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RESUMO

Tendo em vista que o Tocantins mostra-se um dos principais estados brasileiros com maior
numero de casos de leishmaniose visceral humana e canina e que o gato pode atuar como
possivel reservatorio da doenca, objetivou-se detectar a presenca de Leishmania spp. em felinos
domésticos do municipio endémico de Araguaina, estado do Tocantins, abordando as possiveis
associacles com a infeccdo (caracteristicas individuais dos animais, presenca de sinais clinicos
e co-infeccBes). Para tal, amostras de sangue, medula 6ssea, linfonodo, figado, baco e pele
foram analisadas por meio do exame direto, Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
Reacdo em cadeia pela Polimerase (PCR). Amostras de soro também foram testadas para o
Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e Virus da Leucemia Felina (FeLV) utilizando o teste
SNAPshot Dx, IDEXX®. Anticorpos anti- Leishmania spp. foram detectados em 26,2% (22/84)
(IC: 17,2% - 36,9%) dos animais. Desses, 22,7% (5/22) (IC: 0,74% - 10, 12%) foram reativos
para FeLV, sendo que um deles também mostrou positividade para FIV. N&o houve associacdo
entre essas infec¢des e a leishmaniose (p=0,1189). Variaveis como sexo, comprimento do pelo,
cor da pelagem, estado corporal, idade e raca ndo tiveram associagdo com a soropositividade
(p>0,05). A frequéncia de L. (L.) infantum chagasi obtida pela PCR foi de 4,4% (5/113) (IC:
1,5% - 10%) e o resultado obtido por meio do exame parasitolégico direto, foi de 5,3% (3/57)
(IC: 1,1% - 14,6%). Dentre os animais positivos no diagnostico molecular (5/113), 75% (3/4)
das amostras de baco, linfonodo submandibular e pele, 60% (3/5) das amostras de sangue e
33,33% (1/3) da amostras de medula mostraram positividade. Dos animais que apresentaram
formas amastigotas no exame direto (3/57), todos os tecidos testados foram positivos (3/3). A
concordancia entre PCR e exame parasitoldgico foi considerada moderada (valor de Kappa =
0,544, IC: 0,2874 — 0,8006). Houve associacdo entre positividade e animais que apresentaram
pelo menos um sinal clinico (p=0,0231). Dentre estes sinais, esplenomegalia (p=0,0069) e
hepatomegalia (p=0,0008) foram estatisticamente significativos. Os resultados obtidos aqui
representam consideravel impacto do ponto de vista de saude publica, uma vez que a
leishmaniose € grave uma zoonose presente principalmente regides subdesenvolvidas e em
processo de urbanizagdo, como é o caso do Tocantins. Assim, recomenda-se o desenvolvimento
e a intensificacdo de medidas de controle direcionadas a espécie felina, tais como
conscientizacdo de Orgdos e profissionais de saude, orientacdo da populacdo quanto a
importancia da guarda responsavel, assisténcia veterinaria e cuidados ambientais, e capacitagdo
dos profissionais veterinarios de forma a atuarem no diagndstico preciso da infeccao.

Palavras-chave: amastigota; anticorpo; gato; Leishmania spp.; reacdo em cadeia pela

polimerase
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ABSTRACT

Considering that Tocantins is one of the main brazilian states with the greatest number of cases
of human and canine visceral leishmaniasis and that the cat can act as a possible reservoir for
the disease, it was aimed to detect the presence of Leishmania spp. in domestic cats of the
endemic municipality of Araguaina, state of Tocantins, approaching the possible associations
with the infection (individual characteristics of the animals, presence of clinical signs and co-
infections). For this, blood, bone marrow, lymph node, liver, spleen and skin samples were
analyzed by direct examination, Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) and Polymerase
Chain Reaction (PCR). Serum samples were also tested for Feline immunodeficiency Virus
(FIV) and Feline Leukemia Virus (FeLV) using the SNAPshot Dx, IDEXX® test. Anti-
Leishmania spp. antibodies were detected in 26.2% (22/84) (IC: 172% - 36.9%) of the animals.
Of these, 22.7% (5/22) (CI: 0.74% - 10.12%) were reactive for FeLV, one of which also showed
positivity for FIV. There was no association between these infections and leishmaniasis (p =
0.1189). Variables such as sex, hair length, coat color, body condition, age and race had no
association with seropositivity (p> 0.05). The frequency of L. (L.) infantum chagasi obtained
by PCR was 4.4% (5/113) (Cl: 1.5% - 10%) and the result obtained through direct
parasitological examination was 5.3% (3/57) (Cl: 1.1% - 14.6%). Among the positive animals
in the molecular diagnosis (5/113), 75% (3/4) of the spleen, submandibular lymph nodes and
skin samples, 60% (3/5) of the blood samples and 33.33% (1/3) of the bone marrow samples
showed positivity. Of the animals that presented amastigote forms in the direct examination
(3/57), all tested tissues were positive (3/3). The agreement between PCR and parasitological
examination was considered moderate (Kappa = 0.544, CI: 0.2874 - 0.8006). There was an
association between positivity and animals presenting at least one clinical sign (p = 0.0231).
Among these signs, splenomegaly (p =0.0069) and hepatomegaly (p = 0.0008) were statistically
significant. The results obtained here represent a considerable impact from the point of view of
public health, since the leishmaniasis is serious a zoonosis present mainly undeveloped regions
and in the process of urbanization, as is the case of Tocantins. Thus, it is recommended the
development and intensification of control measures directed to the feline species, such as the
awareness of organs and health professionals, the orientation of the population regarding the
importance of responsible care, veterinary assistance and environmental care, and training of
veterinary professionals in order to act in the precise diagnosis of the infection.

Keywords: amastigote; antibody; cat; Leishmania spp.; polymerase chain reaction
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca causada por mais de 20 espécies de protozoarios do
género Leishmania distribuidas mundialmente. Em humanos a infec¢do pode originar formas
clinicas distintas: leishmaniose visceral (LV), também conhecida como kala-azar, leishmaniose
dermal pos kala-Azar (LDPK) e leishmaniose tegumentar (leishmaniose cutanea - LC e
leishmaniose mucocutanea - LMC). Embora esta Utima seja a forma mais comum da doenca, a
LV apresenta maior gravidade, podendo ser fatal®.

No ano de 2015, o nimero de casos autdctones registrados junto a Organizacdo Mundial
de Saude foi de 3.456 para LV e 46.304 para LC somente nas Américas. Entre os paises mais
afetados no continente aparecem Brasil, Bolivia, Coldmbia e Peru®. Nesse contexto, ressalta-
se que a ocorréncia de leishmaniose prevalece em grande parte em paises em
desenvolvimento® e areas geogréficas de maior pobreza®, onde ha falta de recursos e
investimentos em pesquisa que auxiliem no controle da enfermidade, como por exemplo o
desenvolvimento de vacinas®.

No Brasil registrou-se, em 2016, 3.200 casos confirmados de LV® e 12.690 para a
forma tegumentar®. Tratando-se apenas da forma visceral, estados brasileiros como Maranho,
Minas Gerais, Para, Ceara e Tocantins vém destacando-se com o maior nimero de casos®. Em
termos de elevada incidéncia, dados do Ministério da Salde referentes a 2015, posicionaram o
estado do Tocantins no primeiro lugar no ranking nacional (12,2/100.000 habitantes)®.

Ao considerar a distribuicdo de casos de LV no estado do Tocantins, estes estdo
concentrados nos municipios de Araguaina, Palmas (capital), Porto Nacional, Paraiso do
Tocantins, Araguatins e Tocantindpolis, que compdem 66% dos casos!”). No ano de 2015, por
exemplo, Araguaina e Palmas foram responsaveis por 79 e 52 dos 203 casos humanos,
respectivamente®).

Considerado area de transmissdo intensa para LV, o municipio de Araguaina é o
principal responséavel pelo aumento de casos humanos no estado (Figura 1). Além disso, o
municipio também é endémico para a leishmaniose visceral canina, sendo responsavel por
indices elevados de infecgdo, como o verificado por Santos et al.® que observaram uma

frequéncia de 40,7% em cdes examinados no periodo de 2007 a 2014.
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FIGURA 1- Perfil espago temporal de casos humanos de leishmaniose visceral
no estado do Tocantins de 2012 a 2016. Observar distribuigéo de
casos no municipio de Araguaina (coloragcdo marrom escura).
Fonte: Adaptado de Afonso et al.(”

A LV é transmitida a humanos e animais por meio da picada de fémeas flebotomineas”
pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Animais
silvestres como Speothos venaticus (cdo do mato), Chrysocyon brachyurus (lobo guard) e
Cerdocyon thous (raposa do mato)? podem atuar como reservatérios, apesar do c&o doméstico
ser considerado o principal reservatorio urbano 2 . Qutras espécies de vertebrados como
roedores, equideos e felinos também ja foram evidenciadas com a doenga®®.

Individuos da espécie felina ja foram diagnosticados infectados por Leishmania
infantum por meio de xenodiagnostico®® 16, Pesquisas recentes tém apontado os felinos
domésticos como fonte de infeccao®>1"), propondo-os como reservatdrio doméstico adcional*®
e/ou hospedeiros secundarios®®, alternativos ou acidentais®®. Ressalta-se ainda que vetores
como o Lutzomyia longipalpis, principal espécie vetora da LV no Brasil®®, apresentam habitos
alimentares ecléticos, alimentando-se de sangue de aves, roedores, humanos, gambas, bois,
cavalos e cdes®Y. Assim sendo, os gatos também poderiam atuar como fonte de alimento.

Tratando-se do diagndstico, a doenga em sua forma visceral pode ser investigada por
meio do reconhecimento dos sinais clinicos e do uso de testes laboratoriais, como o exame
parasitologico, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), o Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) e a analise do acido desoxirribonucleico (DNA) do agente por meio da Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR). Esses sdo considerados importantes para alcancar um resultado
definitivo®® 23, Vale ressaltar que os testes rapidos imunocromatograficos (TRIs) também vém

sendo utilizados como método de triagem para leishmaniose visceral canina®?.
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Tendo em vista que 0 Tocantins mostra-se um dos principais estados com maior niumero
de casos de leishmaniose humana, que os felinos domésticos tém tido crescente papel como
animais de estimago, mantendo estreita relacdo com os seres humanos®, e que a falta de um
diagnostico precoce para a leishmaniose felina pode significar a permanéncia de um possivel
reservatorio no ambiente e risco de transmissio®®, o diagnostico eficaz da infecgdo em animais
dessa regido endémica é de extrema importancia. Ressalta-se que a estimativa populacional
felina no estado do Tocantins durante a vacinacgdo antirrabica do ano de 2017 chegou a 64.048
animais, sendo que a maior parte da populacdo (11,8%) foi proveniente da cidade de
Araguaina®”. Esse fato reforca a necessidade de pesquisas relacionadas a leishmaniose felina,
de forma que auxiliem no esclarescimento do papel do gato no ciclo da doenca e no posterior
controle da mesma.

Assim, objetivou-se detectar a presenca de Leishmania spp. em felinos domésticos do
municipio endémico de Araguaina, estado do Tocantins, por meio do método parasitolégico
direto, da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta e da Reagdo em cadeia pela polimerase,
abordando as possiveis associa¢fes com a infeccdo (caracteristicas individuais dos animais,

presenca de sinais clinicos e co-infeccdes).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente etioldgico

A leishmaniose é causada por protozoarios do género Leishmania, pertencentes a Ordem
Kinetoplastida e a Familia Trypanosomatidae®®®. Esses protozoarios tém a capacidade de
acometer humanos e animais, ocasionando diferentes formas clinicas da doenca 9.

A primeira observacédo de leishmaniose referiu-se a apresentagdo tegumentar, feita em
1885 pelo Major David Douglas Cunningham, na india. Cunningham visualizou células
medindo 12,6 um X 8,8 um contendo varios “Corpos Nucleados” de “tnica massa nuclear” em
amostras de tecido cutaneo. Estes achados caracterizaram o macrofago hospedeiro contendo
inimeras formas amastigotas que mais tarde foram denominadas Leishmania major. Tempos
depois, em 1906, na Rassia, um pesquisador chamado Liihe nomeou o protozoario como
Leishmania tropica®.

O agente causador da leishmaniose visceral foi descrito em 1903 por William Boog
Leishman, em Londres, e Charles Donovan em Madras, sul da india. Eles descobriram
“organismos ovais ndo flagelados” em amostras de bago de pacientes com Febre Dum Dum

(Kala Azar). Estes organismos foram denominados inicialmente como “corpos Leishman-
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donovan”. Entretanto, Ronald Ross usou a denominagao Leishmania donovani e, a partir desse
momento estabeleceu-se o género Leishmania. No ano seguinte pesquisadores, como Félix
Mesnil e o proprio William Boog Leishman, notaram similaridade entre as formas que
causavam a doenca visceral e a cutanea®?,

Sabe-se hoje que os protozoarios do género Leishmania sdo dimorficos, apresentando
dois estagios morfoldgicos principais: amastigota e promastigota. A amastigota é encontrada
no fagolisossomo de células fagociticas mononucleares do hospedeiro mamifero, apresentam
forma arredondada ou oval, medindo aproximadamente 2,5-6,8um em diametro, e possuindo
cinetoplasto intracelular contendo o acido desoxirriboucleico (DNA) mitocondrial. J& a
promastigota é uma forma extracelular encontrada no intestino dos vetores flebotomineos,
possui um longo flagelo anterior, é dotada de motilidade e mede cerca de 15-30 pum de
comprimento®Y),

Atualmente existem mais de 20 espécies do género Leishmania distribuidas
mundialmente”. No Brasil, a espécie Leishmania (Leishmania) infantum chagasi ¢ a
responsavel por causar leishmaniose em sua forma visceral®® %2, enquanto que a forma cutanea
da doenca é ocasionada, na maioria dos casos, pelas espécies Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis®?.

O flebétomo vetor desse protozoario tem por volta de dois a trés milimetros de
comprimento e é encontrado em todas as regifes intertropicais e temperadas do mundo.
Geralmente a fémea deposita seus ovos em tocas de roedores, troncos de arvores, prédios em
ruinas, rachaduras, abrigos de animais e lixo doméstico, onde as larvas podem encontrar a
matéria organica, calor e umidade que necessitam para se desenvolver®®. Uma vez que precisa
de sangue para o desenvolvimento de seus ovos, a fémea torna-se infectada com Leishmania
spp.2% no momento em que ingere macréfagos parasitados por formas amastigotas a partir do
sangue de animais infectados®¥.

No trato digestivo anterior da fémea ocorre o rompimento dos macréfagos liberando as
formas amastigotas, que se reproduzem por divisdo binaria e diferenciam-se rapidamente em
formas promastigotas. Estas, por sua vez, transformam-se em paramastigotas e colonizam o
esdfago e a faringe do vetor. A partir de entdo as paramastigotas se diferenciam em formas
infectantes - promastigotas metaciclicas ®¥ e sio inoculadas em novos individuos no momento
da picada, fechando o ciclo de transmissdo ¢,

Pesquisas desenvolvidas no Brasil com o fleb6tomo Lutzomyia longipalpis, principal
vetora da LV no pais %, tém evidenciado preferéncia desses por sangue de aves e roedores,

humanos, gambas, bois, cavalos e cies®" %®), demonstrando o carater oportunista da espécie.
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Informacgdes como esta sdo valiosas, visto que o conhecimento dos habitos alimentares a partir
do estudo do contetdo intestinal dos vetores, permite a identificacdo dos potenciais
reservatorios de Leishmania spp.?Y. Além de o vetor se comportar de maneira eclética quanto
a preferéncia alimentar, outro ponto importante no que tange a infeccao pelo agente etiologico
da leishmaniose, principalmente em regides endémicas, é o fator impacto ambiental, j& que ha

correlagdo entre questdes como o desmatamento e a possivel emergéncia de surtos®.

2.2 Leishmaniose felina

A leishmaniose em gatos foi descrita pela primeira vez em 1912, na Argélia®”. A partir
de entéo, a doenca em felinos vem sendo alvo de estudos em diversas regides do mundo®?, tais
como Argentina®, Egito®®, Espanha®), Grécia®® Jerusalem®™?, 1ra®?), Italia®?), México™?,
Portugal ¥ e Turquia**). No Brasil, a infec¢éo felina foi registrada no ano de 19629, Somente
no ano de 2002 a espécie agora conhecida como L. chagasi foi diagnosticada em um gato nativo
de Cotia, S&o Paulo, &rea onde nenhum caso autoctone de leishmaniose visceral humana ou
canina havia sido relatado®®,

Embora haja discussdo acerca do papel do gato no ciclo de transmissao da leishmaniose,
algumas pesquisas propdem que ele atue como reservatorio doméstico adicional®® e/ou
hospedeiros secundarios®®, alternativos ou acidentais"®. Entretanto, estudos com
xenodiagndstico realizados na Italia e no Brasil mostram evidéncias de que o gato pode se
comportar como reservatorio da leishmaniose visceral, uma vez que tem a capacidade de
transmitir o protozoario ao vetor(!> 1),

Um fato notério a respeito da leishmaniose felina é que a doenca tem facilidade de
expansdo, principalmente em animais de areas endémicas com relatos de infecgdo canina e
humana®4", Também é digno de nota que os vetores tém uma alta capacidade de adaptacéo a
diferentes ambientes e hospedeiros vertebrados®®, o que pode contribuir para a infeccdo felina.
Assim, a doenca deve ser considerada quanto ao diagnostico diferencial para outras afeccoes
nesses animais®.

Atualmente, sete espécies de Leishmania foram identificadas infectando felinos. Trata-
se de L. mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensis e L. amazonensis no Novo Mundo®®, L.
major®® e L. tropica no Velho Mundo® e L. infantum, tanto no Novo como no Velho
Mundo®®. Dessas, a L. infantum parece ser a mais frequentemente encontrada®® 44954 Ainda
pode ocorrer a co-infeccdo por diferentes espécies de Leishmania, como jé evidenciado em
felinos da Turquia (L. tropica e L. infantum)®¥ e México (L. braziliensis e L. infantum; L.

infantum e L. mexicana; L.mexicana e L.braziliensis)“?),



27

De acordo com Gramiccia®?, os felinos podem ser considerados suspeitos de
leishmaniose quando sdo provenientes de areas endémicas, ou tenham estado nestas por um
periodo de tempo, e apresentem sinais como linfadenomegalia, uveite e dermatite
exfoliativa/ulcerativa ou nodular®. A forma cutinea da leishmaniose em felinos inclui sinais
clinicos como formacdo de lesdes nodulares e ulcerativas, lesbes papulares, dermatite
generalizada, alopecia e lesGes endurecidas na regido do focinho, orelhas, labios e palpebras®Y.
Ja na forma visceral pode haver linfadenopatia, secrecdo ocular mucopurulenta, ulceracGes na
cavidade oral, opacidade de cdrnea, alopecia e eritrema cutaneo®. A ocorréncia de sinais
inespecificos, como febre, perda de peso, estomatite e enterite também ¢é relatada®®. No Quadro
1 relaciona-se alguns dos sinais clinicos encontrados em felinos infectados, tanto na forma

tegumentar, como na visceral.

QUADRO 2 - Sinais clinicos em gatos infectados por diferentes espécies de Leishmania spp.
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR FELINA
Autor Pais Sinais clinicos Espécie
Ruizetal.® | Argentina | Lesdo ulcerativa de bordas elevadas na | L. braziliensis
regido periocular

Souza et | Brasil Lesdo nodular no focinho, orelha e regido | L. amazonensis
al.(6) digital

Schubach et | Brasil Ulceras cutaneas e lesio na mucosa nasal L. braziliensis
al.6"

Simoes- Brasil Estudo experimental: Papulas no pavilhdo | L. braziliensis
Mattos et auricular e narina; papulas satélites e

al.?® disseminacdo das lesdes; ulceracbes e

formacdo de nodulo de aspecto irregular
Rougeron et | Guiana Ulcera nasal; nddulos de tamanhos | L. braziliensis

al.®) Francesa | diferentes no pavilhdo auricular
LEISHMANIOSE VISCERAL FELINA
Autor Pais Sinais clinicos Espécies
Metzdorf et | Brasil Complexo gengivite/estomatite; perda de L. infantum
al.9 peso; mucopuruléncia nasal e ocular; tlceras
orais; alopecia
Noé et al.?® | Brasil Dermatoses caracterizadas por alopecia, L. chagasi

pelo rarefeito, laceragdo e dermatite
ulcerativa; Febre; perda de peso; estomatite;
enterite




28

QUADRO 3 - Sinais clinicos em gatos infectados por diferentes espécies de Leishmania spp.

(continuacao)

LEISHMANIOSE VISCERAL FELINA

Autor

Pais

Sinais clinicos

Espécies

Coelho
al.4n

et

Brasil

Extensa dermatite, crostas e pequenas
Ulceras na regido da cabecga e superficies
palmar e plantar das patas

L. chagasi

Vides et
al.®

Brasil

Lesdes na cabeca (pavilhdo auricular,
envolvimento generalizado e lesdes na
regido das narinas);

Lesdes nos membros, no dorso, na cauda e
no abddémen; alopecia, principalmente no
pavilhdo auricular, membros, dorso,
abddémen e cauda; Eritema no pavilhdo
auricular, abdémen, membros, regido das
narinas e regido cervical; Glceras com
crostas hemorragicas no pavilho auricular;
Linfadenopatia; desidratacdo; perda de peso;
diarreia; secrecdo ocular mucopurulenta
bilateral; alteracbes no estado de
consciéncia; ulceragdes na cavidade oral;
dispneia; secrecdo purulenta bilateral nasal;
opacidade de cOrnea

L. chagasi

Costa et

al.69)

Brasil

Lesdes dermatoldgicas crostosas na regido
cervical dorsal; hepatoesplenomegalia

L. chagasi

Savani et
al.(e)

Brasil

Lesdo nodular na regido do focinho;
desidratacdo; perda de peso;
linfadenomegalia

L. chagasi

Sherry et

al.(e

Espanha

Dermatite generalizada; hiperqueratose;
Ulcera labial; alopecia ventral generalizada;
descarga nasal; presenca do complexo
respiratorio felino; diarreia cronica; uveite;
Ulcera nasal; lesbes de ponta de orelha;
gengivoestomatite

L. infantum

Chatzis
al.32)

Grécia

Alopecia-hipotricose;  crostas;  Ulceras;
papulas; Dblefarite; anorexia; vOmito;
diarreia; linfadenomegalia; hepatomegalia;
ictericia

L. infantum

Spada et al
(42)

Italia

Escoriacbes  da da  face;

linfadenomegalia

regido

L. infantum

Poli et al. 62

Italia

Letargia; perda de peso; lesdo nodular
ulcerativa na palpebra; estomatite ulcerativa
grave; linfadenomegalia  generalizada;
hepatomegalia

L. infantum
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QUADRO 4 - Sinais clinicos em gatos infectados por diferentes espécies de Leishmania spp.
(continuagao)
LEISHMANIOSE VISCERAL FELINA

Autor Pais Sinais clinicos Espécies
Hatam et | Ird LesOes cutaneas L. infantum
al.(6d)

Nasereddin Israel Ulcera cutanea L. infantum
et al.4d
Vitaet al.® | Italia Desidratacdo; linfadenomegalia; descarga

ocular; febre; anorexia; vomito; perda de
peso; descarga nasal; lesdes oculares e
cuténeas; depressdo; otite; congestdo de
mucosas; mortalidade neonatal; distenséo
abdominal; polidria; polidipsia; hematuria;
palidez de mucosa; diarreia cronica

Maia et al.®® | Portugal | Ictericia e alopecia L. infantum
ESPECIE NAO IDENTIFICADA
Autor Pais Sinais clinicos Género
Hervas et | Espanha | Primeiro caso: vomito e ictericia; Leishmania
al.(®) Segundo caso: histérico de abortos e spp.

alopecia recorrente na regido do abdémen e
cabeca; ulceracdo de protuberancias 0sseas;
ulceracdo sobre as saliéncias Gsseas
isquiaticas; descamacdo com alopecia difusa
bilateral do terco posterior da abdome;
descamacdo, alopecia e eritema da borda das
orelhas; linfadenomegalia poplitea

Alguns dos sinais clinicos considerados no quadro acima podem ser visualizados nas
Figuras 2, 3, 4 e 5. Entretanto, é importante ressaltar que apesar da ampla variedade de sinais

nem sempre havera manifestacéo clinica “% 7,

FIGURA 2 - Felinos com leishmaniose tegumentar americana causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis. Visualizar: (A) Ulcera
cutanea no plano nasal (seta); (B) lesdo caracteristica na
mucosa nasal (seta). Fonte: Adaptado de Schubach et al.®”



FIGURA 3 - Felino infectado por Leishmania (Viannia) braziliensis.
Visualizar  (A): Lesdo  nodular nasal de
aproximadamente um cm de diametro (seta); (B):
Protuberancias nodulares na borda do pavilhdo auricular.
Fonte: Adaptado de Rougeron et al.*®

FIGURA 4 - Felinos com leishmaniose visceral causada por L. chagasi. Visualizar
(A): regido cervical dorsal apresentando alopecia, eritema e
exsudacdo; (B): pavilhdo auricular esquerdo evidenciando ulceragdo

e formacdo de crostas hemorragicas. Fonte: Adaptado de Vides et
al.(55)

30
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(o : 3
FIGURA 5 - Felino com leishmaniose visceral causada por L. (L.)
infantum chagasi. Observar magresa e a presenca de
lesbes cutaneas nas regides oculares, nos pavilhoes
auricularres e nas extremidades dos membros pélvicos e
torécicos.

Quanto aos fatores predisponentes para a infec¢do, ha indicios de que individuos
adultos, com idade superior a 24 meses,®? e machos, ©? apresentem maior chance de se
infectar. Além disso, os animais provenientes de ambiente rural® ou de vida livre (rua) tendem
ser mais infectados, provavelmente devido ao maior contato com os vetores“. Co-infecgdes
com o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)“?5% e o0 Coronavirus Felino (FCoV)®“? também

ja foram relarados como fatores associados a doenga.

2.3 Métodos de diagndstico

Os métodos de diagnostico aplicaveis ao gato sdo 0s mesmos empregados para caes. A
abordagem diagnostica geral da leishmaniose em animais de companhia deve ser baseada no
historico de casos clinicos, achados laboratoriais especificos e resultados de testes diretos
(analise parasitoldgica), indiretos (que avaliam a resposta imune do hospedeiro ao parasito) e

moleculares®D.

2.3.1 Diretos

O diagnostico direto pode ser realizado por meio da visualizagdo microscopica de
formas amastigotas de Leishmania spp. em células advindas de medula dssea, bago®”, figado,
linfonodo®® e pele®. Os protozoarios sdo observados tanto no interior das células, como

extracelularmente, uma vez que células altamente infectadas podem sofrer lise®Y,
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O exame parasitologico, como também é denominado, tem alta especificidade de género
e ndo envolve custos elevados. No entanto, pode apresentar uma baixa sensibilidade,
dependendo do nivel de parasitemia e do material bioldgico coletado, o que influencia na
capacidade de deteccdo dos animais positivos®, gerando resultados falso-negativos. Além
disso, essa abordagem pode ser caracterizada como invasiva®) e, embora seja de facil
execucdo, necessita de treinamento por parte do examinador e ndo exclui a importancia de
utilizar métodos soroldgicos ou moleculares®.

O cultivo e isolamento de Leishmania spp.©%, bem como os exames de histopatologia
ou imunoistoquimica (IM1Q) também podem ser realizados"?. Dentre esses, a cultura é o tnico
procedimento que permite isolar e manter a populagdo de leishmanias infectantes
(promastigotas). No entanto, a técnica limita-se pelo fato de exigir um longo periodo de
incubacdo (até 30 dias)"Y). Para tal, os meios de cultura Novy-MacNeal-Nicolle (NNN)®2 e
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 acrescido de 20% de soro fetal bovino,
recomendados para L. infantum ®®, e o0 meio bifasico (NNN e Meio Drosophila de Schneider)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, para cepas como L. braziliensis, L. chagasi e L.

amazonensis, podem ser utilizados®?.

2.3.2 Indiretos

Em gatos a presenca de titulos detectaveis &, por vezes, transitoria, mesmo em animais
submetidos a uma pressdo parasitaria®. Devido a fatores como a ndo validacdo dos titulos
recomendados®® 4" 7 o uso do diagndstico sorolégico nesses animais ainda nio esta
padronizado como para leishmaniose canina. No entanto, técnicas como o Ensaio
Imunoenzimético (Enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA)®Y, a Reacdo de
Imunofluorescéncia indireta (RIF1)" e o teste de aglutinacdo direta (Direct agglutination test
-DAT)®? tém sido empregadas.

A forma visceral da leishmmaniose geralmente é diagnosticada pela deteccdo de IgG
que se liga especificamente a antigenos de Leishmania spp. Estes ensaios séo utilizados para o
diagnostico individual, mas podem também pode ser usados para pesquisas de campo®®. Os
métodos mais comuns sdo o ELISA e a RIFI7, considerados valiosos para o diagnostico da
infecgdo por L. infantum em felinos("®.

No Brasil, 0 Ministério da Saude substituiu o protocolo de diagnostico da LV em cées
pelo uso de testes rapidos imunocromatograficos (TRIs) como opcdo de triagem e 0 ELISA

como teste confirmatério®. Para tal, o TRI utilizado é o DPP® (Dual Path Platform, Bio-
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Manguinhos/FIOCRUZ) que dispde de um antigeno obtido a partir da proteina recombinante
rk28 (antigenos rK9, rk39 e rk26). No entanto, ha também o Alere Leishmaniose Ac Test Kit

™ e registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

fornecido pela empresa Alere
Abastecimento (MAPA)®4, Vale ressaltar que apesar do uso dessas técnicas, a sensibilidade
dos antigenos empregados ainda nao satisfaz as espectativas, 0 que leva crer que 0 emprego de
novos antigenos a serem empregados em tiras imunocromatograficas apresenta uma perspectiva
bastante animadora®.

A RIFI, por sua vez, é caracterizada por apresentar sensibilidade e especificidade altas.
Por isso, é recomendada pela Organizacao para a Saude Animal (OIE) como método soroldgico
de referéncia. Este teste, utiliza o parasito integro como antigeno, é bastante Gtil em estudos
Epidemioldgicos. Para a realizacdo do mesmo, diluicBes seriadas dos soros a serem testados
sdo depositadas sobre laminas de microscopia sensibilizadas com formas promastigotas de L.
infantum. A ligagdo antigeno anticorpo é revelada pelo uso de anti-anticorpos marcados com
fluor6cromos. Durante a leitura microcépica, a avaliagdo da intensidade de fluorescéncia é
subjetiva em titulos positivos baixos, o que torna-se um fator limitante do ensaio®. O cut-off
para esta técnica em felinos € variavel, havendo descri¢bes do uso de diferentes diluicdes como
1:40(7.50.55,73,76) '1:100(40) ¢ 1:200(2),

O DAT também permite a detecgdo de imunoglobulinas contra Leishmania spp. ©.
Recentemente, 0 uso deste teste no diagndstico da leishmaniose felina tem aumentado,
principalmente em paises de recursos limitados’”, como Angola® e Ird*?. Essa técnica é
caracterizada como simples e barata, podendo ser utilizada no diagnostico ou em estudos
soroepidemioldgicos de LV®®). Alguns autores sugerem que a técnica também apresente altas
sensibilidade” e especificidade, podendo ser uma ferramenta relevante no diagnostico da
doenca®. No entanto, a padronizagdo e o controle de qualidade do antigeno sdo bastante
complexos™,

Todavia, apesar das técnicas soroldgicas serem utilizadas para diagnostico da
leishmaniose viceral, Simdes-Mattos et al.®® mencionam-a como no sendo um bom marcador
da evolugdo clinica da leishmaniose tegumentar felina, visto que a auséncia de anticorpos anti-
Leishmania em soro de gatos com lesdes cutaneas podem levar a um diagndstico equivocado.
Também neste ponto, acredita-se que o0 uso da sorologia como unica forma de diagndstico pode

subestimar os resultados positivos®,
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2.3.3 Moleculares

Embora a sorologia e os testes microscopicos sejam amplamente utilizados, o
isolamento ou a presenca do DNA de Leishmania spp. em tecidos representam evidéncias de
que o agente realmente é responsavel pela infeccdo do hospedeiro®®. Nesse sentido, métodos
moleculares, como a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e suas varia¢des, vém ganhando
destaque, uma vez que apresentam alta especificidade®" 8, sio capazes de diferenciar as
espécies causadoras das formas visceral, cutanea e mucocutanea®® 884 fornecem dados que
quantificam o DNA do parasito na amostra estudada® e podem ser realizadas em diversos
tipos de materiais biologicos®® &),

Para Maia et al.®” essas ferramentas devem ser aplicadas ao diagndstico da
leishmaniose felina. A PCR convencional® 8 a PCR em tempo real®> ™ e o estudo do
polimorfismo de fragmentos obtidos por meio da restricdo dos produtos da PCR (RFLP-PCR)
vém sendo utilizados com frequéncia no diagnostico da infeccao® 59, Demais variacbes da
PCR, como Nested-PCR®¥ e Multiplex-PCR também s&o citadas®?.

De maneira geral, o objetivo da PCR é promover a amplificacdo exponencial de um
segmento especifico do DNA utilizando uma Unica sequéncia molde®®). Para que isso ocorra,
sequéncias especificas de nucleotideos iniciadores sintéticos sdo utilizadas. Os iniciadores, ou
primers, delimitam o fragmento alvo da fita de DNA a ser amplificado, o qual corresponde a
sequéncia de nucleotideos do DNA do agente etioldgico pesquisado®?.

Para a deteccdo molecular de Leishmania spp., geralmente sdo empregados primers
desenhados a partir de areas conservadas de genes que codificam as subunidades menores do
acido ribonucleico ribossémico (Small-subunit- SSU rRNA), dos minicirculos do cinetoplasto
de Leishmania spp. (kDNA)®, do miniexon de Leishmania spp. e do espagado interno
transcrito do ribossomo (Internal Transcribed Spacer - ITS)®Y ITS 1 e 202, H4 evidéncias de
que, os primers mais utilizados s&o obtidos de sequéncias do KDNA(?. Alguns dos primers
usados na deteccdo de Leishmania spp. pela PCR convencional, podem ser visualizados no
Quadro 2.
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QUADRO 5 — Relagdo de primers recentemente utilizados no diagndstico de Leishmania spp.
por meio da reagdo em cadeia pela polimerase convencional (PCR).

al. 69

Par de Sequéncias Fragmento Autor Agente
primer alvo
Mohammadi
ha et al.®®
RV1 S’CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG3 - Mohammadi
RV2 ’ (kDNA)  haet al.®
5’CCACCCGGCCCTATTTTACACC Lachaud et L. infantum
AA3’ al.®)
RV1 5 CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG3 Solca et
RV?2 ’ 145pb  al.® L. infantum
5’CCACCTGGCCTATTTTACACCA3  (kDNA)  Gomes et
B al.(83)
Lachaud et
al.v
Bl 5'GTTAGCCGATGGTGGTCTTG3’ 447pb Rocha et L. infantum
B2 5'CACCATTTTTCCGATTTTG3' (kDNA)  al.®v
Linf.1-
23F 5’TCCCAAACTTTTCTGGTCCT3’ 132pb De Paiva L. infantum
Linf.1- 5S’TTACACCAACCCCCAGTTTC3’ (KDNA)  Cavalcanti et
154R al.%®)
F 5’ (C/G)(C/G)(G/C)CC(C/A)CTA 120pb Quaresmaet  Leishmania
T(T/A)TTACACCAACCCC 3’ (kDNA)  al.t”
R 5’ GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA3Z’
N13A 5’AACTTTTCTGGTCCTCCGGG3’ 120pb Francino et L. infantum
N13B 5’CCCCCAGTTTCCCGCCC3’ (kDNA)  al.®®
MC1 5’GTTAGCCGATGGTGGTCTTG3’ 447pb Cortes et L. infantum
MC2 5’CACCCATTTTTCCGATTTTG3’ (kDNA)  al.®2
Queiroz et Leishmania
13a 5’GTGGGGGAGGGGCGTTCT3’ 120pb  al.®¥ spp.
13b S’ATTTTACACCAACCCCCAGTT?’ (KDNA)  Nunes et
a|_(100)
Rodgers et
a|_(101)
Benassi et al.
(102)
Metzdorf et
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QUADRO 6 — Relacao de primers recentemente utilizados no diagnostico de Leishmania spp.
por meio da reagdo em cadeia pela polimerase convencional (PCR)
(continuacdo).

Par de Sequéncias Fragmento Autor Agente
primer alvo
AJS31  5’GGGGTTGGTGTAAAATAGGGCC 805pb Reithinger et  Complexo
DBY 3 (kDNA)  al.(t%® L. donovani
5’CCAGTTTCCCGCCCCGGAG3’
Coura-Vital
Forwar 5’GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)C 120pb et al.(%9;
d GAA3’ (kDNA)  Oliveira et Leishmania
5°(G/C)(G/C)(G/C)(A/T)CTAT(A/T)T al.1% spp.
Reverse TACACCAA CCCC3’ Degrave et
a|.(106);
Metzdorf et
al.?
F 5’"GGGGTTGTTGTAAAATAGGG3’ - Nemati et L. infantum,
LINR1 5’ TTTGAACGGGATTTCTG3’ (kDNA)  al.(t® L. tropica, e
7 L. major

Tratando-se das variaces da PCR utilizadas no diagnostico da leishmaniose, a RFLP-
PCR pode distinguir o perfil molecular de espécies muito proximas filogeneticamente.®” Isso
se da por meio da adicdo de endonucleases, ou enzimas, de restricdo ao DNA amplificado pela
PCR convencional, visando fragmentar as fitas de DNA em uma regido previamente conhecida.

9. No quadro 3 exemplifica-se algumas das endonucleases envolvidas na reacéo.

QUADRO 7 - Endonucleases de restrigdo utilizadas no estudo do polimorfismo de fragmentos
obtidos por meio da restricio dos produtos da PCR (RFLP-PCR) para a
diferenciagéo de espécies de Leishmania spp.

Endonuclease Regido a ser fragmentada Autor

Mohammadiha et al.®®)
Coura-Vital et al.(1%®

l
Hae 111 -G-G-C-C- Rocha et al.®V)
'C'C%G_G' Quaresma et al.®”

De Andrade et al.®¥

Volpini et al.(%")
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QUADRO 8 - Endonucleases de restri¢do utilizadas no estudo do polimorfismo de fragmentos
obtidos por meio da restricdo dos produtos da PCR (RFLP-PCR) para a
diferenciacdo de espécies de Leishmania spp. (continuacéao)

Endonuclease Regido a ser fragmentada Autor
1
-C-G-C-G-
BstU1 G-C-G-C-
1 Haouas et al.(1%®)
!
-T-C-G-A-
Taql _A-G-C-T-
T
!
-G-T-G-C-A-C-
(84)
ApalLl C-A-C-G-T-G- De Andrade et al.
T
Mspl _ Noé et al. @

A RFLP-PCR pode contribuir muito para identificacio das espécies Leishmania spp.®.
Diferentes perfis de banda ja formam descritos em espécies como L. infantum(> 84 91.93.97) |
braziliensis® e L. amazonenis®”. Assim, a técnica é considerada especifica®, podendo evitar
a eutanasia de animais infectados por espécies ndo causadoras de LV, reduzindo os custos de
tal procedimento em paises em desenvolvimento®”). Ressalta-se que o uso deste método na
pesquisa da leishmaniose felina tem sido evidenciado, tornando-o uma ferramenta de valor®
59).

Outra variacdo da PCR utilizada no diagndstico da leishmaniose é a PCR em tempo real,
que apresenta alta sensibilidade®®, Esta tem como principal vantagem sua capacidade de
quantificacdo e por isso & considerada uma Gtima ferramenta na determinagcdo da carga
parasitaria dos animais infectados por Leishmania spp.©®" 119, Assim é possivel auxiliar no
acompanhamento da parasitemia em animais tratados, contribuindo para o desenvolvimento de

novas vacinas ou farmacos®®).
2.4 Tratamento, profilaxia e controle
Considerando a espécie canina, o principio ativo atualmente aceitavel para o tratamento

da leishmaniose visceral no Brasil é o Milteforam, autorizado recentemente pelo MAPA por
meio da Nota Técnica Conjunta n® 001/2016 MAPA/MS (respeitando ao instituido pela Portaria
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Interministerial n°1.426 de 11 de julho de 2008, que proibe o tratamento da leishmaniose
visceral canina com produtos de uso humano ou néo registrados no MAPA) (111112 No entanto,
a combinacgdo de drogas como antimoniato de meglumina (100mg/kg/dia, por via subcutanea)
e alopurinol (10mg/kg/dia, via oral) ou o uso isolado de alopurinol ja foram descritos®?,

No caso dos gatos, embora possam servir como reservatorios de ambas as formas de
leishmaniose'), estes ainda ndo estdo inclusos na cadeia de transmissdo da doenca®. Talvez
por isso, até 0 momento ndo haja uma substancia especifica para o tratamento de felinos
infectados por Leishmania spp™*®, tampouco procedimentos que auxiliem no controle e
profilaxia direcionados a esses animais®®.

Entretanto, tendo em vista que qualquer animal saudavel que viva ou visite areas
endémicas necessita de protecdo®V), deve-se proceder com medidas de prevencdo contra a
infeccdo, 0 que inclui a aplicacdo de métodos de diagnostico sensiveis, 0 uso de coleiras
inseticidas e a pulverizagdo com principios eficazes*¥). Dentre as classes de agentes utilizados
cita-se a deltametrina, lambdacyalotrina, alfacypermetrina, cypermetrina, cyflutrina,
Betacyflutrina®?.

Os colares de liberacdo lenta tém duracdo de varios meses, sendo uma opg¢do préatica
para a protecio dos animais contra os vetores de Leishmania spp.®Y. Ha recomendac&o do uso
de piretrddes para repelir os flebotomineos®! 1'%, Apesar desses agentes ndo serem indicados
para a espécie felina devido a sua toxicidade®, a coleira impregnada com flumetrina e
imidacloprida é considerada uma opgéo confiavel.?)

Ainda como medida preventiva, a vacina¢do contra L. infantum pode ser usada para caes
B, Nesse respeito, a vacina Leish-Tec®, do laboratdrio Hertape Calier Satde Animal é a
utilizada no Brasil, visto que apresenta registro concedido pelo MAPA®®). A vacinagdo de
felinos contra leishmaniose ainda ndo esta prevista. Por tanto, ressalta-se a importancia de
pesquisas que contribuam para a melhoria da vigilancia epidemioldgica quando se trata dessa

especie.
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CAPITULO 2- ANTICORPOS ANTI-Leishmania spp. EM Felis catus
domesticus DE AREA ENDEMICA URBANA NO NORTE DO BRASIL

RESUMO

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose de distribuicdo mundial que tem o cdo doméstico como
principal reservatorio domeéstico. Devido a expansdo geografica e a urbanizacdo dessa
enfermidade, estados brasileiros como o Tocantins vém relatando um nimero de casos humanos
cada vez maior, o que reflete a importancia da infeccdo em salde publica. Nesse contexto,
possiveis reservatdrios adicionais como os gatos tém sido estudados. O objetivo do estudo foi
avaliar a soropositividade de felinos domésticos para Leishmania spp. no municipio de
Araguaina, estado do Tocantins, regido endémica para a zoonose, e associd-la a possiveis
fatores de risco, como caracteristicas individuais dos animais, presenca de sinais clinicos e
possiveis co-infeccdes. Amostras de soro de 84 felinos domésticos, sendo 47 fémeas e 37
machos, foram analisadas por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
Considerou-se como positivos os animais com titulo > 40. As amostras de soro também foram
testadas para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV) por
meio do teste SNAPshot Dx, IDEXX®. A frequéncia de anticorpos anti- Leishmania spp. foi de
26,2% (22/84) (I1C: 17,2% - 36,9%), sendo que o titulo de 40 foi o mais frenquente. Entre estes,
9,09% (2/22) apresentaram esplenomegalia, 13,63% (3/22) hepatomegalia, 13,63% (3/22) leséo
de pele, 4,54% (1/22) lesdo ocular e 45,45% (10/22) linfadenomegalia. Tratando-se dos animais
sintomaticos, 29,3% (12/41) foram reativos. Variaveis como sexo, comprimento do pelo, cor
da pelagem, estado corporal, idade, raca e presenca de sinais clinicos ndo tiveram associacao
com a soropositividade (p>0,05). Dentre os animais reativos para Leishmania spp., 22,7%
(5/22) (IC: 0,74% - 10, 12%) reagiram para FeLV, sendo que um deles também mostrou
positividade para FIV. Ndo houve associacgao entre essas infeccdes e a leishmaniose em felinos
(p=0,1189). A frequéncia de anticorpos anti- Leishmania spp. aqui observada pode estar
relacionada ao comportamento da enfermidade na regido, que € considerada area de transmissdo
intensa para leishmaniose visceral humana e canina. Os resultados obtidos aletam para a
possibilidade de inclusdo da espécie felina como sendo hospedeira da leishmaniose visceral na
regido. Assim, chama-se atencdo para o emprego de medidas de controle que envolvam os
gatos, principalmente em areas favoraveis ao desenvolvimento dos vetores.

Palavras-chave: gato; leishmaniose visceral; reacdo de imunofluorescéncia indireta; zoonose

ANTI-Leishmania spp. ANTIBODIES IN Felis catus domesticus OF URBAN ENDEMIC
AREA IN NORTH OF BRAZIL

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a zoonosis of worldwide distribution that has the domestic dog as the
main domestic reservoir. Due to the geographic expansion and urbanization of this disease,
Brazilian states such as Tocantins have been reporting a growing number of human cases, which
reflects the importance of public health infection. In this context, possible additional reservoirs
such as cats have been studied. The objective of the study was to evaluate the seropositivity of
domestic felines to Leishmania spp. in the municipality of Araguaina, state of Tocantins, an
endemic region for zoonosis, and associate it with possible risk factors, such as individual
animal characteristics, presence of clinical signs and possible co-infections. Serum samples
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from 84 domestic cats, 47 females and 37 males, were analyzed by means of the
Immunofluorescence Antibody Test (IFAT). Animals with a titre > 40 were considered positive.
Serum samples were also tested for feline immunodeficiency virus (FIV) and feline leukemia
virus (FeLV) by the SNAPshot Dx, IDEXX® test. The frequency of anti-Leishmania spp. was
26.2% (22/84) (CI: 17.2% - 36.9%), and the 40 titer was the most frequent. Among these, 9.09%
(2/22) had splenomegaly, 13.63% (3/22) hepatomegaly, 13.63% (3/22) skin lesion, 4.54%
(1/22) ocular lesion and 45.45% (10/22) lymphadenomegaly. As for the symptomatic animals,
29.3% (12/41) were reactive. Variables such as sex, hair length, coat color, body condition, age,
breed and presence of clinical signs had no association with seropositivity (p> 0.05). Among
the animals reactive to Leishmania spp., 22.7% (5/22) (Cl: 0.74% - 10, 12%) reacted to FeLV,
one of which also showed positivity for IVF. There was no association between these infections
and leishmaniasis in felines (p = 0.1119). The frequency of anti-Leishmania spp. observed here
may be related to the behavior of the disease in the region, which is considered an intense
transmission area for human and canine visceral leishmaniasis. The results obtained highlight
the possibility of inclusion of the feline species as host of visceral leishmaniasis in the region.
Thus, we call attention to the use of control measures involving cats, especially in areas
favorable to the development of vectors.

Keywords: cat; visceral leishmaniasis; immunofluorescence antibody test; zoonosis

1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) constitui-se em uma grave zoonose, com grande impacto
em satde pablica, uma vez que pode ser fatal¥. A nfermidade ocorre principalmente no Brasil,
india, Sud&o do Sul, Suddo, Etiopia, Quénia e Somalia, que juntos sdo responsaveis por 90%
dos casos humanos globais registrados perante & Organizacdo Mundial de Satde®.

O Brasil enfrenta expansdo geogréfica e urbanizagdo da LV, havendo uma correlacéo
entre o desmatamento e a possivel emergéncia de surtos, ja que a doenga persiste em areas com
mudancas ambientais. Nesse respeito, 0 aumento de areas desmatadas permaneceu constante
no estado do Tocantins, que também mostrou expansdo no registro de casos humanos,
especialmente no municipio de Araguaina, considerado area de transmisséo intensa®.

Nesse estado, 0 niumero de casos humanos da doenca registrados entre os anos de 2000
e 2015 foi de 4.476 em 124 de seus 139 municipios ?. S6 no municipio de Araguaina, em
2015, foram notificados 79 dos 203 casos humanos notificados no estado®. Ressalta-se ainda
que a cidade apresenta elevada frequéncia de leishmaniose visceral canina (LVC)®.

A enfermidade é causada pelo protozoario Leishmania (Leishmania) infantum chagasi®
e embora seu principal reservatério doméstico e peridoméstico seja o cdo® 7, a espécie felina
vem sendo amplamente estudada® ). Nesse contexto, o potencial de transmiss&o do parasito do
gato doméstico para vetores como Lutzomyia longipalpis®® e Phlebotomus perniciosus“? ja é

conhecido por meio do xenodiagndstico, sugerindo-o como um reservatorio doméstico
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adicional da doenca®. Atualmente no Brasil, duas espécies vetoras estdo relacionadas com a
transmissdo da LV. Trata-se da L. cruzi e da L. longipalpis, considerada a principal®®. Esta
espécie comporta-se como o elo mais importante da transmissao e a sua clara urbanizacao tem
sido o principal desafio para a vigilancia e controle da leishmaniose. No tocante a urbanizagédo
de L. longipalpis, no estado do Tocantins, por exemplo, ha distribuicdo uniforme desse vetor e
sua ocorréncia esta relacionada a municipios onde ha registros de casos humanos autoctones
(Figura 6)®.

Legenda
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@ Presenca de Lutzomyia longipalpis
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FIGURA 6- Presenca de Lutzomyia longipalpis no estado do Tocantins.
Fonte: Adaptado de Afonso et al.?®

Estudos realizados em paises como Portugal®® ¥, Ird® 19 Turquia®®, Italia"?,
México??), Espanha®®?, Grécia®? e Jerusalém®@ demonstraram a presenca de anticorpos contra
antigenos de L. infantum, apontando para a distribuicdo mundial da infecgéo felina. No Brasil,
a doenca ja foi constatada em felinos dos estados de Pernambuco®®, Para®®®, Sao Paulo®®-30) ¢
Mato Grosso do Sul®®32),

Tratando-se de diagnostico, embora as técnicas moleculares representem um grande
avanco no diagnostico da leishmaniose, principalmente devido a sua elevada acuracia®®,
métodos soroldgicos, tais como o Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme-linked immunosorbent
assay — ELISA), a Reacgdo de Imunofluorescéncia indireta (RIF1)®? e o teste de aglutinagéo

direta (Direct agglutination test -DAT) também s&o utilizados™®. Apesar da disponibilidade
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destes métodos, hé excec¢Bes quanto a situacdo em que 0s mesmos sdo empregados. Em cées
por exemplo, o Ministério da Satde do Brasil preconiza o uso do como o O DPP® (Dual Path
Platform, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ), um teste rapido imunocromatografico (TRI) para e
triagem e o ELISA como teste confirmatorio da doenca®?.

Para o diagnostico da infecgdo felina, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta tem
mostrado resultados satisfatorios. Diferentes frequéncias foram obtidas em paises como
Espanha (28,3% - 183®%), 3,2% - 346®Y, 1,29% - 233(%)), Italia (30% - 907, 16,3% - 2038,
6,9% de 4198 0,9% de 110C7) Portugal (1,3% de 76©®), 0,6% de 180)®% e Turquia (15,2%
de 1101)®. Assim, o emprego desta técnica pode ser bastante Util em estudos
epidemioldgicos“?.

Como a maioria dos casos de infeccdo felina parece concentrar-se em areas
endémicas“?, com relatos prévios de infeccdo canina e humana?, pesquisas envolvendo a
espécie em regibes ndo estudadas, como o Estado de Tocantins, sdo de grande importancia.
Diante do exposto, este estudo foi conduzido com o objetivo de verificar a soropositividade de
felinos domésticos para Leishmania spp. por meio da RIFI no municipio endémico de
Araguaina, estado do Tocantins, e associa-la a possiveis fatores de risco, como caracteristicas

individuais dos animais, presenca de sinais clinicos e possiveis co-infecgdes.

2. MATERIAL E METODOS

Populacao estudada

A populacéo estudada originou-se da cidade de Araguaina, situada no extremo norte do
estado do Tocantins. A cidade compreende uma area de 4000,4 Km?, com latitude de 7°11°26°°
sul, longitude de 48°12°28”* oeste e altitude de 236m, apresenta clima tropical imido, com
temperatura maxima de 32°C e minima de 20°C“®, e uma populagdo em torno de 173.112
habitantes“¥,

Um total de 84 felinos recebidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina
e/ou submetidos a atendimento médico veterinario foram amostrados por conveniéncia
conforme a taxa de recolhimento/procedimentos clinicos realizados. Esses animais foram
classificados em jovens (<6 meses) e adultos (>6 meses) e a condicéo corporal foi dividida em
escore bom (>4/9) e escore ruim (<3/9), de acordo com Spada et al.*”» No momento da coleta
das amostras foram obtidos dados como raga, cor e comprimento do pelo e presenca de sinais
clinicos (lesdo de pele, lesdo ocular, linfoadenomegalia, hepatomegalia e/ou esplenomegalia)
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de parte dos animais. Essas caracteristicas foram analisadas como possiveis fatores de risco,
embora sua avaliacdo ndo tenha sido possivel para todos os animais.
Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Tocantins sob o protocolo numero 23101.000874-38.

Amostras bioldgicas

As amostras foram coletadas no periodo de 2015-2017. Para tal, foi realizada sedacao
do animal com Ketamina (10mg/Kg) e antissepsia local com alcool a 70%. Logo apds procedeu-
se com a puncdo da veia jugular com agulha 25x12mm acoplada a seringa estéril de 5mL. Cada
amostra foi depositada em tubo sem anticoagulante, e em seguida centrifugada a 2.500 r.p.m.,
durante 10 minutos. As fracGes séricas foram transferidas para microtubos e estocadas a -20 °C

para posterior processamento.

Producdo de antigeno

Para a producdo do antigeno, foram usadas promastigotas de L. (L.) infantum chagasi
(MHOMY/BR/74/PP75) cultivadas em meio RPMI. Apds um periodo minimo de cinco dias a
partir do Gltimo repique, as culturas foram centrifugadas a 2.800 rpm por 10 minutos, sendo o
pellet ressuspenso e lavado trés vezes em 10mL de PBS a 0,01 M, pH 7,2. Em seguida, os
parasitos foram fixados em solucdo de paraformaldeido diluido em PBS a 4% por duas horas
sob agitacdo de 15 rpm (Homogeneizador k45-1510, Kasvi®) e novamente lavados trés vezes
em PBS. O sedimento foi ressuspendido em PBS até atingir uma concentracdo de 4 x 108

promastigotas/mL de acordo com Pedras et al.“%).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

O teste baseaou-se na metodologia descrita por Pedras et al. 9. Ap6s sensibilizagdo (10
ul de antigeno a 37°C por 2 horas) e deposi¢ao de 10 pl de soro diluido em PBS a partir da
diluicdo 1:20, as laminas foram incubadas a 37 °C por 30 min. Em seguida, as mesmas foram
submetidas a trés lavagens em PBS por trés minutos, uma lavagem rapida em agua destilada e
a secagem em estufa a 37 °C por 10 minutos. A diluicdo do conjugado em PBS contendo
0,004% de Azul de Evans foi estabelecida em 1:100. Foi utilizado anticorpo anti-IgG de gato
conjugado a Fluoresceina (Goat anti-Cat Fitc Affinity, Life tech®). Procedeu-se entdo com
adicdo de 10 pl de conjugado.

As etapas finais incluiram repeticdo das incubacdes, lavagens e secagens, conforme

descrito anteriormente. Ao final da reacéo duas gotas de glicerina tamponada foram depositadas
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sobre as laminas. Estas foram cobertas com laminula e examinadas em Microscopio
fluorescente equipado com uma lampada de mercurio de 100 W com poténcia de ampliacdo de
400x. Foram consideradas positivas amostras com titulagdo > 40. A leitura foi realizada por
dois examinadores e foram consideradas positivas as amostras que exibiram fluorescéncia de
membrana ou citoplasma, semelhante ao descrito por Chatzis et al.“®, Amostras que tiveram

resultados discordante entre os examinadores foram testadas novamente.

Co-infeccdo por FIV e FeLV
As amostras de soro foram testadas para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus
da leucemia felina (FeLV) por meio do teste imunocromatografico SNAPshot Dx, IDEXX® de

acordo com as intrucdes do fabricante.

Anédlise estatistica

As associacOes entre o resultado da sorologia e as varidveis sexo, idade, raca, sinais
clinicos e co infecgdes foram avaliadas utilizando-se o teste Qui-quadrado (y2) ou Exato de
Fischer (em variaveis com < cinco observag6es), com erro estatistico de 5% e p<0,05. A analise

foi realizada com auxilio do programa Epi Info 3.5.4.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas amostras de soro de 84 animais. Dentre estes, 47 eram fémeas e 37
machos. A frequéncia de anticorpos contra Leshmania spp., a partir da diluicdo 1:40, foi de
26,2% (22/84), com IC de 17,2% - 36,9%. O titulo de 40 foi o mais frequente entre 0s animais.
A maior titulagdo observada foi de 1280, responsavel por 9,1% das amostras positivas (Tabela
1).

TABELA 1 — Relagdo de titulos de anticorpos anti- Leishmania spp. obtidos de felinos
domeésticos provenientes da cidade de Araguaina, Tocantins, submetidos a RIFI

no periodo de 2015 a 2017.
Titulo Frequéncia Porcentagem Intervalo de
(%) confianca
40 9 40,9 20,7 - 63,6
80 5 22,7 7,8-454
160 4 18,2 5,2-40,3
640 2 9,1 1,1-29,2
1280 2 9,1 1,1-29,2
Total 22 100% -
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A frequéncia obtida aqui assemelha-se ao observado em animais do Ird (24,27%)®),
Espanha (28,3%)®% e também do estado brasileiro de S&o Paulo (25,45%)®®. Considerado
significativo, esse resultado pode ser justificado pelo fato do municipio de Araguaina ser
endémico para leishmaniose visceral humana e canina ?*, apresentando constante presenca do
vetor L. longipalpis®®. Partindo desse pressuposto, sdo relevantes as possibilidades da espécie
envolvida na infeccéo felina ser identificada como L. (L.) infantum chagasi.

A presenca da infeccdo felina foi relatada em animais de varios paises do mundo, como
por exemplo, Turquia®®, Portugal®® 4, Grécia®, México®® e Israel®, todos utilizando a
sorologia como método de diagnostico. De forma geral, a maior e a menor frequéncia ja
encontradas por pesquisadoress foram: 30%, observada na Italia®” e 0,52%, evidenciada no
Brasil®®, respectivamente. Esses dados auxiliam na visualizacdo da distribuicio mundial da
leishmaniose felina e servem de alerta quanto a infec¢do, chamando atencédo para a necessidade
de medidas de controle que envolvam os gatos domésticos.

Assim como o municio de Araguaina, em outras regibes endémicas brasileiras foi
apontada a a presenca de anticorpos anti- Leishmania spp., como é o caso da cidade de
Aracatuba, no estado de Séo Paulo (Tabela 2). Informacdes como essa fortalecem a afirmacéo
de que locais onde hajam relatos prévios de infeccdo canina e humana sejam areas de risco para

0 surgimento da leishmaniose felina® 42),

TABELA 2 - Registros epidemioldgicos da presenca de anticorpos anti- Leishmania spp. em
felinos do Brasil nos Gltimos nove anos.

Autor Localidade Ano  Numerode Frequéncia Teste Antigeno
amostras (%) usado
Noé et al.®)  Campo grande 2015 110 7,27 RIFI Leishmani
- Mato Grosso chagasi
do Sul
Oliveira et Belém—-Pard 2015 443 4,06e564 RIFle L. major

al.®® DAT
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TABELA 2 - Registros epidemioldgicos da presenca de anticorpos anti- Leishmania spp. em
felinos do Brasil nos ultimos nove anos (continuag&o).

Autor Localidade Ano  Noumerode Frequéncia Teste  Antigeno
amostras (%) usado
Cardia et Aracatuba - 2013 386 0,52 RIFI Leishmania
al.?) Séo Paulo spp.
Sobrinho et  Aracatuba - RIFl e
al.?” Séo Paulo 2012 302 4.64 e ELISA- L. chagasi
12.91 prot A
CAG-
Aracatuba - ELISA; L. chagasi
Neto et al.?% Séo Paulo 2011 113 13,3,159e RK39-
23 ELISA;
e FML-
ELISA
Bresciani et  Aragatuba - 2010 283 0,7 RIFI  Leishmania
al.o Séo Paulo spp.
Costa et  Aracatuba - 2010 200 14,5 ELISA- L. chagasi
al.t4”) Séo Paulo I9G
Silvaetal.®®  Pernambuco 2010 153 3,9 ELISA L. chagasi
ELISA-
Vides et  Aragatuba - 2009- 55 25,45¢e prot A, L. chagasi
al.®® Séo Paulo 2008 10,9 e RIFI

O ponto de corte estabelecido para a RIFI foi 40, mas alguns animais apresentaram

titulages de até 1280, o que pode representar a infeccdo ativa. Os pontos de corte sugeridos

para essa reacio em gatos sdo 200®), 100V, 80(8) g 40 (16,17, 26-28, 34,39, 42,49,50) Esta (jltima é a
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titulacdo mais utilizada, estando de acordo com o procedimento aqui adotado. Apesar disso,
vale ressaltar que até 0 momento ndo ha um consenso em relagdo a esse valor para LV em
felinos9),

Analisando a variavel sexo, 24,3% (9/37) dos machos e 27,3% (13/47) das fémeas foram
positivos. A positividade foi maior em animais de pelo curto (31,8%), pelagem escura (35,7%),
com escore corporal bom (29,8%), jovens (33,33%) e da raga Siamesa (40%). Entretanto,
nenhuma dessas variaveis apresentou associacdo estatisticamente significativa com a
soropositividade (p>0,05) (Tabela 3).

TABELA 3 — Fatores relacionados a infeccao por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
em felinos domésticos provenientes da cidade de Araguaina, Tocantins, no

periodo de 2015 a 2017.

Variavel N + (%) OR IC P
Comprimento do pelo - - 0,162
Curto 66 21 (31,8)

Longo 5 0 (0)
Cor da pelagem 0,469 (0,114 - 1,933) 0,243
Clara 29 6 (20,7)
Escura 14 5 (35,7)

3,441 (0,632 - 18,721) 0,131
Mista ou rajada 26 9 (34,6)
NI 15 2 (13,3)
Estado corporal 1,487 (0,279 - 7,908) 0,488
Bom 57 17 (29,8)
Ruim 9 2(22,2)
Idade 0,724 (0,062 - 8,407) 0,613
Adulto 79 21 (26,6)
Jovem 3 1(33,33)
Raga 1,921 (0,295 - 12,497) 0,405
SRD 66 17 (25,8)
Siamés 5 2 (40)
Sexo 1,189 (0,443- 3,189) 0,924
Fémea 47 13 (27,3)
Macho 37 9 (24,3)

N: numero de animais; OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianga; P: valor de p; NI: ndo
informado; SRD: sem raca definida.

Tratando-se desta variavel, Sobrinho et al.?”) observaram associagdo (p=0,0316) entre
machos e a ocorréncia da infeccdo ao estudarem felinos de uma &rea endémica. Em regido
também endémica Cardoso et al.**) encontraram diferenca significativa entre os valores de
soroprevaléncia em fémeas e machos (p = 0,045 com IC: 2,1-9,1), tendo a ultima condigéo
constituindo-se fator de risco para a doenca. E sugestivo que ao percorrer maiores distancias a
procura das fémeas, o contato do macho com o vetor da leishmaniose seja facilitado.
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Apesar dessa possivel tendéncia, Nasereddin et al.®® nfo evidenciaram nenhuma
predisposicdo em relacdo ao sexo. Ressalta-se que, ao contrério dos autores citados
anteriormente, em sua pesquisa esses Ultimos pesquisadores trabalharam com amostragem
inferior a 300 animais, o que pode ser um ponto importante para justificar tal achado. De modo
similar, os resultados obtidos no presente estudo foram advindos de uma amostragem pequena.
Reforga-se entdo a importancia de considerar um numero maior de animais em estudos
epidemioldgicos.

Diferente do observado aqui com relacdo a idade dos gatos estudados, ha evidéncias de
que maior frequéncia de positivos ocorra em animais adultos®®. Apesar do aumento da idade
possibilitar maior chance de infeccdo, € possivel que em areas de elevada incidéncia da LV, a
presenca do vetor em diversos ambientes favoreca a infeccdo de forma homogénea, atingindo
todas as idades. Comparado as variaveis estudadas, alguns autores relataram que fatores
intrinsecos, como raca, faixa etaria e sexo parecem ndo influenciar na susceptibilidade de cées
(30.51) " corroborando com o que foi aqui observado para os gatos.

Os felinos pesquisados foram provenientes de area urbana, aspecto importante, uma vez
que diferentes ambientes podem influenciar no surgimento de condi¢des para multiplicacédo de
vetores. Com relagio a este topico, Cardoso et al.**) observaram diferenca significativa (p
<0,001 com IC: 4,7-19,7) entre os gatos soroprevalentes de ambiente rural e aqueles de areas
urbanas, sendo os gatos de ambientes rurais mais pré-dispostos a infeccdo. Porém, com o
avanco da leishmaniose visceral para os centros urbanos, é possivel que este padrdo de
ocorréncia a doenca sofra alteracbes com a evolucdo da doenca felina nas cidades.

Dentre os animais sintomaticos, 29,3% (12/41) foram reativos. Considerando-se 0s
positivos, observou-se que 9,09% destes apresentaram esplenomegalia (2/22), 13,63%
hepatomegalia (3/22), 13,63% lesdo de pele (3/22), 4,54% lesdo ocular (1/22) e 45,45%
linfadenomegalia (10/22). Embora sinais como hepatomegalia, lesdo de pele e
linfadenomegalia tenham sido observados com maior frequéncia, nenhum deles teve associacéo
com a soropositividade dos animais (Tabela 4).

Com relagdo aos animais assintomaticos positivos (23,3% - 10/43), Noé et al.CV
mencionam que a ndo manifestacdo dos sinais pode ser resultado do controle da infecgéo ou da
deteccdo apds a diminuicdo ou eliminacdo do parasito. De acordo com esses autores, resultados
assim indicam resisténcia natural dos gatos a infeccdo por Leishmania spp.

Alteraces dermatoldgicas, tais como alopecia, eritema e Ulceras, foram os principais
sinais clinicos encontrados nos estudos de Vides et al. ®®. Outros autores evidenciaram ainda

uma associacgao positiva (p=0,028) entre sinais clinicos cutaneos e a infeccédo por L. infantum
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62 No entanto, como reportado neste trabalho, ha relatos de ndo associagio entre
soropositividade* 48 ou titulo™® e estado de satide dos gatos.

TABELA 4 — Sinais clinicos relacionados a infecgdo por Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi em felinos domeésticos provenientes da cidade de Araguaina,
Tocantins, no periodo de 2015 a 2017.

Variavel N + (%) OR IC P
Sinal Clinico 1,365 (0,514 -3,624) 0,705
Sintomatico 41 12 (29,3)

Assintomatico 43 10 (23,3)

Esplenomegalia 6,100 0,524 -70,904 0,166
Sim 3 2 (66,7)

Né&o 81 20 (24,7)

Hepatomegalia 4,736 (0,735 -30,493) 0,109
Sim 5 3 (60)

Né&o 79 19 (24,1)

Leséo de pele 0,386 (0,101 - 1,467) 0,124
Sim 21 3(14,3)

Né&o 63 19 (30,2)

Leséo ocular 0,936 (0,092 -9,505) 0,710
Sim 4 1(25)

Né&o 80 21 (26,3)

Linfadenomegalia 2,037 (0,747 - 5,551) 0,254
Sim 28 10 (35,7)

Né&o 56 12 (21,4)

N: numero de animais; OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianga; P: valor de p; NI: ndo
informado; SRD: sem raca definida.

A frequéncia de linfadenomegalia observada neste estudo corrobora com os registros de
Vita et al.®®, que constataram a presenca de linfadenomegalia e descarga ocular (15,8%) perda
de peso, descarga nasal, lesdes oculares e cutaneas (9,7%) e aumento generalizado dos
linfonodos (6,5%) em felinos com leishmaniose visceral na regido de Abruzzo, na Italia®®. Por
outro lado, embora sinais como espleno e hepatomegalia ainda ndo tenha sido descrito em
outras pesquisas com felinos, estes sdo classificados como um dos mais comuns em cées
infectados®?).

Pondera-se, com base nos resultados obtidos e nos reportados em outras pesquisas, que
embora ndo sejam considerados marcadores para a infeccao, a presenca de lesdes cutaneas e
linfadenomegalia, por exemplo, pode auxiliar no diagnostico clinico da leishmaniose visceral
felina.

A frequéncia da infeccédo por FIV e/ou FelV foi de 13,1% (IC: 6,7% - 22,2%) (11/84).
Com referéncia a presenca de co-infeccdo, 22,7% (OR: 2,7451; IC: 0,7444 — 10, 1236) (5/22)

dos animais que apresentaram anticorpos para Leishmania spp. foram reativos para FelV, sendo
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que um deles também mostrou positividade para FIV. No entanto, ndo foi costatada associagcdo
entre essas viroses e a leishmaniose (p=0,1189). Apesar desse fato, ha relatos da associacao
entre leishmaniose visceral e a infeccao pelo FIV@" e Coronavirus Felino (FCoV)®"). De acordo
com Martin-Sanchez et al.®*, infecgbes como essas podem contribuir para diferentes condigdes

imunossupressoras nos gatos, o que poderia favorecer a multiplicacdo de Leishmania spp.

4., CONCLUSAO

Anticorpos anti- Leishmania spp. estdo presentes em felinos de Araguaina, Tocantins.
Sexo, comprimento e cor da pelagem, escore corporal, idade, presenca de sinais clinios
e co-infecgbes por FIV e FeLV ndo se constituem em fatores de risco para a infeccdo pelo

protozoario em gatos do municipio endémico de Araguaina, Tocantins.
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CAPITULO 3- USO DA REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE E
DO METODO PARASITOLOGICO PARA O DIAGNOSTICO DE
LEISHMANIOSE VISCERAL EM Felis catus domesticus DE AREA

ENDEMICA URBANA

RESUMO

A leishmaniose visceral representa grande impacto em salde publica, o que faz necessaria a
investigacao da infec¢do de hospedeiros urbanos e possiveis reservatdrios, principalmente em
regibes com grande ocorréncia de casos, como o estado do Tocantins, situado na regido Norte
do Brasil. Desta forma, objetivou-se detectar a presenca de Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi em felinos domésticos do municipio de Araguaina, considerado endémico para
leishmaniose visceral canina e humana. Para tal, a PCR convencional, especifica para a espécie
L. (L) infantum, e a pesquisa microscopica direta do parasito em amostras de tecido foram
usadas como métodos de diagndstico. Amostras de sangue, medula dssea, linfonodo, figado,
baco e pele provenientes de 113 animais foram analisadas por meio da pesquisa microscopica
direta do parasito e da PCR. A frequéncia de L. (L.) infantum chagasi obtida pela PCR foi de
4,4% (5/113) (IC: 1,5% - 10%) e o resultado obtido por meio do exame parasitologico direto,
foi de 5,3% (3/57) (IC: 1,1% - 14,6%). De forma geral, considerando ambos os testes, a
positividade observada para Leishmania spp. foi de 5,3% (6/113) (IC: 2,0 % - 11,2%). Dentre
0s animais positivos na PCR (5/113), 75% (3/4) das amostras de baco, linfonodo submandibular
e pele, 60% (3/5) das amostras de sangue e 33,33% (1/3) da amostras de medula mostraram
positividade. Por outro lado, todos os tecidos (bago, figado, linfonodo submandibular,
linfonodo popliteo e medula éssea) dos animais que apresentaram formas amastigotas no exame
direto (3/57), foram positivos. A concordancia entre PCR e exame parasitologico foi
considerada moderada (valor de Kappa = 0.544, IC: 0.2874 - 0.8006). Os animais que
apresentaram pelo menos um sinal clinico tiveram maior possibilidade de serem positivos
(p=0,0231). Dentre os sinais clinicos estudados, a presenca de esplenomegalia (p=0,0069) e
hepatomegalia (p=0,0008) estdo associados a infec¢do por L. (L.) infantum chagasi em gatos.
Os resultados indicam que gatos atuam como portadores desse protozoario no municipio de
Araguaina, Tocantins. A presenga de DNA do agente em amostras de pele é relevante, uma vez
que alerta quanto ao potencial desta espécie atuar como fonte de infeccéo para o vetor.
Palavras-chave: acido desoxirribonucleico; gato; Leismania spp.

USE OF THE CHAIN REACTION BY POLYMERASE AND PARASITOLOGICAL
METHOD FOR THE DIAGNOSIS OF VISCERAL LEISHMANIOSIS IN Felis catus
domesticus FROM URBAN ENDEMIC AREA

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis represents a great impact on public health, which makes it necessary to
investigate the infection of urban hosts and possible reservoirs, especially in regions with a high
incidence of cases, such as the state of Tocantins, located in the northern region of Brazil. The
objective of this study was to detect the presence of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi



65

in domestic cats of the municipality of Araguaina, considered endemic for canine and human
visceral leishmaniasis. For this, conventional PCR, specific for the L. (L) infantum specie, and
direct microscopic research of the parasite on tissue samples were used as diagnostic methods.
Samples of blood, bone marrow, lymph node, liver, spleen and skin from 113 animals were
analyzed by direct microscopic examination of the parasite and the PCR. The frequency of L.
(L.) infantum chagasi obtained by PCR was 4.4% (5/113) (CI: 1.5% - 10%) and the result
obtained through direct parasitological examination was 5.3% (3/57) (ClI: 1.1% - 14.6%). In
general, considering both tests, the positivity observed for Leishmania spp. was 5.3% (6/113)
(Cl: 2.0% - 11.2%). Among the positive animals in the PCR (5/113), 75% (3/4) of the spleen,
submandibular lymph node and skin samples, 60% (3/5) of the blood samples and 33.33% (1/3)
of the bone marrow samples showed positivity. On the other hand, all tissues (spleen, liver,
submandibular lymph node, popliteal lymph node and bone marrow) of the animals that
presented amastigotes forms in the direct examination (3/57) were positive. The agreement
between PCR and parasitological examination was considered moderate (Kappa = 0.544, CI:
0.2874 - 0.8006). Animals that presented at least one clinical sign were more likely to be
positive (p = 0.0231). Among the clinical signs studied, the presence of splenomegaly (p =
0.0069) and hepatomegaly (p = 0.0008) were associated with L. (L.) infantum chagasi infection
in cats. The results indicate that cats act as carriers of this protozoan in the municipality of
Araguaina, Tocantins. The presence of DNA of the agent in skin samples is relevant, since it
warns about the potential of this specie to act as source of infection for the vector.

Keywords: deoxyribonucleic acid; cat; Leishmania spp.

1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é considerada um grave problema mundial de salde
publica®. Pesquisas direcionadas ao estudo de possiveis novos reservatorios, como 0s gatos
domésticos, sdo de grande importancia, principalmente em regifes que apresentam alta
incidéncia humana®. Nesse ambito, ha registros da ocorréncia de felinos infectados por
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi®®, protozoario causador da LV®, e por Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis, responsaveis pelo
desenvolvimento da forma cutanea da doenca® ©.

No Brasil, a leishmaniose visceral felina (LVF) ja foi diagnosticada nos estados de
Pernambuco”, Para®, Sio Paulo® 1 e Mato Grosso do Sul® 12, dentre os quais o Paré se
destaca pela alta incidéncia de LV humana®®. De forma similar, estados como Maranhio,
Minas Gerais, Ceara e Tocantins destacam-se quanto a presenca da infeccdo em humanos®®,
Em termos de elevada incidéncia, dados do Ministério da Saude referentes ao ano de 2015,
posicionaram 0 estado do Tocantins no primeiro lugar no ranking nacional (12,2/100.000
habitantes)¥, tendo o municipio de Araguaina como principal responsavel pelo aumento de

casos humanos no estado®®.
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De forma geral, métodos diretos, como o exame parasitologico direto®®, e indiretos,
como a Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio imunoenzimatico (ELISA),
podem ser utilizados no diagnostico da LVF® . Entretanto, seu uso como unico método néo
é indicado™®, uma vez que animais infectados podem apresentar niveis baixos de 1gG no
estagio inicial da infeccdo™® ou os desenvolverem de maneira tardia, at¢ mesmo apos o
surgimento de lesdes*®. Diante disso, a Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) pode ser
utilizada, visto que tem sido uma importante ferramenta no diagnéstico da leishmaniose
felina®® 29 e é capaz de identificar o protozoario em diversos tipos de amostras, como sangue,
tecidos frescos ou fixados em formalina®®® 22, pele, baco, figado, linfonodo e medula 6ssea®®?,
conjuntiva®? e suabes nasal e oral®®.

Ha indicios de que nos gatos, a identificacdo das espécies seja tdo importante quanto o
conhecimento da prevaléncia da enfermidade, uma vez que a determinacdo do agente causal é
essencial para a compreensdo epidemioldgica da doenca e para o conhecimento de sua
apresentacdo clinica nestes animais®” 2. Assim, objetivou-se detectar a presenca de L. (L.)
infantum chagasi em felinos domésticos do municipio de Araguaina-TO, regido norte do Brasil,
considerado endémico para leishmaniose visceral canina e humana, por meio da PCR
convencional, especifica para o L. (L.) infantum, e da pesquisa microscépica direta do parasito
em amostras de tecido.

2. MATERIAL E METODOS

Populacao estudada

A populagéo estudada originou-se do municipio de Araguaina, classificado como area
de transmisséo intensa para leishmaniose visceral,?®. A cidade est4 localizada na regido Norte
do Brasil ¢ compreende um area de 4000,4 Km?, com latitude de 7°11°26”’ sul, longitude de
48°12°28”’ oeste e altitude de 236m©?.

Um total de 113 felinos provenientes de domicilios, clinicas veterinarias e do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) da cidade foi amostrado por conveniéncia, conforme a taxa de
recolhimento/procedimentos clinicos realizados. Dos 113 animais, 57 foram necropsiados, 0
que possibilitou, além da coleta de sangue, a obtengdo de amostras de medula e fragmentos dos
linfonodos submandibulares e popliteos, baco e figado. Ressalta-se também que amostras de

pele foram obtidas de 56 dos animais necropsiados.
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Os métodos empregados neste estudo foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMVZ) da Universidade
Federal do Tocantins (UFT) sob o protocolo numero 23101.000874-38.

Amostras bioldgicas

As amostras de sangue foram coletadas ap6s sedagdo do animal com Ketamina
(10mg/Kg) e antissepsia local com alcool a 70%. Procedeu-se entdo com a punc¢do da veia
jugular, utilizando agulha 25x12mm acoplada a seringa estéril de 5mL. As amostras foram
depositadas em tubos contendo anticoagulante (Ethylenediamine Tetraacetic Acid - EDTA),
depois transferidas para microtubos de 1,5mL e armazenadas a -20 °C até o momento do seu
processamento.

A medula foi obtida apds anestesia geral (Propofol, 5-7 mg/Kg 1V) e posicionamento
do animal em decubito lateral. Para tal, a area correspondente a regido proximal do fémur foi
tricotomizada e submetida a antissepsia com solu¢édo de clorexidina a 0,5% e/ou élcool a 70%.
Em seguida, foi realizada uma perfuracdo da regido do trocanter maior com o auxilio de uma
agulha 40x12mm, segundo o descrito por Mendonca et al.®Y. A coleta do material foi possivel
apos a conexdo de uma seringa de 10 mL contendo anticoagulante (heparina). Em seguida, 0s
animais foram eutanasiados (Propofol, 5-7 mg/Kg IV + Cloreto de Potéssio 19,1%, 1mL/Kg,
IV) e submetidos a necropsia para obtencdo de fragmentos de 6rgaos e pele. Sob condi¢des de
assepsia, parte de todos os tecidos coletados foi transeferida para tubos de polipropileno e

armazenada a —20 °C para a extracdo do DNA.

Extracdo de DNA
As amostras de sangue, medula dssea, linfonodo submandibular direito, bago e pele
foram submetidas a extracdo do DNA gendmico total pelo Kit GenElute Mammalian Genomic

DNA Miniprep (Sigma-Aldrich®, United States), conforme as recomendacdes do fabricante.

Deteccdo molecular de L. (L.) infantum chagasi

Amostras de DNA de sangue, medula, baco, linfonodo submandibular direito e pele dos
113 animais do experimento foram submetidas a PCR convencional especifica para a deteccéo
de L. (L.) infantum. A reacdo foi realizada por meio dos primers MCI1 (5’-
GTTAGCCGATGGTGGTCTTG-3") e MC2 (5’-CACCCATTTTTCCGATTTTG-3"), que
amplifica uma sequéncia de 447pb obtidos a partir do DNA contido nos minicirculos do

cinetoplasto de Leishmania (kDNA), segundo a metodologia descrita por Cortes et al.*?. Como
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controles positivos e negativos foram usados, respectivamente, DNA da cepa L. (L.) infantum
chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e &gua deionizada.

Para a amplificacdo utilizou-se termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems®, United States) sob as seguintes condi¢des: um ciclo inicial de desnaturacio de 95
°C por cinco minutos; 40 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 61°C
por 30 segundos e extencdo a 72 °C por um minuto; e um ciclo de extensdo final de 72 °C por
10 minutos. Para a leitura, 10uL dos produtos da PCR foram homogeneizados em 2,5uL de azul
de bromofenol a 0,25% e aplicados em gel de agarose a 1,5% (Agarose LE, Uniscience®, Brasil)
contendo 3,8uL de brometo de etidio. A eletroforese foi conduzida em cuba de eletroferese
(Bio-rad®, United States) sob 140V por cinco minutos, seguido por um periodo de 45 minutos

a 110V. A visualizacéo foi feita por meio de transiluminador de luz UV.

Exame parasitoldgico direto

Para o0 exame parasitoldgico, foram realizados esfregaco de medula dssea e imprints de
fragmentos de baco, figado e linfonodos popliteos direito (LPD) e esquerdo (LPE) e
submandibulares direito (LSMD) e esquerdo (LSME). As laminas foram fixadas em alcool
metilico, coradas pelo método Panético rapido e submetidas ao exame parasitologico por
microscopia direta em objetiva de imerséo (100X).
Anédlise estatistica

Os resultados foram transferidos para um banco de dados e a analise descritiva foi
executada usando o programa Epi Info 3.5.4. Varidveis como sexo, idade e presenca de sinais
clinicos foram analisadas quanto a associacdo com a positividade. Para tal, os testes de qui-
quadrado com correcdo de Yates e Exato de Fischer (em variaveis com resultados < 5) foram
calculados com erro estatistico de 5% e p<0,05. A intensidade da concordancia entre 0s
diferentes métodos de diagnostico pela estatistica Kappa, bem como os célculos de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN)
foram realizados com auxilio do programa OpenEpi, Verséo 3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de L. (L.) infantum chagasi obtida pela PCR foi de 4,4% (5/113) (IC: 1,5%
- 10%) e o resultado obtido por meio do exame parasitoldgico direto foi de 5,3% (3/57) (IC:
1,1% - 14,6%). De forma geral, considerando ambos os testes, a positividade observada para
Leishmania spp. foi de 5,3% (6/113) (IC: 2,0 % - 11,2%) (Quadro 4).
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QUADRO 4 - Felinos domésticos provenientes de Araguaina, Tocantins, positivos para
Leishmania spp., segundo o método de diagndstico utilizado, tipos de tecido
parasitado e sinais clinicos observados.

LSMD, LPE, LPD

PCR

Baco, LSMD, Pele,
Sangue

Animal Teste Tipo de amostra Sinais clinicos
G 10 PCR Baco Linfoadenomegalia
G 28 Parasitologico Baco, Figado, LPE, | Linfoadenomegalia

LPD, LSME, Hepatomegalia
LSMD, Medula
G 30 PCR LSMD, Pele Linfoadenomegalia,
lesdo de pele
G 56 Parasitoldgico Baco, Figado, Hepatomegalia
LSME, LSMD, LPE, Esplenomegalia
LPD, Medula
PCR Baco, LSMD,
Medula, Pele,
Sangue
G 77 PCR Sangue Nao
G96" Parasitologico Baco, Figado, Hepatomegalia

Esplenomegalia

G: gato; LPD: linfonodo popliteo direito; LPE: linfonodo popliteo esquerdo; LSMD: linfonodo
submandibular direito; LSME: linfonodo submandibular e esquerdo.
*Amostras de LSME e medula do G96 ndo foram analisadas

Dentre os animais positivos na PCR (5/113), 75% (3/4) das amostras de baco, linfonodo

submandibular e pele, 60% (3/5) das amostras de sangue e 33,33% (1/3) da amostras de medula

mostraram positividade. Por outro lado, todos os tecidos (baco, figado, linfonodo

submandibular, linfonodo popliteo e medula 6ssea) dos animais que apresentaram formas

amastigotas no exame direto (3/57), foram positivos (3/3). As figuras 7 e 8 evidenciam a

positividade de amostras analisadas.
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FIGURA 7 - Demonstracdo visual de formas amastigotas de Leishmania spp. em
amostras teciduais de felino doméstico (G 96) proveniente do
municipio de Araguaina, Tocantins. Observar protozodrios (setas)
em amostras de: (A) Linfonodo popliteo direito; (B) Linfonodo
popliteo esquerdo; (C) Bacgo; (D) Figado. (HE, 100X, escala = 6
pum).

Quando comparada ao exame parasitoldgico como padrdo ouro, a PCR apresentou
sensibilidade de 66,67% (IC: 20.77% - 93.85%), especificidade de 96.3% (IC: 87.46% -
98.98%), VPP de 50% (IC: 15% - 85%) e VPN de 98.11% (90.06% - 99.67%). A concordancia
entre os testes foi considerada moderada, com referéncia ao valor de Kappa = 0.544 (IC: 0.2874
- 0.8006).

A deteccdo L. (L.) infantum chagasi aqui relatada foi obtida pela PCR convencional, a
qual tem mostrado bons resultados quando comparada a técnicas como PCR em tempo real®*
34, cultura de tecidos®, histoquimica e imunoistoquimica®®, sendo eficaz no diagnostico de
L. infantum em gatos provenientes de varios paises® 3”3, Portanto, a PCR convencional pode
ser vista como uma ferramenta eficiente para o diagnostico da enfermidade nesses animais.

Tratando-se dos iniciadores usados neste estudo (Figura 7), esses tém sido reportados
como altamente especificos, tanto em amostras clinicas, como sangue, medula, baco, linfonodo
e pele, como em culturas e amostras em papel filtro®?. Tais primers também vém sendo
utilizados com frequéncia®-“Y, o que reflete sua eficacia quando se trata de diagnostico.
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500pb

FIGURA 8 - Reacdo em Cadeia pela Polimerase para
L. infantum em amostras bioldgicas de
felinos domésticos testadas com o par de
primer MC1 e MC2. Observar (M)
Marcador peso molecular de 100pb; (1)
controle positivo - cepa
MHOMY/BR/74/PP75; (2) bago G10; (3)
baco G56; (4) sangue G56; (5) medula
G56; (6) Sangue G77; (7) Controle
negativo - agua deionizada. Verificar a
positividade de todas as amostras testadas
(pogos 2 ao 6) pela distribuicdo das
bandas a uma altura de 447pb em gel de
agarose a 1,5%.

Concordando com o resultado obtido nesta pesquisa, L. (L.) infantum chagasi tem sido
a espécie diagnosticada com maior frequéncia em felinos domesticos por meio de métodos
moleculares. Também €é notavel que a maioria dos registros dessa infeccdo sdo oriundos de
regides endémicas de paises como Brasil®? @D Espanha®®, e Turquia®® (Tabela 5). Isto
aponta para o papel do gato como possivel reservatorio, principalmente em areas endémicas
para leishmaniose hunama e/ou canina e reforca a necessidade de diagnostico em felinos dessas

regioes.
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TABELA 5 - Registros epidemiologicos da espécie de Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi diagnosticadas em felinos domésticos por meio de métodos moleculares
no periodo 2007-2017.

Autor Pais Ano Numerode Frequéncia Teste Espécie
(Localidade) amostras (%) encontrada

Metzdorf et Brasil 2017 100 6 RFLP- L. infantum

al.(? PCR

Mohebali et Ird 2017 103 0,97 Nested L. infantum

al.“? PCR

Can te al.(9 Turquia 2016 1101 0,54 Nested L. tropicae
PCR L. infantum

Spada et Italia 2016 90 2,2 gPCR  Leishmania

al.® infantum

Dincer et Turquia 2015 22 4,5 PCR L. infantum

al.9

Noé et al.(tD) Brasil 2015 110 2,72 RFLP — L. chagasi
PCR

Chatzis et Grécia 2014 100 41 PCR L. infantum

al.®)

Pennisi et Italia 2012 207 18,3 PCR L. infantum

al.4®

Coelho et Brasil 2011 52 5,76 PCR L. chagasi

al.(4®)

Hatam et Ird 2010 40 10 PCR L. infantum

al.4?
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TABELA 5 - Registros epidemiologicos das espécies de Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi diagnosticadas em felinos domésticos por meio de métodos moleculares
no periodo 2007-2017 (continuacao).

Autor Pais Ano Numero Frequéncia  Teste Espécie

(Localidade) de (%) encontrada
amostras

Maia et Portugal 2010 138 20.3 PCR L. chagasi

aI.(38>

Vides et Brasil 2009- 55 9,09 gPCR L. chagasi

al.(t0 2008

Sherry et al. Espanha 2008 105 8,7 gPCR L. chagasi

(48)

Martin- Espanha 2007 183 25,7 PCR L. infantum

Séanchez et

al.0

Considerando o resultado do exame direto, um dos animais (G28 - Quadro 4) apresentou
formas amastigotas em todas as amostras estudadas (baco, figado, linfonodos e medula). Por
outro lado, a PCR especifica para L. (L. ) infantum chagasi demonstrou resultado negativo. Esse
dado infere que os gatos do municipio de Araguaina apresentem infeccdo por mais de uma
espécie. Situacdes semelhantes ja foram descritas no Brasil, como é o caso de infeccOes
ocasionadas por L. amazonenses e L. braziliensis nos estados brasileiros do Mato Grosso do
Sul® e Rio de Janeiro®, ambas relacionadas a presenca de sinais clinicos cutaneos, tais como
Ulceras e/ou lesBes cultaneas.

Destaca-se que o resultado obtido no exame parasitologico é considerado relevante
qguando comparado aos ja observados em felinos de outras regides brasileiras consideradas
endémicas, as quais apresentaram frequéncia de 4% (8/200)®%, 0,7% (2/283)®Y), 4% (4/100)*2),
9,93% (30/302)® e 18,18% (10/55)1%. Isso mostra que embora apresente uma sensibilidade
baixa, 0 método direto prefigura uma boa ferramenta para deteccéo do género Leishmania spp.,
uma vez que tem alta especificidade e baixo custo®. Tais caracteristicas demonstram a
adequacao de sua utilizacdo em regides endémicas, permitindo rapido diagndstico, que por sua
vez embasaria 0 desencadeamento de estratégias de controle visando reduzir a incidéncia de
casos humanos e animais.

Nos animais que foram positivos nesse exame, todas as amostras teciduais, como baco,

figado, linfonodo submandibular, linfonodo popliteo e medula Gssea, apresentaram formas
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amastigotas de Leishmania (3/3). De forma similar, Metzdorf et al.*? encontraram positividade
em todos os tecidos dos animais positivos estudados. Em contrapartida, Costa et al.®%
evidenciaram que de 20 animais reativos, 87,5% foram positivos em amostras de linfonodo,
37,5% em medula 6ssea, 25% em baco e 12,5% em figado. Estes dados comparam-se também
aos obtidos por Vides et al.®?, os quais observaram 70% de positividade em medula 6ssea, 40%
em baco, 30% nos linfonodos e 20% no figado, e Sobrinho et al.®), que evidenciaram 30% em
amostras de linfonodo e 20% em medula 6ssea. Com base nos resultados obtidos e os reportados
na literatura, as amostras de linfonodo e medula dssea parecem constituir bons materiais para o
diagndstico parasitologico em felinos.

Considerando as amostras positivas pela PCR, as maiores frequéncias foram obtidas na
pele, linfonodo e baco (75% - 3/4), seguidas de amostras de sangue (60% - 3/5) e de medula
(33,33% - 1/3). A titulo de comparacéo, Chatzis et al.®® observaram 18,2% de positividade para
bidpsias de pele e 16% em medula 6ssea, Pennisi et al.*>) evidenciaram positividade de 11,7%
em linfonodo e 7,8% em sangue (7,8%) e Vita et al.®? encontraram positividade de todas as
amostras de linfonodo de gatos reagentes na RIFI. Estas informacGes analisadas em conjunto
sugerem que tecidos como pele e linfonodo sejam os mais indicados para o diagnostico
molecular da leishmaniose visceral em gatos, o que é relevante, visto que assegura um
procedimento de alta sensibilidade.

Ao se avaliar os fatores associados a positividade dos animais, ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao sexo e a idade (Tabela 6). Embora alguns estudos tenham
evidenciado predisposicdo para a infeccdo em machos® 59, a falta de associagio observada em
relacio ao sexo também foi relatada por Pennisi et al.“*>. Com relacéo a idade, ao contrario do
observado aqui, ha evidéncias de que felinos maiores de trés anos apresentem maior
prevaléncia®). Apesar disso, infere-se que ambos os fatores, sexo e idade, ndo interfiram na

infeccéo de felinos.
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TABELA 6- Fatores de associacao a infec¢do por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
em felinos domésticos provenientes da cidade de Araguaina, Tocantins.

Variavel N + (%0) OR IC P
Idade 0,21 (0,019 - 2,249) 0,259
Adulto 100 5 (5)

Jovem 5 1 (20)

Sexo 1,75 (0,308 - 9,989) 0,418

Fémea 61 4 (6,6)

Macho 52 2(3,8)

Sinal Clinico 9,86 (1,110 - 87,601) 0,023"
Sintomaético 41 5(12,2)

Assintomatico 72 1(1,4)

Esplenomegalia 53,00 (3,937 - 713,447) 0,006"
Sim 3 2 (66,7)

Né&o 110 4 (3,6)

Hepatomegalia 52,50 (6,266 - 439,870)  0,0008"
Sim 5 3 (60)

Né&o 108 3(2,8)

Leséo de pele 0,87 (0,096 - 7,863) 0,690

Sim 21 1(4,8)

Né&o 92 5(5,4)

Lesdo ocular - - 0,801

Sim 4 0 (0)

Né&o 109 6 (5,5)

Linfoadenomegalia 3,280 (0,622 — 17,282) 0,160

Sim 28 3(10,7)

Né&o 85 3(3,5)

N: nimero de animais; OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianca; P: valor de p; NI: ndo
informado; SRD: sem raca definida.
“Valor de p estatisticamente significativo (p<0,05)

A tabela 6 evidencia que a presenca de pelo menos um sinal clinico foi associada aos
resultados positivos (p=0,0231). Os sinais avaliados foram: esplenomegalia, hepatomegalia,
lesdo de pele, lesdo ocular e linfadenomegalia. Dentre estes, esplenomegalia (p=0,0069) e
hepatomegalia (p=0,0008) foram estatisticamente significativas. De forma similar, Chatzis et
al.® observaram associagdo entre positividade e os felinos com pelo menos um sinal sistémico
na PCR (p=0,042). Em outros estudos, porém, foi relatada independéncia entre esses fatores,
tanto no c&0® como no gato® #9), o que revela a necessidade de se ampliar pesquisas neste
sentido.

O fato de os sinais esplenomegalia e hepatomegalia terem sido estatisticamente
significativos sugere que a avaliagdo destes parametros em gatos, por parte do médico

veterinario, associando ou ndo a possibilidade de infeccédo por L.(L.) infantum chagasi, se faz
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necessaria. Apesar da presenca de lesdes de pele ndo ter sido estatisticamente significativa neste
estudo, Vides et al.9 encontraram alta associacdo entre lesdes dermatoldgicas e animais
positivos. Dentre estas, a formacdo de crostas na regido cervical dorsal, acompanhadas de
hepatoesplenomegalia foi evidenciada em 25% dos animais positivos de uma pesquisa no
estado de S&o Paulo®. Ainda neste estado foi reportado um caso em que o animal apresentava
extensa dermatite, crostas e pequenas Ulceras na regido da cabeca e superficies palmar e plantar
das patas®®. Esses relatos mostram que, embora sem significancia nos animais incluidos neste
estudo, essas lesdes podem ser de grande valia no diagnostico clinico da leishmaniose visceral
felina, assim como o sdo em caes.

De forma inespecifica, sinais como complexo gengivite/estomatite, perda de peso,
mucopuruléncia nasal e ocular, Ulceras orais, alopecia®?, escoriacdes da regido da face e
linfadenomegalia “®, bem como, dermatite alérgica a pulgas e infestacdo por piolhos®?, ja
foram evidenciados em felinos positivos. Por estar presente em situacdes de infeccdo, a
linfadenomegalia aqui observada, embora n&o significativa estatisticamente, indica a

necessidade de atencdo por parte do clinico veterinario.

4. CONCLUSAO

Formas amastigotas de Leishmania spp. e DNA de L. (L.) infantum chagasi séo
detectaveis em tecidos de felinos domésticos de Araguaina, Tocantins, regido endémica para
leishmaniose visceral. Assim, estes animais atuam como portadores do agente neste municipio.

A ocorréncia de outra espécie além da L. (L.) infantum chagasi em felinos de Araguaina,
Tocantins, deve ser estudada.

A positividade encontrada em amostras de pele aponta potencial transmissdo da
leishmania durante a picada pelo vetor.

Variaveis como sexo e a idade nédo interferem na positividade de felinos domésticos.
Por outro lado, a presenca de pelo menos um sinal clinico, como esplenomegalia e/ou

hepatomegalia esta associada a infecgdo por L. (L.) infantum chagasi.
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CAPITULO 4- CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos evidenciaram a presenca do DNA de L. (L.) infantum chagasi, de
anticorpos anti- Leishmania spp. e de formas amastigotas de Leishmania spp. em felinos de
Araguaina, Tocantins. Considerando a estreita relacdo dos gatos domésticos com o ser humano,
isso representa consideravel impacto do ponto de vista de satde publica.

Tendo em vista que o controle da leishmaniose visceral é direcionado principalmente
aos caes, principais reservatorios, recomendam-se o desenvolvimento e a intensificacdo de
medidas de controle e monitoramento direcionadas a espécie felina. Essas podem incluir a
conscientizacao dos 6rgdos e profissionais de salude sobre o papel dos felinos na epidemiologia
da zoonose, orientacdo da populacdo quanto a importancia da guarda responsavel, assisténcia
veterinaria e cuidados ambientais e a capacitacdo dos profissionais veterinarios de forma a
atuarem no diagnostico preciso da infecgdo.

Estudos futuros visando o conhecimento de possiveis espécies além da L. (L.) infantum
chagasi na regido estudada se revestem de importancia, uma vez que contribuem para o
fornecimento de dados epidemioldgicos sobre as leishmanioses felinas e auxiliam na
manutencdo de medidas profilaticas. Além disso, ressalta-se que ha necessidade de ampliar
pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de tecnologias que auxiliem no controle da
enfermidade em gatos, tais como vacinas e a sintese de principios farmacol6gicos visando o
tratamento desses animais.

Do ponto de vista ambiental, impactos como a urbanizacdo de areas verdes visando a
expansao geogréafica de determinadas regiGes sdo um ponto importante, visto que podem
contribuir para o aumento do contato de humanos e animais domeésticos com 0 vetor e
reservatorios silvestres da leishmaniose. Portanto, os riscos de tais mudangas devem ser
considerados de maneira efetiva por parte dos governos e empresas privadas, visando minimizar

0s impactos ambientais e possiveis danos a saude da populacéo por eles desencadeados.
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ANEXO A - Ficha de aprovacéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Tocantins

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA-UFT

O projeto intitulado “Estudo epidemioldgico da leishmaniose visceral em cdes e gatos
no municipio de Araguaina-TO e suas implicagbes para a saude humana”, sob a
responsabilidade da professora Dra Helciléia Dias Santos, esta de acordo com as normas éticas
estabelecidas pela lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais, de 8 de outubro de
2008, estando aprovado para a sua execugdo pelo parecerista da Comissdo de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal do Tocantins.

Araguaina, 23 de junho de 2014.

Atenciosamente,

alleto yi gl
¢ d

Alberto Yim Junior

Presidente da Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da UFT



