aplicacdo da segunda dose da vacina; M2 — antes da aplicacdo da terceira dose da
vacina, M3 — 90 dias apo0s a aplicacdo da primeira dose da vacina e M4 — 180 dias apés
a aplicacdo da primeira dose da vacina. J4 os animais do quinto grupo tiveram as
amostras colhidas em cinco momentos: MO — antes do inicio do tratamento; M1 — 30
dias apos o inicio do tratamento, M2 — 60 dias ap0s o inicio do tratamento, M3 — 90 dias
apos o inicio do tratamento e M4 — 180 dias ap0s o inicio do tratamento.

Inicialmente foram realizadas as determinacbes da IgG total e das duas
subclasses de IgG (IgG1 e IgG2) utilizando anticorpos policlonais. Apds a analise dos
resultados dessa primeira investigacdo, foram determinados os melhores momentos
para a avaliacdo das quatro subclasses de IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4) utilizando-se
anticorpos monoclonais.

Desta forma, no grupo submetido a vacinacdo, determinou-se as quatro
subclasses em MO - antes da aplicacdo da primeira dose da vacina e M3 - 90 dias ap0s
a aplicacdo da primeira dose da vacina, quando os resultados da primeira anélise
demonstraram que ja havia ocorrido soroconversao. No grupo submetido a tratamento,
foram utilizadas as amostras colhidas em dois momentos: MO - antes do inicio do
tratamento e M4 - 180 dias ap0s o inicio do tratamento, quando se evidenciou maior

diferenca estatisticamente significativa entre os momentos.



4.3 Colheita das amostras

4.3.1 Medula Ossea

A colheita de medula Ossea foi realizada com agulha hipodérmica (40x16),
mediante punc¢do na crista iliaca dos animais. Imediatamente apds a pun¢do da medula
0ssea, foram confeccionados cinco esfregacos por animal. As laminas foram coradas
com o corante hematolégico' e observadas ao microscépio 6ptico, em aumento de

100x, para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.

4.3.2 Linfonodos

Com auxilio de uma seringa de 10 mL e agulha hipodérmica (30x7) foi realizada
a puncdo bidpsia aspirativa de linfonodo popliteo. Apds a colheita do material, foram
realizados dois esfregacos por animal, que posteriormente eram corados com o corante
hematolégico' e observados ao microscépio 6ptico, em aumento de 100x, para a

pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.

4.3.3 Sangue Total

Apés assepsia local, foram colhidos 10 mL de sangue por puncdo da veia
jugular, que eram depositados em frascos sem anticoagulante e mantidos, em

temperatura ambiente até a coagulacdo e retracdo visivel do coagulo. Em seguida, as

T Panético Rapido - Laborclin — Curitiba, PR



amostras eram submetidas a centrifugacdo a 3.000 r.p.m., durante cinco minutos, para
melhor separacdo do soro. Este, por sua vez, era transferido para frascos de plasticos
apropriados, com o auxilio de pipeta automatica, e estocado e mantido a 20° C

negativos.

4.4 Técnicade ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

4.4.1 Ensaio para a deteccdo de anticorpos totais anti-Leishmania chagasi

A presenca de IgG anti-Leishmania sp. no soro foi determinada por meio da
técnica de ELISA, como descrita por LIMA et al. (2003). As microplacas foram cobertas
com antigeno total de Leishmania chagasi, cepa MHOM/BR/74/PP75 (apéndice A),
numa concentragdo de 20ug/mL em tampao carbonato 0,05 M, pH 9,6. Apds incubacao
a 4C por toda a noite as placas foram lavadas com PBS - 0,05% “Tween” 20
(PBS-T) e blogueadas por uma hora a temperatura ambiente com 150 pL por poco de
uma solucdo de PBS contendo 10% de soro bovino fetal. Apés nova lavagem com PBS
— T, as amostras de soro, diluidas 1:400 em PBS - 10% de soro fetal bovino e 0,05%
“Tween” 20, foram adicionadas a cada poco e incubados por duas horas a temperatura
ambiente. Posteriormente apos nova lavagem com PBS - T, adicionou-se a placa 100
pL de anticorpo anti-IgG de cdo, marcado com peroxidasel, previamente titulado.

Apés a incubagdo por uma hora em temperatura ambiente, a placa foi
novamente lavada com PBS - T e foram adicionados 100 puL de uma solucé&o contendo
ortofenilenediamina (OPD)2 (0,4 mg/mL) em diluente apropriado com peréxido de

hidrogénio. A reacao foi interrompida adicionando-se 50uL de H,SO* 1M, e a densidade

! Sigma — Aldrich Brasil LTDA
2 sigma — Aldrich Brasil LTDA



6ptica (D.O.) foi avaliada a 492nm, utilizando-se o leitor automaético’. Controles
negativos e positivos foram incluidos em cada placa e os resultados foram expressos

pela média da densidade optica dos soros em duplicata.

4.4.2 Ensaio para adeteccdo de IgG1 e IgG2 policlonal

Para a padronizacdo das concentracfes dos conjugados e soros foi realizada a
titulagdo em bloco. As melhores diluicbes que discriminaram soro controle positivo e
soro controle negativo foram 1:20000 para IgG1 e 1:140000 para IgG2. Os resultados
da padronizacdo encontram-se apresentados nos apéndices B a E.

A presenca de IgG1l e IgG2 no soro foi determinada por meio da técnica de
ELISA como descrita por LIMA etal. (2003), com as seguintes modificacdes: foi
adicionado anticorpo anti-IgG1 e 1gG2 de cdo® ao invés do anticorpo anti-IgG; a
solucdo reveladora utilizada foi o tetrametilbenzidina (TMB)® e a densidade 6ptica (D.O.)

foi avaliada a 450nm.

4.4.3 Ensaio para a deteccdo de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 monoclonal

Os anticorpos monoclonais para deteccdo das quatro subclasses de IgG (IgG1,
lgG2, 1I9G3 e 1gG4) foram gentilmente cedidos pelo Professor de Patologia Veterinéria,
Michael J. Day, da Divisdo de Patologia Veterinaria, Infeccdo e Imunidade da Escola

de Clinica Veterinaria da Universidade de Bristol, Reino Unido.

! Labsystems Multiskan EX - Flow Laboratories International SA, Lugano, Switzerland
2 Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA
% Sigma-Aldrich Co., USA



Para a padronizacdo das concentraces dos anticorpos monoclonais, conjugado e soros
foi realizada a titulacdo em bloco. As melhores diluicbes que discriminaram soro controle
positivo e soro controle negativo foram diluicdo de 1:50 para o soro, 1:200 para a IgG1, 1:50
para 1gG2, 1:50 para 1gG3, 1:50 para IgG4 e 1:5000 para o conjugado. Os resultados da
padronizagcdo encontram-se apresentados nos apéndices S a V.

A presenca de IgGl, 1gG2, IgG3 e 1gG4 no soro foi determinada por meio da
técnica de ELISA como descrita por QUINNELL et al. (2003), com algumas
modificacdes. As placas foram cobertas com antigeno total Leishmania chagasi em uma
concentracdo de 20ug/ml em tampéo carbonato 0,05M, pH 9,6, e incubadas por toda a
noite a 4°C. No dia seguinte, apos a lavagem com PBS-tween 20 (PBS-T) por trés
vezes, as placas foram bloqueadas com 75ul de uma solugdo de PBS contendo 1% de
polivinilpirrolidona® e incubadas & temperatura ambiente durante uma hora. Ap6s nova
lavagem com PBS-T por trés vezes, 50ul do soro controle positivo, do soro controle
negativo (animal saudavel de area nao-endémica) e das amostras dos soros dos
animais diluidas 1:50 em PBS contendo 5% de leite em p6 desnatado e 0,5% “Tween”
20, foram adicionadas nos respectivos poc¢os e incubadas por duas horas a 37°C. Apos
trés lavagens com PBS-T, adicionou-se a placa 50ul de anticorpo monoclonal anti-
lgG1(B6)?, usado na diluicdo de 1:200, anti-lgG2 (E5)? usado na diluicdo de 1:50, anti-
IgG3 (A3G4)?, usado na diluicdo de 1:50 e anti-lgG4 (A5)?, usado na diluicdo de 1:50.

Apbs incubacgéo por duas horas a 37°C, a placa foi novamente lavada trés vezes
com PBS-T, foram adicionados 50ul do anticorpo anti-lgG conjugado com fosfatase
alcalina® diluido 1:5000 em PBS contendo 5% de leite em p6 desnatado e 0,5%

“Tween” 20 e incubados a 37°C durante uma hora. Apés a lavagem da placa,

adicionou-se 100ul da solucéo reveladora p-nitrofenil fosfato® e incubou-se por trinta

1Sigma — Aldrich Brasil LTDA
2 Quinnell et al. (2003)

% Sigma — Aldrich Brasil LTDA
“Sigma — Aldrich Co., USA



minutos em temperatura ambiente. A densidade optica (D.O.) foi avaliada a 405nm,
utilizando o leitor de ELISA®. Controles negativos e positivos foram incluidos em cada
placa e os resultados foram expressos pela média da densidade 6ptica dos soros em

duplicata.

4.4.4 Determinacgdo dos pontos de corte

A determinacdo do ponto de corte das técnicas de ELISA para pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania chagasi, foi realizada utilizando-se os soros de cées sadios
provenientes do municipio de Santos, S&o Paulo, drea ndo endémica para doenca.
Para tanto, considerou-se a média acrescida de trés desvios-padrdes. Desta forma, os
pontos de corte utilizados para a detecgcdo de IgG total, IgG1l e IgG2 por meio de
anticorpos policlonais foram 0,218, 0,069 e 0,181, respectivamente. E os pontos de
corte usados para a deteccdo de IgG1l, 1gG2, 1gG3 e IgG4 por meio de anticorpos
monoclonais foram 0,110, 0,202, 0,088 e 0,041, respectivamente.

Os valores individuais das médias das absorbéancias (densidades Opticas) dos

animais do grupo controle encontram-se expressos nos apéndices F e X.

! Labsystems Multiskan EX - Flow Laboratories International SA, Lugano, Switzerland



5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de variancia com medidas repetidas e
analise dos residuos para verificar a normalidade e homogeneidade de variancias, pré-
requisitos necessarios para a andlise de variancia.

Como as variadveis 1gG total, IgG1 e 1gG2 policlonais ndo apresentaram
distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Friedman para comparar 0S momentos em
cada grupo e o teste de Kruskal-wallis para a comparacao entre 0s grupos.

As variaveis IgG total, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 monoclonais ndo apresentaram
distribuicdo normal e foram analisadas usando o teste de Wilcoxon para comparar 0s
momentos e o teste de Kruskal-Wallis para comparar os grupos. Os resultados foram

apresentados através das médias, desvios-padrbes e medianas.

O nivel de significancia adotado foi de 5% e as analises estatisticas foram
efetuadas empregando-se o programa Statistical Analysis System (SAS, 1999).



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ainda ndo existe um consenso entre 0s pesquisadores quanto a possibilidade
das subclasses de IgG serem utilizadas como identificadores de susceptibilidade ou
resisténcia a infeccdo por Leishmania sp., 0 que seria de grande utilidade na
avaliagdo de animais supostamente infectados, principalmente quando se trata de
animais previamente tratados ou vacinados. No presente ensaio 0s caes portadores
de leishmaniose visceral que possuiam sintomas da doenca apresentaram o0s
maiores valores de IgG, seguidos dos infectados assintomaticos e, finalmente, dos
animais do grupo controle (tabela 1 e figura 1). Os valores de IgG total nao
permitiram diferenciar caes infectados com quadro clinico daqueles infectados
assintomaticos. Apesar de haver diferenca estatisticamente significativa entre eles,
os dois grupos possuiam mediana acima do ponto de corte (0,218), possibilitando
sim, sua diferenciacdo com cées higidos. Resultados semelhantes foram obtidos por
SOLANO-GALLEGO et al. (2001), ALMEIDA et al. (2005), INIESTA et al. (2005),
REIS et al. (2006), DA COSTA-VAL et al. (2007) e RODRIGUEZ-CORTES et al.
(2007a).

Tabela 1. Média (X), desvio-padrdo (s) e mediana (Md) das densidades 6pticas obtidas
em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e IgG2, de 45 caes higidos de area
ndao endémica (controle), 45 cdes sintomaticos naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral canina (sintomatico) e 45 caes assintomaticos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina (assintomatico).
(Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

1gG total IgG1 IgG2
Grupos X+s Md X+s Md X+s md
0,119 + 0,049 0,123 ¢ 0,032 + 0,019 0,027 b 0,110 + 0,036 0,109 b
1,166 + 0,110 1,162 a 0,069 + 0,036 0,062 a 0,773 +0,137 0,779 a
Al Elleel 0,704 £ 0,189 0,686 b 0,131 + 0,166 0,073 a 0,644 + 0,180 0,676 a
Grupos seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Kruskal-wallis (p < 0,05).
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Figura 1. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e 1gG2, de 45 cées
higidos de area ndo endémica (controle), 45 cédes sintomaticos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina (sintomatico)
e 45 cédes assintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral canina (assintomatico). (Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

Apesar desses resultados, é importante salientar que nem todos os caes
infectados fazem soroconversdo, e que nem sempre existe uma correlacdo entre
guadro clinico e titulos de anticorpos, como descrito por FERRER et al., (1995). Sendo
assim, nem sempre as concentracdes de IgG poderao diferenciar caes infectados de

animais higidos.

A analise do fracionamento da imunoglobulina G permite verificar que a IgG1
nao se presta para diferenciar seguramente cées sintomaticos e assintomaticos, apesar
do valor da mediana dos cdes sem quadro clinico ter sido superior a dos animais
sintomaticos (tabela 1 e figura 1). Somente REIS et al. (2006) encontraram semelhantes
resultados, enquanto BOURDOISEAU et al. (1997), SOLANO-GALLEGO et al. (2001),
ALMEIDA et al. (2005), CARDOSO et al. (2007), DA COSTA-VAL et al. (2007) e

INIESTA et al. (2007) verificaram valores mais elevados desta fragdo nos caes



sintomaticos. A comparacao do valor da mediana da fragdo IgG1 com o ponto da corte
da reacdo (0,069) no grupo sintomatico evidencia uma estimulacdo muito pequena
desta subclasse, fato também verificado por LEANDRO et al. (2001).

Com relagdo a IgG2, esta foi a predominante nos trés grupos experimentais, nao
permitindo a diferenciacdo entre os dois grupos de cées infectados, uma vez que
ambos apresentaram altos valores de mediana, com elevacdo maior nos caes do grupo
sintomatico (tabela 1 e figura 1). Estes resultados corroboram os relatos de
BOURDOISEAU et al. (1997), BOCETA et al. (2000), SOLANO-GALLEGO et al. (2001),
CORDEIRO DA SILVA et al. (2003), ALMEIDA et al. (2005), INIESTA et al. (2005),
REIS et al. (2006), CARDOSO et al. (2007), DA COSTA-VAL et al. (2007) e INIESTA et
al. (2007), que reportaram que cdes com sintomas da doenca apresentam niveis
elevados de IgG2.

Diferente das observacdes desse estudo, DEPLAZES et al. (1995) e NIETO et
al. (1999) verificaram predominio de IgG1 em animais sintomaticos e de IgG2 em cées
assintomaticos. Apesar das subclasses de IgG ndo se mostrarem como indicadores de
susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo, permitiram a diferenciacdo de caes
clinicamente sadios daqueles infectados e assintomaticos, o que parece ser de grande
valia quando da realizacdo de inquéritos epidemiolégicos ou da avaliacdo de animais
em que outros métodos diagndsticos ndo possam ser utilizados, tais como 0 exame
parasitoldgico direto.

Os valores individuais médios das densidades 6pticas de IgG total, IgG1 e 1gG2,
determinados por meio de anticorpos policlonais, dos cdes higidos de area nao
endémica (controle), dos cdes sintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral canina (sintomatico) e dos cdes assintomaticos naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral canina (assintomatico), encontram-se apresentados nos
apéndices F a H.

Os Uunicos trabalhos existentes na literatura que avaliaram as subclasses de
imunoglobulinas G em cées vacinados foram realizados pela equipe brasileira
responsavel pela producdo da vacina contra leishmaniose visceral, tornando as

informagfdes muito escassas no tocante ao comportamento do fracionamento da I1gG.



No presente ensaio as medianas das densidades 6pticas de IgG total, IgG1 e IgG2
elevaram-se gradativamente com a realizacdo das doses de vacina, atingindo seus
valores mais altos 30 dias ap6s o término do esquema vacinal, e declinando 180 dias
apos a primeira dose (tabela 2 e figura 2). Esses resultados corroboram os relatos de
MENDES et al. (2003), os quais reportaram que o maior valor de absorbancia da IgG

total ocorreu apés a aplicacédo da ultima dose da vacina.

Tabela 2. Média (X), desvio-padrdo (s) e mediana (Md) das densidades 6pticas obtidas
em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1l e 1gG2, em 37 caes higidos
submetidos a vacinacdo contra leishmaniose visceral, antes da primeira (MO0),
da segunda (M1) e da terceira dose da vacina (M2), 90 dias (M3) e 180 dias
apoés a aplicagdo da primeira dose da vacina (M4). (Unesp - Jaboticabal - SP,
20009).

IgG total IgG1 1gG2

Momentos Xts

0,130 £ 0,051 0,126 d 0,032 £ 0,028 0,026 ¢ 0,096 + 0,047 0,088 d
M1 0,226 +0,122 0,193 ¢ 0,043 £ 0,043 0,032¢c 0,160 + 0,090 0,154 c
M2 0,377 £0,163 0,369 b 0,127 £ 0,116 0,094 b 0,267 £ 0,093 0,255 b
M3 0,737 £0,119 0,754 a 0,231+ 0,198 0,163 a 0,435+ 0,146 0,429 a
M4 0,359 £ 0,140 0,333 b 0,094 + 0,071 0,073 b 0,241 £ 0,112 0,215 bc

Momentos seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Friedman (p < 0,05).
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Figura 2. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades oOpticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e IgG2 em 37 cées
higidos submetidos a vacinacao contra leishmaniose visceral, antes da
primeira (M0), da segunda (M1) e da terceira dose da vacina (M2), 90
dias (M3) e 180 dias apos a aplicacao da primeira dose da vacina (M4).
(Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

Somente antes da aplicacdo da terceira dose da vacina (a partir de M2) é que se
observou uma diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao inicio do
experimento (M0) nas medianas das densidades Opticas tanto de IgG total quanto de
IgG1 e IgG2. Desta forma, optou-se por trabalhar com os valores de M3, por terem sido
0S que apresentaram a maior diferenca com os do inicio do experimento (tabela 2 e
figura 2).

No presente estudo, ao compararmos os momentos MO e M3, foi possivel
verificar que apesar dos valores de IgG2 serem superiores aos de IgGl em M3,
proporcionalmente a elevacédo da IgG total ocorreu mais pela fracdo IgG1l (626%) do
que pela subclasse 1gG2 (427%). Esses dados discordam dos achados de MENDES et

al. (2003), os quais relataram predominio de IgG2 em animais vacinados. No entanto,



ao analisarmos os dados dos referidos autores, se compararmos os valores de 1gG1 e
lgG2 antes da imunizacdo e apoés a terceira dose da vacina, € possivel observar uma
elevacdo proporcionalmente muito proxima das duas subclasses, IgG1 com aumento de
642% e 1gG2 de 608%, em detrimento da elevacéo de IgGL1 ter sido um pouco maior.

Apesar da comparacdo das densidades oOpticas medianas de IgG total entre os
grupos apresentar diferencas estatisticamente significativas, tanto os animais doentes
guanto os vacinados (M3) possuiam densidade éptica média de IgG total maior que a
do grupo controle. No entanto, os animais doentes tiveram valores superiores aos dos
cdes vacinados (tabela 3 e figura 3). Esses resultados discordam dos relatos de
MENDES et al. (2003), que verificaram niveis similares de anticorpos IgG total entre os
caes soropositivos naturalmente infectados e animais vacinados.

Com relacdo aos cdes com leishmaniose visceral, observou-se um predominio
de 1gG2 (tabela 3 e figura 3), discordando dos relatos de MENDES et al. (2003) que
observaram concentracdes séricas similares de IgG1 e IgG2 em animais infectados. Por
outro lado, apesar dos cées vacinados apresentarem mediana de 1gG2 superior a de
IgG1, a analise dessas medianas em relacao ao ponto de corte da reacdo evidencia
que a estimulacdo das duas fracOes foi proporcionalmente similar, 236% e 237% para
IgG1 e 1gG2, respectivamente. Esses resultados discordam dos relatos de MENDES et
al. (2003), que afirmaram haver um predominio de IgG2 em animais vacinados.
Entretanto, a comparagédo dos valores de 1gG1 e 1gG2 antes da imunizacdo e apoés a
terceira dose da vacina, obtidos por esses autores, revela que a elevagdo das duas

subclasses foi proporcionalmente muito préxima, como verificado no presente estudo.



Tabela 3. Média (X), desvio-padrdo (s) e mediana (Md) das densidades 6pticas obtidas
em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e IgG2, de 45 caes higidos de area
ndo endémica (controle), 45 cdes sintomaticos naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral canina (sintomatico) e 37 caes higidos 90 dias apds
receberem a primeira dose de vacina contra leishmaniose visceral (vacinado).
(Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

IgG total IgG2
Grupos X+s Md
Controle 0,119 + 0,049 0,123 c 0,032 £ 0,019 0,027 c 0,110 £+ 0,036 0,109 ¢
SilgllelpeElifelel 1,166 + 0,110 1,162 a 0,069 £ 0,036 0,062 b 0,773 £0,137 0,779 a
Vacinado 0,737 £0,119 0,754 b 0,231 £ 0,198 0,163 a 0,435 £ 0,146 0,429 b

Grupos seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Kruskal-wallis (p < 0,05).
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Figura 3. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e 1gG2, de 45 cées
higidos de area ndo endémica (controle), 45 cées sintoméaticos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina (sintomético)
e 37 cées higidos, 90 dias apds receberem a primeira dose de vacina
contra leishmaniose visceral (vacinado). (Unesp - Jaboticabal - SP,
20009).



Apesar das medianas de IgG1l e IgG2 diferenciarem estatisticamente animais
vacinados de animais infectados, e ambos de animais higidos, ndo é possivel
estabelecer um limite de elevacdo, a partir do qual seja possivel distinguir cées
doentes de animais vacinados, uma vez que a variabilidade dos resultados € muito
grande.

De acordo com MENDES et al. (2003), a relacao 1gG1/IgG2 = 1 deve caracterizar
a resposta de animais infectados por leishmaniose visceral evoluindo para uma doenca
evidente, enquanto IgG1l/lgG2 < 1 caracteriza o perfil sérico de cdes vacinados
protegidos. Entretanto, ndo foi possivel verificar essa correlacdo no presente ensaio,
uma vez que 0s animais sintomaticos e os vacinados possuiam valores de 0,079 e
0,379, respectivamente.

Os valores individuais médios das densidades épticas de IgG total, IgG1 e 1gG2,
determinados por meio de anticorpos policlonais, dos caes higidos submetidos a
vacinacdo contra leishmaniose visceral canina em cada momento de avaliacdo, dos
caes higidos de area ndo endémica (controle) e de caes sintomaticos naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral canina (sintoméatico), encontram-se apresentados
nos apéndices | a M, F e G, respectivamente.

As densidades Opticas médias de IgG total dos animais assintométicos e
vacinados foram muito similares e apresentaram-se superiores as dos caes do grupo
controle, ndo havendo, entretanto, diferenca estatisticamente significativa entre elas
(tabela 4 e figura 4). Esses resultados foram semelhantes aos observados por
MENDES et al. (2003), que encontraram niveis de IgG total semelhantes entre caes

vacinados e soropositivos, entretanto trabalhando com animais infectados sintomaticos.



Tabela 4. Média (X), desvio-padrao (s) e mediana (Md) das densidades 6pticas obtidas
em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e IgG2, de 45 céaes higidos de
area nao endémica (controle), 45 cdes assintomaticos naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral canina (assintomético) e 37 cées
higidos 90 dias apds receberem a primeira dose de vacina contra
leishmaniose visceral (vacinado). (Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

IgG total lgG1 1gG2
Grupos X+s Md X+s Md X+s

Controle 0,119 + 0,049 0,123 b 0,032 + 0,019 0,027 b 0,110 + 0,036 0,109 ¢
0,704 + 0,189 0,686 a 0,131 + 0,166 0,073 a 0,644 + 0,180 0,676 a
0,737 £0,119 0,754 a 0,231 +0,198 0,163 a 0,435 + 0,146 0,429 b

Grupos seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Kruskal-wallis (p < 0,05).
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Figura 4. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e 1gG2, de 45 cées
higidos de area ndo endémica (controle), 45 cdes assintomaticos
naturalmente  acometidos por leishmaniose visceral canina
(assintomético) e 37 caes higidos, 90 dias apds receberem a primeira
dose de vacina contra leishmaniose visceral (vacinado). (Unesp -
Jaboticabal - SP, 2009).



Com relacéo as fragcdes de 1gG, os caes assintomaticos apresentaram valores de
mediana de 1gG2 mais elevados que IgGl, havendo, nesse grupo de animais, um
predominio da subclasse 1gG2 (tabela 4 e figura 4), discordando dos relatos de
MENDES et al. (2003) que verificaram concentracdes séricas similares de IgG1 e 1gG2
em animais infectados. Uma possivel explicacdo para essa discordancia é que os
referidos autores analisaram animais sintomaticos. Ja os cées vacinados apresentaram
mediana de IgG2 superior a de IgG1, no entanto com uma estimulagcdo proporcional
das duas fragcOes de imunoglobulinas (tabela 4 e figura 4). Esses resultados discordam
dos relatos de MENDES et al. (2003), que afirmaram haver um predominio de IgG2 em
animais vacinados. Entretanto, ao analisarmos os dados dos referidos autores,
verificamos que os resultados do presente estudo corroboram seus achados, uma vez
gue a elevacéao das duas subclasses foi proporcionalmente muito semelhante.

As medianas de IgGl n&o diferenciaram animais vacinados de caes
assintomaticos, mas diferenciaram de animais higidos (tabela 4 e figura 4). Apesar das
medianas de 1gG2 diferenciarem estatisticamente animais vacinados de caes infectados
assintomaticos, e ambos de animais higidos, a variabilidade dos resultados ndo permite
estabelecer um limite de elevacdo a partir do qual é possivel distinguir cdes doentes
assintomaticos de animais vacinados.

A comparacéo das relacdes 1gG1/IlgG2 dos animais assintomaticos e vacinados,
apresentou valores de 0,108 e 0,379, respectivamente. Esses, discordam dos achados
de MENDES et al. (2003), que relataram que uma relacdo I1gG1/lgG2 = 1 é
caracteristica de animais doentes, enquanto IgG1/IgG2 < 1 caracteriza a resposta do
soro de cées vacinados protegidos.

Os valores individuais médios das densidades Opticas obtidas em ensaio ELISA
indireto de 1gG total, 1gG1 e 1gG2, determinados por meio de anticorpos policlonais,
dos cées higidos submetidos a vacinagao contra leishmaniose visceral canina em cada
momento de avaliagdo, dos cées higidos de area ndo endémica (controle) e dos caes
assintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina
(assintomético) encontram-se apresentados nos apéndices | a M, F e H,

respectivamente.



A analise das densidades Opticas de IgG total dos animais submetidos a
tratamento identificou uma diminuicdo das medianas ao longo do tempo, no entanto
com valores acima do ponto de corte da reacdo (0,218) (tabela 5 e figura 5). Esses
resultados concordam com os relatos de SOLANO-GALLEGO et al. (2001) e
RODRIGUEZ et al. (2006), os quais reportaram que a remissdo dos sintomas
normalmente acompanha uma diminuicdo no titulo de anticorpos (IgG), que podem

permanecer detectaveis por um longo periodo de tempo.

Tabela 5. Média (X), desvio-padrao (s) e mediana (Md) das densidades 6pticas obtidas
em ensaio de ELISA indireto de IgG total, IgG1 e IgG2, em 27 caes portadores
de leishmaniose visceral canina, antes do inicio do tratamento (M0), aos 30
dias (M1), 60 dias (M2), 90 dias (M3) e 180 dias apds o inicio do tratamento
(M4) com antimoniato de meglumina e alopurinol. (Unesp - Jaboticabal - SP,
20009).

IgG total lgG1 lgG2

Momentos Xts

0,701 £0,191 0,728 a 0,139 £ 0,222 0,067 a 0,617 £ 0,255 0,619 a
0,639 £ 0,215 0,626 a 0,109 + 0,203 0,030 ab 0,534 £ 0,252 0,494 ab
0,551 £ 0,203 0,521 b 0,094 £ 0,162 0,036 b 0,453 £ 0,257 0,411 bc
0,522 £ 0,198 0,463 b 0,084 + 0,124 0,035 b 0,447 £ 0,245 0,478 bc
0,518 £ 0,197 0,494 b 0,095 + 0,146 0,030 b 0,447 £ 0,251 0,491c

Momentos seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Friedman (p < 0,05).
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Figura 5. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1l e IgG2 em 27 caes
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina, antes do
inicio do tratamento (MO), aos 30 dias (M1), 60 dias (M2), 90 dias (M3) e
180 dias ap6s o inicio do tratamento (M4) com antimoniato de
meglumina e alopurinol. (Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

Apesar das medianas de IgG1 apresentarem-se abaixo do ponto de corte (0,069)
em todos os momentos avaliados, o mais alto valor ocorreu no momento zero (MO),
com uma diminuicdo de sua densidade 6ptica ao longo do tempo (tabela 5 e figura 5).
Verificou-se uma diminuicdo de 55,22% entre o inicio do experimento e 180 dias apos
0 inicio do mesmo, concordando com os achados de DEPLAZES et al. (1995) e
SOLANO-GALLEGO et al. (2001), que identificaram uma diminuigdo das concentracoes
séricas de IgGl apoOs o tratamento e a melhora clinica. Entretanto, discordam de
BOURDOISEAU et al. (1997), que afirmaram ocorrer uma elevacdo da concentracao
sérica de 1gG1 ao longo do tempo.

No tocante as densidades 6pticas de 1gG2, apesar de nao ter havido diferencas
estatisticamente significativas entre alguns momentos avaliados, as medianas

apresentaram-se acima do ponto de corte (0,181) em todos os momentos estudados



(tabela 5 e figura 5). Observou-se uma diminuicdo de 20,86% entre o inicio do
experimento e 180 dias ap6s o inicio do mesmo, concordando com os relatos de
BOURDOISEAU et al. (1997) e SOLANO-GALLEGO et al. (2001), que verificaram que
nos animais submetidos a tratamento os titulos de IgG2 diminuem lentamente. Apesar
da diminuicdo, os valores permaneceram acima do ponto de corte da reacédo (0,181),
como observado por DEPLAZES et al. (1995) e CAVALIERO et al. (1999).

Somente a partir de 60 dias ap0s o inicio do tratamento (M2) é que se observou
uma diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao momento inicial nas
medianas das densidades 6pticas de IgG total, IgG1 e IgG2. Para a comparagdo das
subclasses entre os trés grupos de caes optou-se por trabalhar com os valores de M4,
por terem sido os que apresentaram a maior diferenca em relacdo ao inicio do
tratamento.

Mesmo ap0s o tratamento os niveis séricos de IgG total permaneceram elevados
(tabela 6 e figura 6) como observado por SOLANO-GALLEGO et al. (2001) e
RODRIGUEZ et al. (2006). Essa elevacio na concentracéo sérica foi verificada também
em cdes infectados assintoméaticos, corroborando os relatos de SOLANO-GALLEGO et
al. (2001), ALMEIDA et al. (2005), INIESTA et al. (2005), REIS et al. (2006), DA
COSTA-VAL et al. (2007) e RODRIGUEZ-CORTES et al. (2007b). Deste modo, ndo é
possivel diferenciar cdes infectados assintomaticos de caes infectados submetidos a

tratamento por meio da determinacao de IgG.



Tabela 6. Média (X), desvio-padrdo (s) e mediana (Md) das densidades 6pticas obtidas
em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e IgG2 de 45 cées higidos de area
nao endémica (controle), 45 caes assintométicos naturalmente acometidos por

leishmaniose visceral

canina (assintomético) e 27 cées portadores de

leishmaniose visceral canina 180 dias ap0s o inicio do tratamento para a

doenca (tratado). (Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

IgG total
Grupos X+ts

Controle 0,119 £+ 0,049 0,123 b
0,704 + 0,189 0,686 a
0,518 + 0,197 0,494 a

IgG1
Xts
0,032 £ 0,019 0,027 b
0,131 + 0,166 0,073 a
0,095 + 0,146 0,030 b

1gG2
0,110 + 0,036 0,109 c
0,644 + 0,180 0,676 a
0,447 + 0,251 0,491 b

Grupos seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Kruskal-wallis (p < 0,05).

Controle

Assintomatico

B IgG Total WIgG1 lIgGZ‘

Tratado

Figura 6. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1 e IgG2 de 45 cées
higidos de area ndo endémica (controle), 45 cdes assintomaticos

naturalmente

acometidos  por

leishmaniose

visceral canina

(assintomatico) e 27 cédes portadores de leishmaniose visceral canina,
180 dias apds o inicio do tratamento para a doencga (tratado). (Unesp -

Jaboticabal - SP, 2009).



O grupo de cées infectados assintomaticos apresentou valores de mediana de
IgG1 e 1IgG2 superiores aos de animais tratados (tabela 6 e figura 6), confirmando as
afirmac6es de BOURDOISEAU et al. (1997), de que ha elevacdo das concentracdes de
IgG1 e IgG2 nestes animais. No entanto, os cdes submetidos a tratamento s6 puderam

ser diferenciados dos higidos quando da avaliacdo de IgG2 (tabela 6 e figura 6),.

Apesar das medianas de IgGl e IgG2 dos cdes assintomaticos e tratados
possuirem diferengas estatisticamente significativas entre si (tabela 6 e figura 6), nao
parece ser possivel diferenciar os dois tipos de cées devido a grande variabilidade dos
resultados e pelo fato de que as duas subclasses apresentam valores acima do ponto
de corte em ambos 0s grupos de animais.

Os valores individuais médios das densidades Opticas obtidas em ensaio ELISA
indireto de IgG total, IgG1 e 1gG2, determinados por meio de anticorpos policlonais, dos
cdes portadores de leishmaniose visceral canina submetidos a tratamento com
antimoniato de meglumina e alopurinol, em cada momento de avaliacdo, dos cées
higidos de é&rea ndo endémica (controle), de cées assintomaticos naturalmente
acometidos por leishmaniose visceral canina (assintomatico), encontram-se
apresentados nos apéndices N a R, F e H, respectivamente.

O fator determinante da grande variabilidade de resultados dos estudos de duas
subclasses de IgG encontra-se no tipo de anti-soro utilizado. Os trabalhos publicados
na literatura foram desenvolvidos com anti-soros policlonais, vendidos como capazes de
identificar IgG1 e IgG2. No entanto, ensaios realizados por DAY (2007) comprovaram
gue as subclasses detectadas por anticorpos policlonais ndo se equivalem a IgG1l e
IlgG2 determinadas quando se utilizam anticorpos monoclonais. O anti-soro policlonal

ndo é subclasse especifico, podendo reagir com as quatro subfragdes.

Corroborando os relatos de SOLANO-GALLEGO et al. (2001), ALMEIDA et al.
(2005), INIESTA et al. (2005), REIS et al. (2006), DA COSTA-VAL et al. (2007) e
RODRIGUEZ-CORTES et al. (2007b), os cdes com quadro clinico decorrente de
leishmaniose visceral apresentaram niveis de IgG total superiores aqueles infectados

porém assintomaticos (tabela 7 e figura 7). Os animais com quadro clinico apresentam



uma resposta predominantemente humoral em detrimento da celular, justificando as
maiores elevacdes neste grupo. No entanto, animais infectados, porém assintomaticos,
apesar de supostamente desenvolverem resposta celular, possuem também elevactes
nos titulos de anticorpos, comprovados pelo aumento da IgG em relacdo ao grupo

controle (tabela 7 e figura 7).
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Figura 7. Valores da média e erro-padrdao da média das densidades oOpticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4
de 45 cédes higidos de éarea nédo endémica (controle), 45 cées
sintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina
(sintomatico) e 45 caes assintoméaticos naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral canina (assintomatico). (Unesp - Jaboticabal - SP,
2009).

Nos animais higidos a IgG2 foi a fracdo predominante, fato que né&o foi
observado em nenhum dos dois grupos de caes com leishmaniose visceral, nos quais a
fracdo predominante foi a IgG1 (tabela 7 e figura 7).

Apesar de ter sido verificada diferenga estatisticamente significativa entre caes
do grupo controle e animais portadores de leishmaniose visceral no que tange a
densidade o6ptica mediana de IgG2, os caes assintomaticos possuiram densidade
Optica abaixo do ponto de corte da reagéo (0,202) e os sintomaticos apresentaram uma
elevacdo muito discreta (tabela 7 e figura7). Desta forma ndo é possivel diferenciar
caes higidos de cées infectados por meio desta subclasse.

Ao analisarmos o ponto de corte da reacdo, observamos que 0 grupo sintomatico

apresentou estimulagdo de todas as subclasses de IgG, com aumento



predominantemente de IgG1l, seguido de 1gG3, 1gG4 e 1gG2 (tabela 7 e figura 7),
corroborando os relatos de QUINNELL et al. (2003). Estes resultados s&o semelhantes
aos observados por ANAM et al. (1999a) em seres humanos no Sudéao, mas discordam
dos achados de ELASSAD et al. (1994) e GHOSH et al. (1995), que verificaram
concentracoes séricas decrescentes de IgG3 e IgG4 em pacientes humanos sudaneses
e de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 em pacientes indianos, respectivamente. Por outro lado,
no grupo assintomatico a Unica fracdo estimulada acima do ponto de corte foi a IgG1,
confirmando os achados de QUINNELL et al. (2003).

Os valores individuais médios das densidades oOpticas obtidas em ensaio ELISA
indireto de IgG total, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, determinados por meio de anticorpos
monoclonais, dos cdes higidos de area ndo endémica (controle), dos cées sintomaticos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina (sintomatico) e dos caes
assintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina
(assintomético), encontram-se apresentados nos apéndices X a AA.

Os resultados do presente ensaio permitiram verificar que 90 dias apés a
aplicacdo da primeira dose da vacina todas as variaveis analisadas (IgG total, 1gG1,
1gG2, IgG3 e IgG4) apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacao
ao momento inicial, corroborando os relatos de MENDES et al. (2003), que reportaram
elevacdo dos valores de absorbancia de IgG total apds o término do esquema vacinal.
Apesar do aumento de todas as subclasses estudadas, a IgG2 apresentou valores de
mediana abaixo do ponto de corte (0,202) mesmo apos a soroconversao (tabela 8 e
figura 8). As subclasses mais estimuladas em decorréncia da vacinacao foram a IgG1 e
a IgG3 (tabela 8 e figura 8).



Tabela 8. Média (X), desvio-padrao (s) e mediana (Md) das densidades 6pticas obtidas
em ensaio de ELISA indireto de IgG total, IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 em 37
cdes higidos submetidos a vacinacdo contra leishmaniose visceral, antes da
aplicacdo da primeira dose da vacina (M0) e 90 dias ap6s a aplicacdo da
primeira dose da vacina (M3). (Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

Variavel

Xts Md Xts Md pw

gG total 0,130 + 0,051 0,126 0,737 0,119 0,754 < 0,0001
IgG1 0,052 + 0,021 0,044 0,889 + 0,372 0,813 < 0,0001
IgG2 0,121 + 0,042 0,119 0,164 + 0,070 0,166 < 0,0001
IgG3 0,030 + 0,018 0,027 0,499 + 0,355 0,497 < 0,0001

lgG4 0,016 + 0,009 0,015 0,167 + 0,155 0,138 <0,0001

@ yalor descritivo do teste nfio paramétrico de Wilcoxon (p<0,05)

1,0

0,8

0,7
0,6
Q05
0,4
03
0,2

1gG Total 1gG1 18G2 18G3 1gG4

EMO BM3

Figura 8. Valores da média e erro-padrao da média das densidades 6pticas obtidas
em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1, IgG2, IgG3 e 1gG4 em 37
caes higidos submetidos a vacinacdo contra leishmaniose visceral, antes
da aplicacéo da primeira dose da vacina (M0) e 90 dias ap0s a aplicacéo
da primeira dose da vacina (M3). (Unesp — Jaboticabal - SP, 2009).

Apesar de terem sido observadas diferencas estatisticamente significativas entre

caes vacinados e animais sintomaticos no que diz respeito a IgG total, IgG1, I1gG3 e



IgG4, nos dois grupos de cdes houve uma elevacdo acima dos respectivos pontos de
corte (tabela 9 e figura 9). Desta forma, ndo foi possivel diferenciar um cdo vacinado
que tenha sintomas de qualquer outra enfermidade, de um animal naturalmente
infectado por Leishmania chagasi com quadro clinico da doenca. A 1gG2 também nao
permitiu diferenciacdo entre os grupos uma vez que as medianas das densidades
Opticas de cdes sintomaticos e de cdes vacinados ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativa (tabela 9 e figura 9). No presente ensaio a IgGl
apresentou maior estimulacdo do que a IgG2, tanto em caes sintomaticos quanto em
animais vacinados (tabela 9 e figura 9), discordando dos resultados de MENDES et al.
(2003), que trabalhando com anticorpos policlonais descreveram que a elevacédo de

IgG1 esta associada a infeccéo natural e de IgG2 a vacinacgéo.
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Figura 9. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4
de 45 caes higidos de area nao endémica (controle), 45 caes
sintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina
(sintomatico) e 37 céaes higidos 90 dias ap6s receberem a primeira dose
de vacina contra leishmaniose visceral (vacinado). (Unesp - Jaboticabal -
SP, 2009).

Nos animais vacinados a subclasse predominante foi a IgG1, seguida da 1gG3,
IgG2 e, finalmente, IgG4. Nos animais com quadro clinico decorrente de leishmaniose
visceral a subclasse predominante foi IgG1, seguida da IgG3, IgG4 e IgG2 (tabela 9 e
figura 9), corroborando os achados de QUINNELL et al. (2003), em estudos com caes
sintomaticos portadores de leishmaniose visceral.

A discrepancia dos resultados observados por MENDES et al. (2003) com os do
presente estudo, no que diz respeito a IgG1l e a IgG2, sdo decorrentes do tipo de
anticorpo utilizado. Enquanto o0s anticorpos monoclonais sdo mais sensiveis e
especificos, os policlonais podem reagir com mais de uma subclasse de imunoglobulina
(DAY, 2007).

Os valores individuais médios das densidades Opticas obtidas em ensaio ELISA

indireto de IgG total, IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4, determinados por meio de anticorpos



monoclonais, dos cées higidos submetidos & vacinagdo contra leishmaniose visceral
canina em dois momentos de avaliacdo, dos cdes higidos de area ndo endémica
(controle) e dos caes sintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
canina (sintomatico), encontram-se apresentados nos apéndices BB e CC, X e Z,
respectivamente.

Cées vacinados e cédes assintomaticos apresentaram uma elevagdo dos niveis
de 1gG total e IgG1 acima do ponto de corte (0,218 e 0,110, respectivamente), nao se
observando diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (tabela 10 e figura
10). Dessa forma, néo foi possivel, através da IgG total e da subclasse IgG1, diferenciar
um cdo vacinado contra leishmaniose visceral de um animal naturalmente infectado por
Leishmania chagasi sem quadro clinico da doenca. A subclasse 1gG2 também né&o
permitiu diferenciacdo entre os grupos, uma vez que as medianas das densidades
Opticas de animais assintométicos e vacinados ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (tabela 10 e figura 10). Os resultados obtidos neste
estudo discordam dos relatos de MENDES et al. (2003), os quais, utilizando anticorpos

policlonais, verificaram haver um predominio de IgG2 em animais vacinados.
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Figura 10. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4
de 45 caes higidos de area nao endémica (controle), 45 caes
assintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
canina (assintomatico) e 37 caes higidos 90 dias apds receberem a
primeira dose de vacina contra leishmaniose visceral (vacinado). (Unesp
- Jaboticabal - SP, 2009).

Por outro lado, as subclasses IgG3 e IgG4 permitiram diferenciar os animais dos
dois grupos (tabela 10 e figura 10), pois os animais vacinados tiveram uma elevacao
das duas subfracdes, enquanto os cées assintomaticos ndo apresentaram estimulacao
das mesmas, corroborando os relatos de QUINNELL et al. (2003), que afirmaram que
em animais assintomaticos acometidos por leishmaniose visceral a Unica subclasse

detectada é a IgG1.

No presente ensaio a IgGl apresentou uma maior estimulacdo em relacdo a
IgG2, tanto em cédes assintomaticos quanto em animais vacinados (tabela 10 e figura
10), discordando dos resultados de MENDES et al. (2003) que, trabalhando com

anticorpos policlonais, descreveram que a estimulacdo de IgGl estd associada a



infeccdo natural, enquanto a elevacédo da fracdo 1gG2 correlaciona-se com estimulo

pos-vacinal.

Nos animais vacinados a subclasse predominante foi a IgG1, seguida da 1gG3,
lgG2 e 1gG4 (tabela 10 e figura 10). Nos animais assintomaticos a Unica subclasse
estimulada foi a IgG1, corroborando os achados de QUINNELL et al. (2003).

Os resultados obtidos no presente estudo com a utilizagdo de anticorpos
monoclonais foram divergentes dos que utilizaram anticorpos policlonais. Os anticorpos
policlonais ndo sdo subclasse especifica, em virtude de serem produzidos por varios
clones de linfécitos B. Isto pode explicar também as grandes divergéncias encontradas
na literatura, uma vez que ao utilizar estes anticorpos anti-lgG1l e anti-lgG2, existe a
possibilidade deles reagirem com as quatro subfracdes. Por outro lado, a utilizacdo de
anticorpos monoclonais na determinacdo das subclasses de IgG fornece resultados
mais confidveis devido a sua elevada especificidade e pureza.

Os valores individuais médios das densidades Opticas obtidas em ensaio ELISA
indireto de IgG total, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, determinados por meio de anticorpos
monoclonais, dos cées higidos submetidos a vacinacdo contra leishmaniose visceral
canina em dois momentos de avaliacdo, dos cdes higidos de area ndo endémica
(controle) e dos cades assintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral canina (assintomatico) encontram-se apresentados nos apéndices BB e CC, X
e AA.

No presente ensaio pudemos observar que 180 dias apés o inicio do tratamento
todas as variaveis estudadas, com excecdo da IgG2, apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao momento inicial (tabela 11 e figura 11). Os
resultados da IgG total corroboram os achados de CHATTERJEE et al, (1998), ANAM
et al. (1999b) e DA MATTA et al. (2000), os quais reportaram que apos o tratamento de
seres humanos houve uma reducdo das concentracdes séricas de IgG total e também
com os relatos de RODRIGUEZ et al. (2006), os quais citam que a remissdo dos
sintomas costuma vir acompanhada de uma diminuicdo acentuada no titulo de
anticorpos (IgG), os quais, entretanto, permanecem detectaveis por um longo periodo

de tempo. Esses resultados entretanto, discordam dos relatos de ELASSAD et al.



(1994), os quais avaliando a resposta de humanos com leishmaniose visceral
submetidos a tratamento, ndo observaram alteragcdo nos titulos de 1gG total.

A observacédo dos valores das quatro subclasses de IgG nos dois momentos de
avaliacdo (MO e M4) demonstrou uma reducédo das densidades Opticas médias de MO
para M4, sendo que as fragbes IgG1l e IgG3 foram as que apresentaram as maiores
porcentagens de reducdo (tabela 11 e figura 11). Esses resultados concordam com o0s
relatos de ELASSAD et al. (1994) e RAVINDRAN et al. (2004), os quais verificaram
diminuicdo das fracdes IgG1, IgG3 e IgG4 apds o tratamento de seres humanos com
leishmaniose visceral. Porém, discordam em parte dos relatos de CHATTERJEE et al,
(1998), que além da subclasse IgG1 observaram também diminuicdo da fracdo IgG2; e
de ANAM et al. (1999b) e DA MATTA et al. (2000), os quais relataram que apds o
tratamento a fracao 1gG4 foi a que apresentou maior reducéo.

Tabela 11. Média (X), desvio-padrdo (s) e mediana (Md) das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4 em 27
cées portadores de leishmaniose visceral canina, antes do inicio do tratamento
(MO) e 180 dias apo6s o inicio do tratamento (M4) com antimoniato de
meglumina e alopurinol. (Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

e L 1
VEUEVE

& Md T Md pw

1gG total 0,701 £0,191 0,728 0,518 £ 0,197 0,494 < 0,0001
IgG1 1,744 + 0,740 1,755 1,058 + 0,589 0,944 0,0001
1gG2 0,137 £0,124 0,101 0,116 £ 0,079 0,095 0,6148
1gG3 1,114 + 0,689 1,129 0,664 + 0,507 0,582 0,0006
lgG4 0,454 £ 0,391 0,310 0,196 + 0,113 0,198 0,0009

®yalor descritivo do teste n&o paramétrico de Wilcoxon (p<0,05)
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Figura 11. Valores da média e erro-padrdo da média das densidades Opticas
obtidas em ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4
em 27 cdes portadores de leishmaniose visceral canina, antes do inicio
do tratamento (MOQ) e 180 dias ap0s o inicio do tratamento (M4) com
antimoniato de meglumina e alopurinol. (Unesp - Jaboticabal - SP,
2009).

No que diz respeito a IgG total e IgG1, apesar de néo terem sido observadas
diferencas estatisticamente significativas entre caes tratados e animais assintomaticos
(tabela 12 e figura 12), nos dois grupos de cédes houve uma elevacdo acima dos
respectivos pontos de corte. Desta forma, ndo é possivel através da IgG total e da
subclasse IgG1 diferenciar estes dois grupos de animais. Quanto a 1gG2 nao foi
possivel diferenciar os dois grupos de cdes uma vez que as medianas das
densidades Opticas de animais assintomaticos e de caes tratados apresentaram
valores abaixo do ponto de corte da reacao (tabela 12 e figura 12). Por outro lado, as
subclasses 1gG3 e 1gG4 permitiram diferenciar os animais destes dois grupos (tabela
12 e figura 12), j& que os cées tratados possuem elevacado destas duas subfracfes e
0S animais assintomaticos nao apresentam estimulacdo destas subclasses,
corroborando os relatos de QUINNELL et al. (2003).
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Figura 12. Valores da média e erro-padrdao da média das densidades 6pticas obtidas em
ensaio ELISA indireto de IgG total, IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4 de 45 cées
higidos de &area ndo endémica (controle), 45 caes assintomaticos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral canina (assintomatico) e
27 caes portadores de leishmaniose visceral canina 180 dias apés o inicio do
tratamento para a doenca (tratado). (Unesp - Jaboticabal - SP, 2009).

Nos animais submetidos a tratamento a subclasse predominante foi a IgG1, seguida
da 1gG3, 1gG4 e finalmente IgG2 (tabela 12 e figura 12). Nos animais sem quadro clinico
decorrente de leishmaniose visceral a Unica subclasse estimulada foi IgG1 (tabela 12 e
figura 12), corroborando os achados de QUINNELL et al. (2003), em estudos com cées
assintomaticos portadores de leishmaniose visceral.

Os valores individuais médios das densidades Opticas de IgG total, IgG1, 1gG2, IgG3
e 1gG4, determinados por meio de anticorpos monoclonais, dos cdes portadores de
leishmaniose visceral canina submetidos a tratamento com antimoniato de meglumina e
alopurinol, em dois momentos de avaliacdo, dos cdes higidos de area ndao endémica
(controle), dos caes assintomaticos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
canina (assintomatico), encontram-se apresentados nos apéndices DD e EE, X e AA,

respectivamente.



7. CONCLUSOES:

Os resultados obtidos nas condigbes do presente experimento permitiram as
seguintes conclusoes:

- as subclasses de IgG, determinadas por meio de anticorpos policlonais, ndo
sdo indicadores de susceptibilidade ou resisténcia a infec¢do por Leishmania sp.;

- as subclasses de 1gG, determinadas por meio de anticorpos policlonais,
permitem a diferenciacdo entre cdes higidos e cdes assintoméaticos portadores de
leishmaniose visceral;

- 0S niveis séricos de IgG total, IgG1 e 1gG2, determinados por meio de
anticorpos policlonais, de cdes portadores de leishmaniose visceral com quadro clinico
da doenca, e de cdes submetidos a vacinacdo contra leishmaniose visceral, sdo
superiores aos observados em cées higidos;

- as subclasses de imunoglobulina G, determinadas por meio de anticorpos
policlonais, ndo diferenciam caes vacinados contra leishmaniose visceral de caes
infectados sintomaticos, uma vez que em ambos ocorre uma elevacgéo de IgG1 e I1gG2
acima do ponto de corte da reacao;

- 0s niveis séricos de IgG total, IgG1 e 1gG2, determinados por meio de
anticorpos policlonais, nao diferenciam cées vacinados contra leishmaniose visceral de
cées assintomaticos naturalmente acometidos pela doenca;

- a determinacdo de IgG total ndo permite distinguir cdes assintomaticos
portadores de leishmaniose visceral de caes infectados submetidos a tratamento para a
doenca;

- apesar de diferencas estatisticamente significativas entre os niveis séricos de
IgG1 e 1gG2, determinados por meio de anticorpos policlonais, em caes assintomaticos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral, e em cées infectados submetidos a
tratamento, essas subclasses de imunoglobulina G n&o permitem diferenciar esses

animais;



- cées portadores de leishmaniose visceral com quadro clinico apresentam
elevacdo de IgG total mais significativa do que a observada em cédes assintomaticos
naturalmente infectados por Leishmania sp.;

- a IgG1, determinada por meio de anticorpo monoclonal, encontra-se elevada
em caes com leishmaniose visceral independente da presenca de sintomas da doenca,;

- 0s niveis séricos de 1gG2, determinados por meio de anticorpos monoclonais,
ndo permitem diferenciar cdes higidos de animais infectados por Leishmania chagasi;

- IgG3 e 1gG4, determinadas por meio de anticorpos monoclonais, encontram-se
elevadas apenas em cées sintomaticos portadores de leishmaniose visceral,
permitindo diferencia-los de cédes infectados assintomaticos e de caes higidos;

- a Unica subclasse de imunoglobulina G determinada por meio de anticorpos
monoclonais, que permite diferenciar cades infectados por Leishmania sp. sem quadro
clinico de caes higidos, é a IgG1,

- a avaliacéo das quatro subclasses de IgG determinadas por meio de anticorpos
monoclonais, ndo permite diferenciar cdes vacinados contra leishmaniose visceral de
cdes naturalmente infectados com quadro clinico da doenca;

- as subclasses IgG1 e 1gG2, determinadas por meio de anticorpos monoclonais,
ndo permitem diferenciar cdes vacinados contra leishmaniose visceral de caes
assintomaticos naturalmente acometidos pela doencga,;

- as subclasses 1gG3 e IgG4, determinadas por meio de anticorpos monoclonais,
permitem diferenciar cées vacinados contra leishmaniose visceral de caes
assintomaticos naturalmente acometidos pela doencga,;

- 0 fracionamento da IgG em quatro subclasses por meio de anticorpos
monoclonais, permite diferenciar cdes portadores de leishmaniose visceral submetidos
a tratamento de animais assintomaticos naturalmente infectados por Leishmania sp.,
uma vez que cdes submetidos a tratamento apresentam elevacdo das quatro
subclasses de IgG, e animais assintométicos naturalmente acometidos por

leishmaniose visceral s6 apresentam estimulacao da fracao IgG1.
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Apéndice A. Producédo do antigeno utilizado na técnica de ELISA.

Amostras de bago, figado ou linfonodo de hamsters infectados por Leishmania chagasi
cepa MHOM/BR/74/PP75 foram obtidas de forma estéril. Um mL das amostras foi colocado

em tubo de tampa de rosca de 13cm, contendo 5mL de meio bifadsico NNN.

Para o cultivo, o parasita L. chagasi foi regularmente mantido em meio liquido RPMI-
1640 acrescido de antibiéticos (100UI/mL de Penicilina e 100ug/mL de Estreptomicina),
suplementado com 2mM de L-glutamina, 10% de soro fetal bovino e 2% de urina masculina
previamente inativado a 56°C por 30 minutos e mantidos em estufa B.O.D. (demanda

bioldgica de oxigénio) a 26°C por sete dias.

Para obtencdo do antigeno total, ao final da fase log de crescimento, os parasitas
foram colhidos por centrifugacdo do material cultivado a 2.000 r.p.m. por 10 minutos a
temperatura ambiente e trés lavagens em solucdo de PBS estéril. Apos trés ciclos de
congelamento procedeu-se a quantificacdo de proteinas totais no lisado total de parasitas,
utilizando-se o método do acido bicinconinico (BCA — Pierce, Rockford, IL), segundo REED et
al. (1990).



Apéndice B. Densidades Opticas médias (D.O.) da padronizacdo das
diluicbes de soro e anticorpo policlonal anti-lgGl, pela
técnica de ELISA, realizada com amostras positiva e
negativa. (Jaboticabal-SP, 2009).

Diluicao D.O. Diluicao D.O.
C+ 1A 2,401 C+3A 1,589
C-1A 0,259 C-3A 0,174
C+ 1B 1,491 C+ 3B 1,004
C-1B 0,167 C-3B 0,076
C+1C 0,760 C+ 3C 0,518
C-1C 0,079 C-3C 0,053
C+ 2A 1,670 C+4A 0,771
C-2A 0,175 C-4A 0,123
C+ 2B 1,097 C+ 4B 0,501
C-2B 0,108 C-4B 0,056
C+ 2C 0,548 C+4C 0,255
C-2C 0,061 C-4C 0,030

C+ = controle positivo, C- = controle negativo; 1 = soro canino na diluicdo
1:100, 2 = soro canino na diluicdo 1:200, 3 = soro canino na diluicdo
1:400 e 4 = soro canino na diluicdo 1:800; A = anti-IgG1l na diluicdo
1:10.000, B = anti-IgG1 na diluicdo 1:20.000 e C = anti-lgG1 na diluicdo
1:40.000.



Apéndice C. Densidades épticas médias (D.O.) da padronizacédo das diluicdes de soro
e anticorpo policlonal anti-lgG2, pela técnica de ELISA, realizada com
amostras positiva e negativa. (Jaboticabal-SP, 2009).

Diluicéo D.O. Diluicéo D.O. Diluicéo D.O. Diluicéo D.O.
C+ 1A 3,422 C+2A 3,192 C+3A 2,889 C+4A 0,964
C-1A 1,954 C-2A 1,779 C-3A 1,542 C-4A 0,431
C+1B 3,215 C+ 2B 2,885 C+ 3B 2,643 C+4B 0,862
C-1B 1,732 C-2B 1,307 C-3B 0,974 C-4B 0,360
C+1C 2,385 C+2C 2,061 C+3C 1,891 C+4C 0,669
C-1C 0,961 C-2C 0,745 C-3C 0,425 C-4C 0,264
C+1D 1,986 C+2D 1,832 C+3D 1,717 C+4D 0,588
C-1D 0,683 C-2D 0,501 C-3D 0,401 C-4D 0,201
C+ 1E 1,724 C+ 2E 1,608 C+ 3E 1,501 C+4E 0,452
C-1E 0,508 C-2E 0,438 C-3E 0,366 C-4E 0,167
C+1F 1,621 C+2F 1,493 C+3F 1,378 C+ 4F 0,386
C-1F 0,462 C-2F 0,384 C-3F 0,298 C-4F 0,103
C+1G 1,540 C+ 2G 1,323 C+ 3G 1,173 C+4G 0,311
C-1G 0,395 C-2G 0,287 C-3G 0,116 C-4G 0,082
C+1H 0,987 C+2H 0,704 C+3H 0,582 C+4H 0,252
C-1H 0,276 C-2H 0,190 C-3H 0,098 C-4H 0,078
C+1l 0,543 C+ 2l 0,380 C+3l 0,276 C+ 4l 0,169

C-1l 0,226 C-2i 0,113 C-3lI 0,085 C-4i 0,044

C+ = controle positivo, C- = controle negativo; 1 = soro canino na diluicdo 1:100, 2 =
soro canino na diluicdo 1:200, 3 = soro canino na diluicdo 1:400 e 4 = soro canino na
diluicdo 1:800; A = anti-IgG2 na diluigdo 1:10.000, B = anti-IgG2 na diluicdo 1:20.000,
C = anti-IgG2 na diluicdo 1:40.000, D = anti-IgG2 na diluigcdo 1:80.000, E = anti-IgG2
na diluicdo 1:100.000, F = anti-IgG2 na diluicdo 1:120.000, G = anti-lgG2 na diluigéo
1:140.000, H = anti-IgG2 na diluicdo 1:160.000 e | = anti-IgG2 na diluicdo 1:200.000



Apéndice D. Valores das diferencas das médias das densidades opticas (D.O.)
dos controles positivo e negativo, nas diversas diluicbes de soro e
anticorpo policlonal anti-lgG1, pela técnica de ELISA. (Jaboticabal-SP,

2009).
Dilui¢c&o soros Diluicéo anti-lgG1
1:10.000 1:20.000 1:40.000
1:100 2,142 1,324 0,681
1:200 1,495 0,989 0,487
1:400 1,415 0,928 0,465
1;800 0,648 0,445 0,225
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Apéndice F. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA, dos
soros controle negativos para a pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania chagasi, anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-IgG2
de 45 cées provenientes de area ndo endémica para
leishmaniose visceral (controle). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,144 0,019 0,101
2 0,172 0,017 0,13
3 0,174 0,039 0,122
4 0,187 0,03 0,142
5 0,217 0,04 0,155
6 0,153 0,01 0,081
7 0,241 0,036 0,103
8 0,222 0,021 0,091
9 0,086 0,033 0,105
10 0,065 0,022 0,134
11 0,042 0,018 0,056
12 0,115 0,017 0,133
13 0,05 0,013 0,068
14 0,054 0,026 0,083
15 0,067 0,018 0,124
16 0,08 0,017 0,131
17 0,082 0,04 0,095
18 0,061 0,011 0,066
19 0,092 0,042 0,129
20 0,047 0,067 0,069
21 0,132 0,04 0,142
22 0,129 0,046 0,171
23 0,066 0,01 0,109
24 0,06 0,05 0,127
25 0,081 0,02 0,114
26 0,074 0,04 0,11
27 0,109 0,013 0,082
28 0,107 0,019 0,095
29 0,133 0,029 0,164
30 0,143 0,029 0,134
31 0,173 0,021 0,091
32 0,104 0,015 0,124
33 0,154 0,016 0,092
34 0,123 0,055 0,048
35 0,14 0,038 0,132
36 0,116 0,059 0,136
37 0,123 0,034 0,115
38 0,108 0,013 0,055
39 0,195 0,098 0,219
40 0,147 0,053 0,072
41 0,125 0,023 0,076
42 0,072 0,027 0,043
43 0,125 0,068 0,163
44 0,136 0,061 0,099
45 0,148 0,025 0,1




Apéndice G. Densidades 6pticas médias (D.O.),

pela

técnica de

ELISA, para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania
chagasi, anticorpos anti-IgG1l e anticorpos anti-IgG2, dos

soros de 45 animais sintomaticos naturalmente

infectados

por Leishmania sp. (sintomético). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1l 1gG2
1 1,074 0,04 0,628
2 1,091 0,043 0,719
3 1,305 0,142 1,045
4 1,259 0,066 0,705
5 0,922 0,028 0,648
6 1,11 0,126 0,878
7 1,287 0,062 0,69
8 1,124 0,071 0,67
9 1,036 0,093 0,83
10 1,288 0,062 0,947
11 1,176 0,027 0,589
12 1,261 0,06 0,767
13 1,203 0,054 0,723
14 14 0,081 0,929
15 1,236 0,118 0,972
16 1,11 0,021 0,717
17 1,368 0,035 0,799
18 1,108 0,04 0,663
19 1,255 0,082 0,766
20 1,15 0,063 0,822
21 1,059 0,02 0,622
22 1,067 0,076 0,815
23 1,321 0,142 1,021
24 1,34 0,121 0,892
25 1,262 0,059 0,975
26 1,168 0,13 0,862
27 1,079 0,122 0,803
28 1,167 0,083 0,881
29 1,218 0,118 0,952
30 1,029 0,094 0,793
31 1,187 0,073 0,723
32 1,235 0,113 0,854
33 1,312 0,085 0,752
34 1,121 0,044 0,559
35 1,071 0,032 0,641
36 1,162 0,077 0,763
37 1,204 0,062 0,874
38 1,145 0,061 0,902
39 1,143 0,048 0,803
40 1,093 0,095 0,779
41 1,021 0,038 0,529
42 0,936 0,002 0,402
43 1,152 0,054 0,601
44 1,195 0,028 0,796
45 1,013 0,007 0,679




Apéndice H. Densidades opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-lgG2, dos soros de

45 animais assintomaticos

naturalmente

infectados

Leishmania sp. (assintomatico). (Jaboticabal-SP, 2009).

por

Animal IgG total IgG1l IgG2
1 1,227 0,101 0,984
2 0,852 0,369 0,813
3 0,778 0,08 0,753
4 1,074 0,106 1,033
5 0,372 0,104 0,383
6 0,777 0,024 0,746
7 0,83 0,086 0,655
8 0,974 0,058 0,739
9 0,409 0,149 0,493
10 0,637 0,073 0,556
11 0,491 0,159 0,692
12 0,717 0,022 0,471
13 0,718 0,807 0,653
14 0,686 0,067 0,682
15 0,556 0,349 0,316
16 0,594 0,043 0,449
17 0,882 0,036 0,786
18 0,555 0,055 0,458
19 0,854 0,056 0,85
20 0,514 0,157 0,432
21 0,924 0,059 0,725
22 0,618 0,047 0,605
23 0,906 0,047 0,781
24 0,703 0,225 0,586
25 0,896 0,038 0,712
26 0,675 0,332 0,551
27 0,923 0,048 0,863
28 0,648 0,054 0,578
29 0,673 0,058 0,759
30 0,602 0,032 0,618
31 0,48 0,044 0,912
32 0,511 0,023 0,71
33 0,6 0,023 0,324
34 0,559 0,079 0,857
35 0,688 0,088 0,607
36 0,944 0,745 0,774
37 0,479 0,084 0,438
38 0,816 0,189 0,709
39 0,627 0,087 0,534
40 0,784 0,174 0,676
41 0,669 0,047 0,536
42 0,768 0,056 0,7
43 0,84 0,105 0,806
44 0,524 0,299 0,464
45 0,334 0,029 0,21




Apéndice |. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1l e anticorpos anti-lgG2, dos soros de 37
animais higidos, antes da primeira dose da vacina contra
a doenca (MO). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1l 1gG2
1 0,138 0,031 0,093
2 0,157 0,026 0,139
3 0,093 0,042 0,085
4 0,126 0,008 0,101
5 0,095 0,013 0,084
6 0,081 0,016 0,045
7 0,053 0,019 0,036
8 0,093 0,028 0,088
9 0,22 0,064 0,086
10 0,196 0,134 0,1
11 0,137 0,009 0,068
12 0,183 0,039 0,12
13 0,162 0,056 0,113
14 0,229 0,03 0,102
15 0,085 0,049 0,048
16 0,117 0,067 0,059
17 0,106 0,033 0,048
18 0,093 0,01 0,08
19 0,107 0,009 0,059
20 0,213 0,031 0,178
21 0,085 0,01 0,091
22 0,185 0,025 0,119
23 0,055 0,007 0,032
24 0,04 0,014 0,078
25 0,097 0,011 0,089
26 0,178 0,018 0,112
27 0,153 0,051 0,154
28 0,158 0,026 0,068
29 0,165 0,051 0,196
30 0,152 0,047 0,088
31 0,139 0,028 0,084
32 0,179 0,034 0,111
33 0,204 0,116 0,262
34 0,078 0,003 0,075
35 0,103 0,016 0,134
36 0,053 0,004 0,033
37 0,085 0,018 0,104




Apéndice J. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-lgG2, dos soros de
37 animais higidos, antes da segunda dose da vacina contra
a doenca (M1). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,168 0,032 0,089
2 0,257 0,044 0,201
3 0,193 0,05 0,086
4 0,195 0,038 0,154
5 0,143 0,017 0,152
6 0,188 0,019 0,063
7 0,122 0,037 0,065
8 0,16 0,019 0,074
9 0,573 0,032 0,289
10 0,235 0,115 0,148
11 0,221 0,017 0,094
12 0,443 0,037 0,233
13 0,519 0,037 0,184
14 0,434 0,023 0,191
15 0,214 0,046 0,159
16 0,289 0,113 0,187
17 0,336 0,137 0,208
18 0,191 0,012 0,077
19 0,249 0,015 0,1
20 0,267 0,029 0,215
21 0,12 0,021 0,119
22 0,149 0,057 0,154
23 0,056 0,013 0,049
24 0,114 0,019 0,105
25 0,111 0,012 0,087
26 0,225 0,011 0,127
27 0,424 0,213 0,323
28 0,253 0,033 0,155
29 0,18 0,041 0,177
30 0,208 0,092 0,211
31 0,148 0,025 0,133
32 0,188 0,036 0,213
33 0,344 0,086 0,542
34 0,096 0,003 0,106
35 0,142 0,017 0,168
36 0,066 0,008 0,128
37 0,145 0,023 0,169




Apéndice K. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-lgG2, dos soros de
37 animais higidos, antes da terceira dose da vacina contra
a doenca (M2). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,358 0,103 0,222
2 0,341 0,055 0,238
3 0,277 0,174 0,189
4 0,471 0,143 0,287
5 0,425 0,031 0,284
6 0,463 0,099 0,258
7 0,252 0,091 0,107
8 0,419 0,269 0,263
9 0,632 0,051 0,335
10 0,564 0,186 0,331
11 0,695 0,156 0,279
12 0,618 0,128 0,472
13 0,608 0,094 0,235
14 0,678 0,243 0,412
15 0,491 0,524 0,353
16 0,589 0,47 0,416
17 0,45 0,179 0,243
18 0,458 0,131 0,255
19 0,369 0,086 0,254

20 0,278 0,088 0,328
21 0,274 0,113 0,257
22 0,198 0,199 0,22
23 0,112 0,059 0,106
24 0,16 0,017 0,236
25 0,212 0,04 0,179
26 0,405 0,042 0,318
27 0,438 0,315 0,316
28 0,507 0,038 0,197
29 0,328 0,171 0,251
30 0,237 0,097 0,218
31 0,173 0,045 0,212
32 0,225 0,035 0,143
33 0,408 0,067 0,545
34 0,142 0,022 0,133
35 0,229 0,028 0,233
36 0,165 0,083 0,263
37 0,305 0,023 0,309




Apéndice L. Densidades opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-lgG2, dos soros
de 37 animais higidos, 90 dias ap0s a primeira dose da
vacina contra a doenca (M3). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,822 0,146 0,571
2 0,741 0,056 0,293
3 0,798 0,414 0,488
4 0,818 0,204 0,583
5 0,788 0,027 0,537
6 0,746 0,163 0,506
7 0,621 0,178 0,376
8 0,725 0,398 0,593
9 0,701 0,062 0,416
10 0,869 0,456 0,523
11 0,736 0,287 0,491
12 0,867 0,159 0,488
13 0,685 0,247 0,429
14 0,874 0,461 0,616
15 0,852 0,753 0,649
16 0,899 0,848 0,702
17 0,699 0,273 0,411
18 0,716 0,33 0,526
19 0,718 0,228 0,54

20 0,471 0,089 0,224
21 0,823 0,237 0,385
22 0,762 0,518 0,535
23 0,471 0,316 0,259
24 0,757 0,024 0,329
25 0,769 0,053 0,289
26 0,855 0,119 0,434
27 0,548 0,203 0,248
28 0,877 0,063 0,261
29 0,743 0,49 0,427
30 0,542 0,136 0,25
31 0,542 0,085 0,335
32 0,486 0,042 0,158
33 0,828 0,119 0,548
34 0,754 0,07 0,216
35 0,73 0,121 0,358
36 0,806 0,137 0,741
37 0,83 0,026 0,365




Apéndice M. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-lgG2, dos soros

de 37 animais higidos, 180 dias apdés a primeira
dose da vacina contra a doenca (M4). (Jaboticabal-SP,
20009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,284 0,044 0,159
2 0,329 0,071 0,193
3 0,59 0,3 0,293
4 0,436 0,044 0,202
5 0,381 0,022 0,185
6 0,319 0,033 0,156
7 0,395 0,129 0,291
8 0,291 0,073 0,21
9 0,629 0,067 0,279
10 0,219 0,078 0,192
11 0,175 0,07 0,145
12 0,392 0,032 0,105
13 0,638 0,042 0,176
14 0,566 0,027 0,181
15 0,41 0,157 0,256
16 0,383 0,209 0,215
17 0,397 0,132 0,215
18 0,4 0,087 0,195
19 0,583 0,079 0,248
20 0,246 0,079 0,21
21 0,202 0,132 0,226
22 0,246 0,217 0,263
23 0,243 0,18 0,225
24 0,384 0,016 0,331
25 0,244 0,032 0,169
26 0,384 0,059 0,323
27 0,303 0,155 0,218
28 0,425 0,066 0,251
29 0,333 0,289 0,355
30 0,275 0,112 0,208
31 0,412 0,074 0,425
32 0,25 0,034 0,118
33 0,18 0,046 0,219
34 0,151 0,052 0,126
35 0,277 0,113 0,322
36 0,7 0,113 0,763
37 0,211 0,029 0,265




Apéndice N. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-lgG2, dos soros de
27 animais naturalmente infectados por Leishmania sp.,
antes do inicio do tratamento (MO). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,829 0,138 0,532
2 0,792 0,093 0,623
3 0,793 0,103 0,757
4 0,759 0,042 0,503
5 0,773 0,067 0,55
6 0,713 0,563 0,538
7 0,619 0,032 0,528
8 0,791 0,058 0,501
9 0,791 0,244 0,639

10 0,855 0,192 0,988
11 0,935 1,065 1,024
12 0,572 0,137 0,642
13 0,993 0,07 0,988
14 1,14 0,074 1,025
15 0,755 0,022 0,819
16 0,519 0,031 0,491
17 0,631 0,013 0,695
18 0,513 0,026 0,535
19 0,728 0,047 0,762
20 0,721 0,057 0,849
21 0,285 0,02 0,049
22 0,347 0,04 0,108
23 0,637 0,041 0,549
24 0,37 0,077 0,131
25 0,602 0,39 0,462
26 0,656 0,072 0,75
27 0,814 0,041 0,619




Apéndice O. Densidades oOpticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos
de 27 animais naturalmente infectados por Leishmania sp.,
30 dias apés inicio do tratamento (M1). (Jaboticabal-SP,

anti-lgG2,

dos soros

2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,769 0,11 0,662
2 0,737 0,071 0,445
3 0,783 0,081 0,648
4 0,594 0,015 0,434
5 0,626 0,029 0,449
6 0,631 0,573 0,482
7 0,45 0,024 0,222
8 0,798 0,013 0,378
9 0,911 0,065 0,324
10 0,822 0,098 0,845
11 1,014 0,934 1,007
12 0,592 0,139 0,524
13 0,977 0,03 0,924
14 1,069 0,089 0,972
15 0,788 0,013 0,759
16 0,417 0,02 0,494
17 0,65 0,01 0,618
18 0,571 0,031 0,61
19 0,456 0,015 0,62
20 0,514 0,069 0,736
21 0,239 0,03 0,053
22 0,39 0,019 0,096
23 0,439 0,025 0,486
24 0,265 0,018 0,094
25 0,539 0,319 0,394
26 0,552 0,085 0,638
27 0,648 0,013 0,494




Apéndice P. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1 e anticorpos anti-lgG2, dos soros de
27 animais naturalmente infectados por Leishmania sp., 60
dias apds inicio do tratamento (M2). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1l 1gG2
1 0,565 0,036 0,294
2 0,511 0,042 0,316
3 0,613 0,03 0,449
4 0,324 0,006 0,245
5 0,351 0,03 0,263
6 0,624 0,526 0,411
7 0,374 0,014 0,102
8 0,739 0,017 0,295
9 0,538 0,061 0,299
10 0,703 0,059 0,756
11 0,955 0,671 0,931
12 0,528 0,136 0,332
13 0,896 0,034 0,94
14 1,064 0,057 0,947
15 0,651 0,021 0,772
16 0,512 0,018 0,345
17 0,603 0,013 0,593
18 0,445 0,011 0,597
19 0,349 0,081 0,523

20 0,402 0,053 0,603
21 0,229 0,035 0,065
22 0,323 0,02 0,086
23 0,497 0,019 0,396
24 0,364 0,071 0,122
25 0,448 0,363 0,458
26 0,521 0,065 0,584
27 0,759 0,048 0,509




Apéndice Q. Densidades opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG2, dos
de 27 animais naturalmente infectados por Leishmania sp.,
90 dias apbs inicio do tratamento (M3). (Jaboticabal-SP,

anticorpos anti-lgGl e

SOros

2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,668 0,035 0,478
2 0,392 0,034 0,237
3 0,627 0,016 0,434
4 0,239 0,014 0,145
5 0,289 0,011 0,244
6 0,54 0,482 0,631
7 0,383 0,041 0,125
8 0,525 0,012 0,214
9 0,446 0,058 0,214
10 0,619 0,059 0,697
11 0,975 0,421 0,844
12 0,439 0,12 0,281
13 0,852 0,028 0,904
14 0,932 0,071 0,877
15 0,665 0,019 0,703
16 0,436 0,024 0,336
17 0,615 0,019 0,559
18 0,451 0,031 0,623
19 0,315 0,098 0,579
20 0,358 0,077 0,615
21 0,295 0,037 0,207
22 0,387 0,024 0,086
23 0,605 0,018 0,48
24 0,279 0,077 0,091
25 0,463 0,342 0,446
26 0,541 0,076 0,485
27 0,771 0,027 0,543




Apéndice R. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos anti-lgG1l e anticorpos anti-lgG2, dos soros de
27 animais naturalmente infectados por Leishmania sp., 180
dias apds inicio do tratamento (M4). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2
1 0,556 0,019 0,331
2 0,352 0,018 0,241
3 0,454 0,01 0,346
4 0,149 0,021 0,145
5 0,353 0,012 0,245
6 0,54 0,437 0,529
7 0,351 0,04 0,111
8 0,581 0,026 0,59
9 0,453 0,02 0,087
10 0,494 0,048 0,544
11 1,047 0,525 0,968
12 0,539 0,094 0,326
13 0,867 0,023 0,904
14 0,763 0,029 0,777
15 0,609 0,016 0,572
16 0,453 0,033 0,286
17 0,384 0,016 0,534
18 0,434 0,049 0,465
19 0,208 0,055 0,495
20 0,459 0,206 0,491
21 0,709 0,387 0,806
22 0,338 0,03 0,057
23 0,536 0,007 0,388
24 0,342 0,039 0,065
25 0,67 0,326 0,598
26 0,609 0,068 0,646
27 0,73 0,021 0,527




Apéndice S. Densidades Opticas meédias (D.O.) da padronizacdo das
diluicdes de soro, anticorpo monoclonal anti-lgG1 e conjugado,
pela técnica de ELISA, realizada com amostras positiva e
negativa. (Jaboticabal-SP, 2009).

Diluicéo D.O. Diluicao D.O.
C+ 1Aa 1,804 C- 2Bb 0,019
C- 1Aa 0,581 C+ 2Bc 0,852
C+ 1Ab 1,543 C- 2Bc 0,015
C- 1Ab 0,448 C+ 2Ca 0,627
C+ 1Ac 1,336 C-2Ca 0,029
C- 1Ac 0,353 C+ 2Cb 0,521
C+ 1Ba 1,752 C- 2Cb 0,004
C-1Ba 0,496 C+ 2Cc 0,367
C+ 1Bb 1,421 C- 2Cc 0,002
C- 1Bb 0,403 C+ 3Aa 0,298
C+ 1Bc 1,274 C- 3Aa 0,015
C- 1Bc 0,386 C+ 3Ab 0,283
C+ 1Ca 1,596 C- 3Ab 0,013
C-1Ca 0,403 C+ 3Ac 0,266
C+ 1Cb 1,378 C- 3Ac 0,011
C- 1Cb 0,375 C+ 3Ba 0,282
C+ 1Cc 1,198 C- 3Ba 0,012
C- 1Cc 0,354 C+ 3Bb 0,271
C+ 2Aa 1,739 C-3Bb 0,011
C- 2Aa 0,445 C+ 3Bc 0,249
C+ 2Ab 1,487 C-3Bc 0,009
C- 2Ab 0,402 C+ 3Ca 0,265
C+ 2Ac 1,295 C-3Ca 0,010
C- 2Ac 0,283 C+ 3Cb 0,258
C+ 2Ba 1,694 C-3Cb 0,008
C- 2Ba 0,164 C+ 3Cc 0,201
C+ 2Bb 1,661 C- 3Cc 0,005

C+ = controle positivo, C- = controle negativo; 1 = soro canino na
diluicdo 1:25, 2 = soro canino na diluicdo 1:50 e 3 = soro canino na
diluicdo 1:100; A = anti-lgG1 na diluicdo 1:100, B = anti-IgG1 na
diluicdo 1:200 e C = anti-lgG1 na diluicdo 1:400; a = conjugado na
diluicdo 1:2500, b = conjugado na diluicdo 1:5000 e ¢ = conjugado
na diluicdo 1:10000.



Apéndice T. Densidades Opticas médias (D.O.) da padronizacdo das
diluicdes de soro, anticorpo monoclonal anti-lgG2 e conjugado
pela técnica de ELISA, realizada com amostras positiva e
negativa. (Jaboticabal-SP, 2009).

Diluicéo D.O. Diluicao D.O.
C+ 1Aa 3,241 C- 2Bb 0,089
C- 1Aa 0,962 C+ 2Bc 0,681
C+ 1Ab 1,915 C- 2Bc 0,393
C- 1Ab 1,150 C+ 2Ca 0,991
C+ 1Ac 1,298 C-2Ca 0,204
C- 1Ac 0,826 C+ 2Cb 0,764
C+ 1Ba 2,057 C- 2Cb 0,503
C-1Ba 0,878 C+ 2Cc 0,529
C+ 1Bb 1,793 C- 2Cc 0,263
C- 1Bb 0,753 C+ 3Aa 0,398
C+ 1Bc 1,389 C- 3Aa 0,179
C- 1Bc 0,516 C+ 3Ab 0,320
C+ 1Ca 1,505 C- 3Ab 0,155
C-1Ca 0,904 C+ 3Ac 0,203
C+ 1Cb 1,498 C- 3Ac 0,154
C- 1Cb 0,849 C+ 3Ba 0,406
C+ 1Cc 1,114 C- 3Ba 0,179
C- 1Cc 0,814 C+ 3Bb 0,342
C+ 2Aa 2,887 C-3Bb 0,142
C- 2Aa 0,618 C+ 3Bc 0,210
C+ 2Ab 0,942 C-3Bc 0,110
C- 2Ab 0,441 C+ 3Ca 0,311
C+ 2Ac 0,587 C-3Ca 0,197
C- 2Ac 0,327 C+ 3Cb 0,276
C+ 2Ba 1,844 C-3Cb 0,161
C- 2Ba 0,232 C+ 3Cc 0,232
C+ 2Bb 0,976 C- 3Cc 0,126

C+ = controle positivo, C- = controle negativo; 1 = soro canino na
diluicdo 1:25, 2 = soro canino na diluicdo 1:50 e 3 = soro canino na
diluicdo 1:100; A = anti-IgG2 na diluicdo 1:25, B = anti-lgG2 na
diluicdo 1:50 e C = anti-IgG2 na diluicdo 1:100; a = conjugado na
diluicdo 1:2500, b = conjugado na diluicdo 1:5000 e ¢ = conjugado
na diluicdo 1:10000.



Apéndice U. Densidades o6pticas médias (D.O.) da padronizacdo das
diluicbes de soro, anticorpo monoclonal anti-lgG3 e conjugado
pela técnica de ELISA, realizada com amostras positiva e
negativa. (Jaboticabal-SP, 2009).

Diluicéo D.O. Diluicao D.O.
C+ 1Aa 4,067 C- 2Bb 0,091
C- 1Aa 0,542 C+ 2Bc 0,632
C+ 1Ab 3,627 C- 2Bc 0,119
C- 1Ab 0,482 C+ 2Ca 0,566
C+ 1Ac 1,136 C-2Ca 0,211
C- 1Ac 0,231 C+ 2Cb 0,471
C+ 1Ba 3,492 C- 2Cb 0,202
C-1Ba 0,480 C+ 2Cc 0,398
C+ 1Bb 2,476 C- 2Cc 0,163
C- 1Bb 0,277 C+ 3Aa 1,851
C+ 1Bc 0,921 C- 3Aa 0,204
C- 1Bc 0,253 C+ 3Ab 1,172
C+ 1Ca 0,692 C- 3Ab 0,195
C-1Ca 0,248 C+ 3Ac 0,483
C+ 1Cb 0,552 C- 3Ac 0,120
C- 1Cb 0,239 C+ 3Ba 1,125
C+ 1Cc 0,417 C- 3Ba 0,197
C- 1Cc 0,199 C+ 3Bb 0,994
C+ 2Aa 3,652 C-3Bb 0,093
C- 2Aa 0,319 C+ 3Bc 0,488
C+ 2Ab 2,380 C-3Bc 0,086
C- 2Ab 0,203 C+ 3Ca 0,382
C+ 2Ac 0,865 C-3Ca 0,101
C- 2Ac 0,197 C+ 3Cb 0,205
C+ 2Ba 3,283 C-3Cb 0,099
C- 2Ba 0,229 C+ 3Cc 0,177
C+ 2Bb 2,218 C- 3Cc 0,076

C+ = controle positivo, C- = controle negativo; 1 = soro canino na
diluicdo 1:25, 2 = soro canino na diluicdo 1:50 e 3 = soro canino na
diluicdo 1:100; A = anti-IgG3 na diluicdo 1:25, B = anti-lgG3 na
diluicdo 1:50 e C = anti-IgG3 na diluicdo 1:100; a = conjugado na
diluicdo 1:2500, b = conjugado na diluicdo 1:5000 e ¢ = conjugado
na diluicdo 1:10000.



Apéndice V. Densidades oOpticas meédias (D.O.) da padronizacdo das
diluicbes de soro, anticorpo monoclonal anti-lgG4 e conjugado
pela técnica de ELISA, realizada com amostras positiva e
negativa. (Jaboticabal-SP, 2009).

Diluicéo D.O. Diluicao D.O.
C+ 1Aa 1,202 C- 2Bb 0,002
C- 1Aa 0,104 C+ 2Bc 0,361
C+ 1Ab 1,187 C- 2Bc 0,002
C- 1Ab 0,089 C+ 2Ca 0,480
C+ 1Ac 0,721 C-2Ca 0,012
C- 1Ac 0,077 C+ 2Cb 0,392
C+ 1Ba 1,182 C- 2Cb 0,009
C-1Ba 0,088 C+ 2Cc 0,377
C+ 1Bb 1,016 C- 2Cc 0,008
C- 1Bb 0,059 C+ 3Aa 0,489
C+ 1Bc 0,476 C- 3Aa 0,039
C- 1Bc 0,042 C+ 3Ab 0,411
C+ 1Ca 0,773 C- 3Ab 0,021
C-1Ca 0,081 C+ 3Ac 0,357
C+ 1Cb 0,511 C- 3Ac 0,019
C- 1Cb 0,049 C+ 3Ba 0,416
C+ 1Cc 0,295 C- 3Ba 0,011
C- 1Cc 0,033 C+ 3Bb 0,304
C+ 2Aa 1,007 C-3Bb 0,007
C- 2Aa 0,088 C+ 3Bc 0,207
C+ 2Ab 0,994 C-3Bc 0,001
C- 2Ab 0,079 C+ 3Ca 0,201
C+ 2Ac 0,685 C-3Ca 0,001
C- 2Ac 0,064 C+ 3Cb 0,189
C+ 2Ba 0,942 C-3Cb -0,001
C- 2Ba 0,048 C+ 3Cc 0,142
C+ 2Bb 0,911 C- 3Cc -0,004

C+ = controle positivo, C- = controle negativo; 1 = soro canino na
diluicdo 1:25, 2 = soro canino na diluicdo 1:50 e 3 = soro canino na
diluicdo 1:100; A = anti-IgG4 na diluicdo 1:25, B = anti-lgG4 na
diluicdo 1:50 e C = anti-IgG4 na diluicdo 1:100; a = conjugado na
diluicdo 1:2500, b = conjugado na diluicdo 1:5000 e ¢ = conjugado
na diluicdo 1:10000.



Apéndice X. Densidades opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
dos soros controle negativos para a pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania chagasi, anticorpos monoclonais anti-lgG1,
anti-lgG2, anti-IgG3 e anti-lgG4 de 45 cées provenientes de
area ndo endémica (controle). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 1gG2 IgG3 IgG4
1 0,144 0,072 0,155 0,058 0,023
2 0,172 0,091 0,068 0,024 0,03
3 0,174 0,064 0,14 0,066 0,025
4 0,187 0,098 0,189 0,043 0,025
5 0,217 0,075 0,069 0,022 0,005
6 0,153 0,03 0,057 0,01 0,015
7 0,241 0,105 0,037 0,02 0,003
8 0,222 0,067 0,062 0,026 0,017
9 0,086 0,089 0,183 0,003 0,037
10 0,065 0,029 0,109 0,003 0,02
11 0,042 0,037 0,118 0,004 0,009
12 0,115 0,03 0,184 0,021 0,016
13 0,05 0,093 0,108 0,056 0,026
14 0,054 0,035 0,051 0,005 0,016
15 0,067 0,044 0,111 0,055 0,023
16 0,08 0,032 0,171 0,01 0,01
17 0,082 0,061 0,151 0,002 0,029
18 0,061 0,032 0,127 0,064 0,002
19 0,092 0,04 0,13 0,006 0,034
20 0,047 0,09 0,182 0,034 0,02
21 0,132 0,096 0,102 0,06 0,025
22 0,129 0,1 0,144 0,066 0,027
23 0,066 0,075 0,087 0,002 0,034
24 0,06 0,014 0,078 0,022 0,016
25 0,081 0,058 0,102 0,058 0,032
26 0,074 0,095 0,084 0,084 0,022
27 0,109 0,074 0,088 0,072 0,032
28 0,107 0,018 0,061 0,068 0,016
29 0,133 0,024 0,173 0,042 0,037
30 0,143 0,03 0,182 0,018 0,034
31 0,173 0,032 0,102 0,007 0,017
32 0,104 0,037 0,184 0,019 0,017
33 0,154 0,049 0,06 0,025 0,026
34 0,123 0,029 0,073 0,047 0,021
35 0,14 0,022 0,035 0,027 0,041
36 0,116 0,06 0,111 0,023 0,034
37 0,123 0,056 0,103 0,088 0,02
38 0,108 0,022 0,099 0,017 0,007
39 0,195 0,094 0,033 0,02 0,013
40 0,147 0,063 0,14 0,09 0,025
41 0,125 0,052 0,033 0,017 0,017
42 0,072 0,027 0,1 0,081 0,009
43 0,125 0,017 0,04 0,041 0,022
44 0,136 0,062 0,053 0,048 0,025
45 0,148 0,029 0,046 0,042 0,025




Apéndice Z. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos monoclonais anti-lgG1, anti-lgG2, anti-lgG3 e
anti-lgG4 dos soros de 45 animais sintomaticos naturalmente
infectados por Leishmania sp. (sintomatico). (Jaboticabal-SP,

2009).

Animal IgG total IgG1 IgG2 1gG3 1gG4
1 1,074 1,204 0,142 0,676 0,246
2 1,091 1,573 0,206 1,239 0,571
3 1,305 1,798 0,501 1,694 0,516
4 1,259 1,317 0,264 0,473 0,355
5 0,922 1,099 0,25 0,943 0,352
6 1,11 1,708 0,332 1,155 0,658
7 1,287 1,495 0,13 0,807 0,251
8 1,124 2,145 0,128 1,634 0,677
9 1,036 2,941 0,106 2,019 0,731
10 1,288 1,94 0,162 1,504 0,527
11 1,176 1,03 0,141 0,51 0,262
12 1,261 2,219 0,288 1,722 0,495
13 1,203 1,462 0,178 1,27 0,22
14 14 1,975 0,633 1,813 0,737
15 1,236 2,493 0,31 1,75 0,843
16 1,11 1,522 0,192 1,182 0,387
17 1,368 1,909 0,328 1,775 0,463
18 1,108 1,535 0,345 1,123 0,364
19 1,255 1,757 0,197 1,587 0,734
20 1,15 1,309 0,152 0,441 0,402
21 1,059 1,486 0,101 0,488 0,371
22 1,067 1,402 0,157 1,194 0,451
23 1,321 1,947 0,278 1,846 0,382
24 1,34 1,891 0,38 1,781 0,542
25 1,262 1,458 0,206 1,38 0,493
26 1,168 2,262 0,431 1,707 0,635
27 1,079 1,187 0,114 0,881 0,431
28 1,167 1,216 0,31 1,143 0,422
29 1,218 1,329 0,356 1,242 0,631
30 1,029 1,009 0,11 0,559 0,378
31 1,187 2,578 0,552 1,909 0,976
32 1,235 2,25 0,603 1,782 0,67
33 1,312 1,784 0,11 0,899 0,371
34 1,121 1,677 0,537 1,415 0,742
35 1,071 1,562 0,196 1,074 0,748
36 1,162 2,097 0,213 1,221 0,338
37 1,204 1,246 0,218 0,904 0,447
38 1,145 1,704 0,327 1,427 0,4
39 1,143 1,685 0,122 1,312 0,225
40 1,093 1,936 0,129 1,515 0,666
41 1,021 1,317 0,128 0,607 0,258
42 0,936 1,571 0,1 0,839 0,252
43 1,152 1,833 0,158 1,575 0,248
44 1,195 2,745 0,287 1,708 0,361
45 1,013 1,308 0,104 1,11 0,304




Apéndice AA. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos monoclonais anti-lgG1, anti-lgG2, anti-IgG3 e
anti-lgG4 dos soros de 45 animais assintométicos
naturalmente infectados por Leishmania sp.(assintomético).
(Jaboticabal - SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 IgG2 1gG3 1gG4
1 1,227 1,882 0,174 0,02 0,02
2 0,852 1,431 0,127 0,023 0,006
3 0,778 1,168 0,189 0,012 0,014
4 1,074 1,519 0,142 0,029 0,005
5 0,372 0,326 0,046 0,017 0,003
6 0,777 1,376 0,137 0,015 0,024
7 0,83 1,147 0,131 0,033 0,045
8 0,974 1,387 0,153 0,016 0,013
9 0,409 0,511 0,177 0,023 0,076
10 0,637 0,574 0,123 0,036 0,012
11 0,491 0,659 0,12 0,03 0,013
12 0,717 0,859 0,166 0,011 0,011
13 0,718 0,74 0,193 0,009 0,03
14 0,686 1,118 0,115 0,014 0,02
15 0,556 0,71 0,071 0,022 0,017
16 0,594 0,665 0,072 0,014 0,063
17 0,882 1,489 0,098 0,02 0,019
18 0,555 0,755 0,052 0,019 0,012
19 0,854 1,001 0,08 0,035 0,003
20 0,514 0,72 0,227 0,029 0,013
21 0,924 1,252 0,205 0,021 0,055
22 0,618 0,79 0,194 0,014 0,013
23 0,906 1,349 0,158 0,018 0,021
24 0,703 0,94 0,078 0,012 0,017
25 0,896 1,589 0,208 0,017 0,005
26 0,675 0,976 0,133 0,011 0,045
27 0,923 1,52 0,142 0,025 0,033
28 0,648 0,985 0,117 0,015 0,01
29 0,673 0,886 0,189 0,074 0,017
30 0,602 0,813 0,259 0,019 0,03
31 0,48 1,129 0,207 0,016 0,038
32 0,511 1,065 0,222 0,034 0,005
33 0,6 0,592 0,205 0,034 0,025
34 0,559 1,41 0,211 0,013 0,023
35 0,688 1,183 0,191 0,014 0,006
36 0,944 1,518 0,187 0,014 0,037
37 0,479 0,54 0,088 0,035 0,018
38 0,816 1,493 0,157 0,024 0,047
39 0,627 0,913 0,19 0,037 0,018
40 0,784 1,512 0,157 0,047 0,015
41 0,669 0,821 0,107 0,016 0,025
42 0,768 1,191 0,058 0,022 0,029
43 0,84 1,072 0,14 0,042 0,026
44 0,524 1,123 0,258 0,011 0,013
45 0,334 0,297 0,238 0,013 0,032




Apéndice BB. Densidades Opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos monoclonais anti-lgG1, anti-lgG2, anti-IgG3 e
anti-lgG4 dos soros de 37 animais higidos, antes da
primeira dose da vacina contra a doenca (MO).
(Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
1 0,138 0,041 0,189 0,031 0,016
2 0,157 0,042 0,18 0,066 0,008
3 0,093 0,04 0,133 0,018 0,031
4 0,126 0,041 0,133 0,013 0,026
5 0,095 0,069 0,19 0,008 0,024
6 0,081 0,058 0,187 0,054 0,004
7 0,053 0,021 0,09 0,045 0,014
8 0,093 0,044 0,084 0,054 0,023
9 0,22 0,04 0,128 0,037 0,014
10 0,196 0,09 0,138 0,049 0,007
11 0,137 0,067 0,161 0,044 0,015
12 0,183 0,035 0,121 0,017 0,008
13 0,162 0,071 0,056 0,066 0,006
14 0,229 0,086 0,103 0,022 0,016
15 0,085 0,043 0,132 0,036 0,029
16 0,117 0,05 0,189 0,057 0,005
17 0,106 0,027 0,077 0,034 0,012
18 0,093 0,068 0,134 0,027 0,021
19 0,107 0,034 0,134 0,012 0,025

20 0,213 0,074 0,196 0,031 0,005
21 0,085 0,03 0,09 0,011 0,015
22 0,185 0,063 0,109 0,027 0,018
23 0,055 0,032 0,089 0,011 0,014
24 0,04 0,076 0,117 0,013 0,004
25 0,097 0,041 0,107 0,02 0,023
26 0,178 0,08 0,149 0,017 0,013
27 0,153 0,093 0,104 0,034 0,036
28 0,158 0,081 0,047 0,046 0,027
29 0,165 0,029 0,101 0,008 0,004
30 0,152 0,022 0,056 0,032 0,004
31 0,139 0,018 0,07 0,01 0,022
32 0,179 0,068 0,119 0,017 0,023
33 0,204 0,069 0,103 0,008 0,017
34 0,078 0,062 0,087 0,016 0,005
35 0,103 0,034 0,127 0,056 0,018
36 0,053 0,025 0,19 0,016 0,002
37 0,085 0,047 0,061 0,035 0,026




Apéndice CC. Densidades 6pticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos monoclonais anti-lgG1, anti-IlgG2, anti-lgG3 e
anti-lgG4 dos soros de 37 animais higidos, 90 dias apés a
primeira dose da vacina contra a doenca (M3).
(Jaboticabal-SP, 2009).

Animal IgG total IgG1l IgG2 IgG3 IgG4
1 0,822 1,145 0,272 0,998 0,377
2 0,741 0,945 0,278 0,388 0,286
3 0,798 0,541 0,171 0,34 0,299
4 0,818 0,64 0,158 0,404 0,173
5 0,788 0,73 0,116 0,519 0,23
6 0,746 0,813 0,354 0,661 0,572
7 0,621 0,707 0,186 0,48 0,197
8 0,725 1,35 0,229 1,052 0,446
9 0,701 0,999 0,206 0,877 0,087
10 0,869 1,339 0,211 1,072 0,329
11 0,736 2,466 0,178 1,105 0,419
12 0,867 1,105 0,032 0,484 0,264
13 0,685 1,112 0,169 1,035 0,288
14 0,874 1,26 0,177 0,991 0,213
15 0,852 1,132 0,242 0,865 0,288
16 0,899 1,251 0,266 0,885 0,308
17 0,699 1,071 0,155 0,069 0,014
18 0,716 0,875 0,15 0,071 0,018
19 0,718 0,729 0,251 0,645 0,308

20 0,471 0,561 0,207 0,531 0,036
21 0,823 0,945 0,129 0,497 0,16
22 0,762 0,55 0,142 0,538 0,024
23 0,471 0,442 0,122 0,306 0,017
24 0,757 0,543 0,095 0,603 0,015
25 0,769 0,753 0,109 0,371 0,017
26 0,855 0,766 0,124 0,777 0,138
27 0,548 0,601 0,089 0,008 0,003
28 0,877 0,919 0,049 0,312 0,037
29 0,743 0,82 0,112 0,034 0,011
30 0,542 0,727 0,073 0,051 0,048
31 0,542 0,632 0,085 0,01 0,037
32 0,486 0,424 0,123 0,011 0,007
33 0,828 0,973 0,17 0,148 0,033
34 0,754 0,58 0,209 0,508 0,32
35 0,73 0,596 0,166 0,083 0,009
36 0,806 1,133 0,196 0,706 0,121
37 0,83 0,7 0,085 0,025 0,043




Apéndice DD. Densidades oOpticas meédias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos monoclonais anti-IgG1, anti-lgG2, anti-IgG3 e
anti-lgG4 dos soros de 27 animais naturalmente infectados
por Leishmania sp., antes do inicio do tratamento (MO).
(Jaboticabal-SP, 2009).

Animal | 1gG total IgG1 IgG2 1gG3 9G4
1 0,829 2,402 0,031 1,486 0,395
2 0,792 2,329 0,277 1,894 0,865
3 0,793 2,15 0,521 1,913 1,248
4 0,759 2,369 0,209 1,129 0,345
5 0,773 1,312 0,049 0,692 0,112
6 0,713 2,44 0,101 1,298 0,704
7 0,619 1,225 0,08 0,996 0,325
8 0,791 2,439 0,22 1,528 0,334
9 0,791 2,036 0,191 1,816 1,163
10 0,855 2,448 0,327 2,042 1,049
11 0,935 1,487 0,011 0,047 0,31
12 0,572 1,158 0,007 0,555 0,325
13 0,993 2,81 0,288 1,924 1,245
14 1,14 2,82 0,122 2,453 0,253
15 0,755 2,296 0,073 0,794 0,22
16 0,519 1,43 0,148 1,174 0,287
17 0,631 1,988 0,196 1,226 1,045
18 0,513 1,49 0,092 0,064 0,186
19 0,728 2,576 0,192 1,86 0,641
20 0,721 1,362 0,022 1,08 0,072
21 0,285 0,323 0,008 0,076 0,004
22 0,347 0,428 0,045 0,087 0,043
23 0,637 0,512 0,014 0,494 0,273
24 0,37 0,652 0,007 0,283 0,013
25 0,602 1,755 0,042 1,028 0,262
26 0,656 1,132 0,193 0,685 0,23
27 0,814 1,724 0,231 1,448 0,307




Apéndice EE. Densidades opticas médias (D.O.), pela técnica de ELISA,
para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi,
anticorpos monoclonais anti-lgG1, anti-lgG2, anti-IgG3 e
anti-lgG4 dos soros de 27 animais naturalmente infectados
por Leishmania sp., 180 dias apos o inicio do tratamento
(M4). (Jaboticabal-SP, 2009).

Animal | 1gG total IgG1 IgG2 1gG3 1gG4
1 0,556 1,232 0,122 0,826 0,33
2 0,352 0,704 0,049 0,309 0,153
3 0,454 0,74 0,019 0,615 0,177
4 0,149 0,885 0,133 0,141 0,034
5 0,353 0,328 0,051 0,29 0,037
6 0,54 1,069 0,37 0,892 0,307
7 0,351 0,349 0,037 0,577 0,189
8 0,581 1,268 0,124 1,018 0,39
9 0,453 0,944 0,078 0,695 0,245
10 0,494 1,493 0,228 1,077 0,265
11 1,047 1,7 0,151 0,362 0,263
12 0,539 0,699 0,071 0,372 0,207
13 0,867 1,61 0,221 1,555 0,274
14 0,763 1,441 0,119 1,272 0,2
15 0,609 0,788 0,087 0,24 0,087
16 0,453 0,895 0,121 0,37 0,198
17 0,384 1,235 0,12 0,789 0,195
18 0,434 1,214 0,091 0,045 0,152
19 0,208 0,149 0,095 0,065 0,044
20 0,459 0,941 0,052 0,775 0,285
21 0,709 2,395 0,085 1,433 0,293
22 0,338 0,149 0,074 0,059 0,054
23 0,536 0,773 0,132 0,582 0,147
24 0,342 0,361 0,012 0,142 0,003
25 0,67 2,151 0,125 1,652 0,4
26 0,609 0,944 0,088 0,163 0,038
27 0,73 2,099 0,274 1,618 0,316




Apéndice FF. Parecer da Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA).



Apéndice GG. Parecer da Comissdo de Etica e Bem Estar Animal
(CEBEA).
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