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Resumo

A leishmaniose € uma doenca infecciosa, ndo cardagde carater zoonoético, que acomete 0
homem e diversas espécies de animais silvestremeédticos. Com relacdo aos hospedeiros
reservatorios no ambiente urbano, o papel do caesfa claramente elucidado no ciclo
zoonotico da leishmaniose visceral. Porém, devidawsmento da incidéncia de casos clinicos
de leishmaniose felina, tem sido especulada a palefade destes animais como
hospedeiros reservatérios deishmaniasp. em areas endémicas. O objetivo desta revisao é
analisar os principais aspectos clinicos e epidégimpns da leishmaniose felina. Gatos
podem apresentar parasitismo sanguineo e/ou cut@neon alguns casos persistirem
infectados por longos periodos, o que favoreceti@m@smissdo do parasito ao vetor. No
entanto, do ponto de vista epidemioldgico, algumeetos ainda precisam ser analisados para
determinar se estes animais s&o capazes de matitenéir a infeccdo no ambiente natural.

E importante incluir esta parasitose no diagnddtiéerencial de distlrbios dermatolégicos

el/ou sistémicos em felinos provenientes de ared@naicas.

Palavras-chave leishmaniose; zoonose; reservatorio, dermatologia
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Abstract

Leishmaniasis is a non-contagious, zoonotic infeti disease, that affects humans and
several wild and domestic animals. Regarding tlsers®ir hosts in the urban environment,
the role of the dog is already clearly elucidatethie zoonotic cycle of visceral leishmaniasis.
However, due to increased incidence of clinicalesasf feline leishmaniasis, has been
speculated the potential of these animaleservoir hostLeishmania sp. in endemic areas
The objective of this review is to analyze the mdinical and epidemiologic aspects of feline
leishmaniasis. Cats may have blood and / or skiagites, and in some cases infected persist
for long periods which would favor the transmissminthe parasite to the vector. However
epidemiologically some aspects still need to bdyaed to determine if these animals are
able to maintain and spread the infection in thenaaenvironment. It is important to include
this parasitosis the differential diagnosis of skimd / or systemic disorders in cats from

endemic areas.

Key-words: leishmaniasis; zoonosis; reservoir; dermatology



1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protszdé génerdeishmania
e fazem parte das doencas tropicais negligenci@tasstituem um sério problema de
saude publica mundial, pois séo classificadas careegunda doenca parasitaria mais
prevalente, e a terceira enfermidade mais impataahsmitida por vetores, depois da
malaria e filariose.

No Brasil, encontra-se em processo de expansacajmag sendo considerada
endémica em pelo menos 21 estados brasileirosinddw estado de Mato Grosso do
Sul. Neste, é registrada em 56 dos 79 municipiest& entre as endemias de maior
relevancia em saude publica, com grande dificuldamlseu controle. Este controle é
direcionado principalmente para o diagndéstico preatratamento dos casos humanos,
controle dos vetores e eliminacdo de hospedeisasvatorios.

Com relacdo aos hospedeiros reservatérios no atebiebano, a importancia
do cdo ja esta claramente elucidada no ciclo dshreniose visceral. No entanto,
diante dos relatos da infeccdo ploeishmaniasp. em felinos domésticos, tem-se
ponderado sobre a relevancia do papel dos felinospidemiologia das leishmanioses
no que diz respeito & manutencgéo e transmissaardsifp aos vetores. Neste contexto
a classificagdo dos gatos como hospedeiros reédnstainda € controversa, sendo
considerados até o momento, como hospedeiros a&islen

Ocorre ainda a hipotese de apresentarem resistéatu@al a infeccdo e em
alguns casos, as manifestacdes clinicas serem cdesenlas pela presenca de co-
infecces como a imunodeficiéncia viral felidgeline Immunodeficiency VirusFIV)

e a leucemia viral felinaFgline Leukaemia Virus FelLV), que acometem os felinos
com elevada frequéncia.

Em razdo da escassez de pesquisas que avaliem pestoas clinico-
epidemioldgicos da infeccdo de gatos em &reas eoca€njustifica-se a necessidade de

estudos mais aprofundados sobre o tema.



2. Revisao de literatura

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas pela Organizdgadial da Saude como
uma das mais importantes zoonoses, com transmessEmica em 98 paises nos cinco
continentes. Porém, apenas seis paises sao resgpensar mais de 90% dos casos de
leishmaniose visceral (LV) no mundo: india, Bangktt, Sud&o, Suddo do Sul, Brasil e
Etiopia, com aproximadamente 20.000 a 40.000 moaegais. A leishmaniose
tegumentar (LT) € mais amplamente distribuidajmeste que os paises Afeganistéo,
Argélia, Coldmbia, Brasil, Ira, Siria, Etidpia, Sioddo Norte, Costa Rica e Peru, juntos,
respondam por 70 a 75% da incidéncia global (WHQ22.

De acordo com o Sistema Informacédo de Agravos difidégado (BRASIL,
2014), no periodo entre 2007 a 2013 foram confioaa#.702 casos humanos de LV
no Brasil. A regido Nordeste registrou 47,0% dososaseguida pelas regides Norte
(19,6%), Sudeste (16,8%), Centro-Oeste (8,6%) e (8106%). Atualmente, esta
distribuida em 21 estados brasileiros, sendo quée maesmo periodo no estado de
Mato Grosso do Sul foram registrados 1.586 casms t80 Obitos, representando
74,3% dos casos confirmados para regido CentrceQest

A LT apresenta maior expansao geografica, com castixtones registrados
em todos os estados brasileiros. No periodo ef0& a 2013, 148.372 casos humanos
foram notificados em todo pais, com predominioakos na regido Norte (41,2%), em
seguida na regido Nordeste (33,2%), regido CendsieD(14,8%), regido Sudeste
(8,2%) e regiao Sul (1,9%). Diferente da LV, ososade LT no Mato Grosso do Sul
representam apenas 3,4% na regido Centro-Oestardnqo estado de Mato Grosso
contribuiu com 83,7% dos casos confirmados (BRA3014).

As leishmanioses constituem um complexo de doedeasrigem infecciosa,
nao contagiosas, de caracter zoonoético, que acometeomem e diversas espécies de
animais silvestres e domeésticos (BRASIL, 2010). Saosadas por protozoarios
intracelulares da ordem Kinetoplastida, familiapemyosomatidae, génet@ishmania,
0S quais estao agrupados e classificados em dmg€seros: o subgénekeishmaniae
0 subgéner®iannia(LAINSON; SHAW, 1987).
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Dependendo da espécie ldeshmaniaenvolvida, a doenca pode se apresentar
sob aspectos clinicos distintos. As formas cutanetneo-mucosa e cutanea difusa
denominadas leishmaniose tegumentar sédo causadedri@s espécies deeishmania
sendo as mais importantds: (Viannia) braziliensis L. (V.) guyanensisLeishmania
(Leishmania amazonensjsL. (V.) lainsoni L. (V.) shawi L. (V. naiffi e L. (V.)
lindenbergi (LAINSON; SHAW, 1987; BRASIL, 2010). A forma vis@dizante, que
afeta 6rgédos como figado, baco, linfonodos e iimest nomeada leishmaniose visceral,
tem como agente etiologico, no Brasil, a espé@eshmania infantun{sinonimia
Leishmania chagas(DANTAS-TORRES, 2006).

2.2 Leishmaniose visceral

2.2.1 Transmissao

A transmissdo do parasito ocorre principalmentenpeio da picada de fémeas
de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia &toeinae conhecidos
genericamente por flebotomineos (LAINSON; SHAW, 7198No Brasil, as principais
espécies envolvidas na transmissdo da leishmariegementar sdolutzomyia
flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Luntermedia, Lu. wellcomee Lu.
migonei(RANGEL; LAINSON, 2009; BRASIL, 2010). Na leishmaske visceral, duas
espécies estdo relacionadas a transmissao vettmialoenca sendo elas lau.
longipalpise Lu. cruzi A primeira espécie € considerada a principalstrassora dé.
infantumno Brasil eLu. cruzifoi incriminada como vetora nos estados de Mates&ryo
do Sul e Mato Grosso (GALATI et al., 1997; MISSAWAMACIEL, 2006). A
distribuicdo geografica deu. longipalpisé ampla e parece estar em expanséo, podendo
ser encontrada nas cinco regides geograficas: Steddorte, Sudeste, Centro-Oeste e
Sul (BRASIL, 2006; SOUZA et al., 2009a).

Poucos casos de transmissao nao-vetoridlesghmaniatém sido referidos na
literatura, contudo, outras possiveis formas conr@amsmissdo congénita (ROSYPAL
et al., 2005; SILVA et al., 2009a), venérea (DINdzal., 2005; SILVA et al., 2009b) e
transfusional (FREITAS et al., 2006) ja foram ratits em cdes. Em gatos, até o
momento, outras vias de transmissdo ndo foramastad demonstradas por estudos
experimentais (PENNISI et al, 2015).
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Em humanos foi descrita a transmissdo congénitalNMEKE et al., 1999;
MESCOUTO-BORGES et al., 2013), venérea (SYMMERS,60)9 por
compartilhamento de agulhas (MORILLAS-MARQUEZ et, &#002) e através de
transplantes de 6rgidos (HERNANDEZ-PEREZ et al.9)19Hstes achados refletem a
importancia de se avaliar a frequéncia com quesestidras formas de transmisséo
ocorrem e sua relevancia na epidemiologia da LY \(8let al, 2009a; MESCOUTO-
BORGES et al., 2013).

2.2.2 Ciclo biolégico

Durante seu ciclo biolégicol.eishmaniasp. apresenta-se sob duas formas
evolutivas: amastigotas em hospedeiros vertebrddosas arredondadas e sem flagelo
exterior, localizam-se em células do sistema fdgocimononuclear) e promastigotas
(formas alongadas e flageladas, no tubo digestieohdspedeiros invertebrados)
(LAINSON; SHAW, 1987). A transmissdo vetorial oerrquando fémeas de
flebotomineos realizam repasto sanguineo veiculandaagente de hospedeiro
reservatorio para suscetivel (BANULS et al., 2007).

Apbés o repasto sanguineo realizado pelo vetor, casias promastigotas
metaciclicas sdo inoculadas na pele do hospedeirese aderem a superficie dos
macrofagos e células de Langerhans passando pameia intracelular através de
fagocitose mediada por receptores, adquirindo mdamastigota. Nos macrofagos, os
parasitos internalizados ficam dentro de um vacim@msitéforo, que os separa do
citoplasma celular. Apdés sucessivas multiplicac@es)pem a célula hospedeira. As
amastigotas liberadas invadem novas células, oworeentdo a disseminacao
hematogénica para outros tecidos ricos em céluasstema mononuclear fagocitario,
como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (BRAZIO6).

Ao realizar o repasto sanguineo em um hospedefeatatdo, o vetor ingere
formas amastigotas deeishmanialivres e/ou macréfagos infectados presentes no
sangue. No tubo digestorio dos insetos, as fornmaastigotas transformam-se em
formas promastigotas que sofrem varias transforesggéom migracdo para porcoes
anteriores do trato digestorio (formas metaciclicdsctantes). A fémea ao fazer um
novo repasto sanguineo no hospedeiro suscetivatulan as formas promastigotas
reiniciando o ciclo (BANETH, 2006).
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2.2.3 Patogénese e aspectos clinicos em caes

As manifestac¢des clinicas sdo extremamente vasi&estao relacionadas com
a resposta imune do hospedeiro, podendo este adgeninfeccdo sintomatica com
quadros graves e letais, permanecer assintomati@p@sentar um ou mais sintomas
leves, quando sdo classificados como oligossinioosat(NOLI, 1999; BARBIERI,
2006; SILVA, 2007). No entanto, o quadro de infecc8ubclinica ndo é
necessariamente permanente e fatores como condiedasunossupressao ou doencgas
concomitantes podem promover a progressdao da doECaANO-GALLEGO;
BANETH, 2008).

A diferenca entre a resisténcia e susceptibilidimlanimal frente & infecgéo vai
depender da adequada resposta imune mediada pdascéLinfécitos T e suas
subpopulagbes tém um papel crucial nesta respo8ARRIERI, 2006;
SARIDOMICHELAKIS, 2009). A resisténcia a infeccéet& associada a resposta do
tipo Thl, que envolva producao de citocinas como interferon gama (IFNatpr de
necrose tumoral (TNF), e interleucinas IL-2 e R.-Estas citocinas estimulam a
imunidade mediada por células que é importantdimanacao da infeccao. A principal
funcéo das células Thl é a defesa mediada porifagdespecialmente no combate a
microorganismos intracelulares. Por outro ladoredpminio de uma resposta do tipo
Th2 induz a producéo de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10uegpromovem a proliferacdo de
células B com producdo de imunoglobulinas (BANET2806; BARBIERI, 2006;
NOLI, 1999). O papel negativo da ativacdo de célubBa e super producdo de
imunoglobulinas é exemplificado pela formacédo dmmlexos imunes compostos de
IgG/IgM e ou IgA. Imunocomplexos ndo sO diminuentapacidade fagocitica dos
macrofagos, como também agravam a inflamacao atdevétivacdo do complemento e
tém acédo direta na imunopatologia em varios tecd@agaos (SARIDOMICHELAKIS,
2009). O papel das citocinas na leishmaniose \abaegnina ainda néo foi bem
definido. Com base nos perfis de citocinas, pageeetanto resposta Thl quanto Th2
estdo presentes, mas a primeira predomina em esisgentes (SOLANO-GALLEGO
et al., 2000; BARBIERI, 2006; SILVA, 2007; SARIDORIHELAKIS, 2009).

A diferenciac@o para subpopulacdes de células ThTh2 esta relacionada a
fatores como: citocinas presentes no ambiente tienwdacdo, o tipo de célula

apresentadora de antigeno, natureza e quantidadetiieno e fatores genéticos do
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hospedeiro. O componente genético é fortementeridogeos caes da raca Ibizian
Hound, que vivem em areas endémicas para leishs@nitsceral canina e que
raramente desenvolvem a forma clinica. Essa rasiat§oi relacionada com uma
significativa resposta imune celular contrainfantum(BARBIERI, 2006; SOLANO-
GALLEGO et al., 2000).

As caracteristicas clinicas da leishmaniose vaaarmplamente em consequéncia
do tempo de evolugédo da doenca, da patogenicidadgehte, dos diferentes 6rgados
afetados e da resposta imune do hospedeiro. Os dangados no organismo podem
ser por acao direta do parasito, resultando enesesflamatérias em érgdos como pele,
figado, baco, intestino, rins, olhos e 0ssos, ndapor acdo indireta pela deposicéo de
imunocomplexos nas articulagbes, membrana basalimgsvasos sanguineos e olhos
(NOLI, 1999; SOLANO-GALLEGO; BANETH, 2008; SARIDOMIHELAKIS,
2009).

O amplo espectro de manifestacdes clinicas em ic&ks frequentemente:
emagrecimento progressivo, atrofia muscular, feiptermitente, anorexia, apatia,
epistaxe, diarreia, linfadenomegalia, dermatopat@$almopatias e distarbios da
locomocdo (CIAMARELLA et al, 1997; NOLI, 1999; BWETH, 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2007).

2.3 Hospedeiros reservatorios e hospedeiros aciderst

Considera-se que um hospedeiro reservatorio podairea espécie ou um
complexo de espécies responsaveis pela manutenoiiga prazo de uma populagéo
de agentes infecciosos na natureza (ASHFORF, OQUE; JANSEN, 2014).

Porém, a mera presenca de infeccdo em uma esgor@miferos, mesmo em
numerosos individuos, ndo indica necessariamenténaspedeiro reservatorio. Para
incriminar formalmente um hospedeiro como resen@t@ necessario comprovar
algumas caracteristicas: que a populacdo de peradiépende da presenca deste
mamifero para sua manutencao a longo prazo neematuleve existir a sobreposicao
da distribuicdo geografica e temporal dos reservstGe vetores; atratividade entre
vetor e reservatorio no ambiente natural; a sobéecia do reservatdrio quando
infectado deve ser suficientemente longa para famrtransmissao do patdégeno ao

vetor; a prevaléncia da infeccdo na populacdo dervatorios deve ser em niveis
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superiores a 20%; o reservatorio deve possuirspigrao cutdneo ou sanguineo em
quantidade suficiente para infectar o vetor; a @spéle parasito encontrada no
reservatorio e no ser humano deve ser a mesma (CBARBNTOS et al.,, 1995 ;
WHO, 2010).

Hospedeiros acidentais sdo definidos como animaisqee a infeccdo se
desenvolve sob condi¢cdes incomuns, ou seja, setanfiee podem adoecer dependendo
do estado imunolégico, porém ndo desempenham paypeficativo na epidemiologia,
pois ndao tém funcdo na manutencdo, a longo pramo,cidlo na natureza.
(ABRANCHES, 1989; ASHORD, 2003). As medidas direeidas para eliminacao de
hospedeiros acidentais ndo afetam o controle dacdd@UINNELL; COURTENAY ,
2009).

S&o considerados hospedeiros reservatérios natioagente etiologico da LT:
roedores, marsupiais, edentados e canideos sdse€HAW, 1988). Em animais
domésticos a infeccdo ja foi relatada em caes (GOME al., 2007), gatos
(SCHUBACH et al., 2004; SOUZA et al., 2005) e dasgdVEDOVELLO FILHO et
al., 2008). Entretanto, ainda ndo ha evidénciatifieas que comprovem o papel destes
animais como hospedeiros reservatorios das espédeiégishmaniadermotropicas
(CASTRO et al.,, 2007; DANTAS-TORRES, 2007; GRAMIGCI2011; MAIA;
CAMPINO, 2011), sendo considerados, até 0 momeaimo hospedeiros acidentais
dos parasitos (BRASIL, 2010).

Na LV, os hospedeiros reservatorios do agentedgimd no ambiente silvestre
sao principalmente mamiferos silvestres tais coamdeos, roedores e marsupiais. O
fato de estes animais possuirem habitos sinant®picderia promover a ligacdo entre
os ciclos silvestre e doméstico. No ambiente daowésb cdo Canis familiarig é
considerado um importante reservatorio do ageneyidd a aspectos como:
susceptibilidade da espécie a infecgéo, elevadeal@recia em areas endémicas; grande
propor¢cdo de animais assintomaticos por longosog@esi presenca de parasitismo
cutaneo intenso sendo fonte de infeccdo para Oefioeos; atratividade para
flebotomineos no ambiente natural; os parasitofades desses animais S&40 0S mesmos
isolados de humanos e a proximidade de conviv&wiahomem (GONTIJO; MELO
2004; BRASIL, 2006; DANTAS-TORRES, 2007) .

A semelhanca dos cdes, os felinos também apresesiasueptibilidade a

infeccdo, parasitismo cutaneo, servem como fonte alimentacdo para alguns
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flebotomineos(Plhebotomusspp. e Lutzomyiaspp.) em condicbes experimentais e
convivem proximo aos com humanos. Devido a estiesefa associados ainda a alta
densidade populacional desses animais e a urbaniziecdoenca, tém sido especulada
a potencialidade dos felinos como reservatériospdmsito em areas endémicas
(MAIA; CAMPINO, 2011). Embora a presenca de felino¥ectados sugira a
participacdo destes animais no ciclo de transmidsdeishmania sp.sua relevancia
ainda néo foi esclarecida e continuar a ser inyadt. Especula-se que 0s gatos por si
s6 ndo seriam responsaveis pela persisténcia eecéid em areas endémicas a menos
que cées infectados estejam presentes (PENNIS) 20&5).

No entanto, é dificil diferenciar entre reservais$rsecundarios ou hospedeiros
acidentais quando as espécies animais incriminadgastransmissdo do agente
patogénico, no casb. infantum,compartilham a mesma area geografica como ocorre
com cées e gatos. Portanto, pesquisas devem Beadaa em amostras representativas
da populacdo de felinos em areas endémicas parbtseuma prevaléncia precisa da
infeccdo nesta espécie. Simultaneamente, a preval@&a infeccdo em caes que
habitam a mesma regido deve ser determinada,ant@ os mesmos métodos de
diagndstico para avaliar a relativa importancidateduas espécies na epidemiologia da
infeccdo poiLeishmania(MAIA; CAMPINO, 2011).

2.4 Leishmaniose felina (LF)

2.4.1 Historico e distribuicdo geogréfica

Em 1912 na Argélia, foi observada a presenca dend®r amastigotas
caracteristicas na medula 0ssea de um gato quévieooem um Cao e uma crianca
portadores de LV (SERGENT et al., 1912)

Em 1927 foi relatado o diagndstico da doenca enndgl na Argentina
(BRUMPT, 1949). Posteriormente, outros casos facaatos em diversos paises como
Venezuela (BONFANTE-GARRIDO et al.,, 1991; BONFANTEARRIDO et al.,
1996), Espanha (HERVAS et al., 1999; MARTIN-SANCZHE& al., 2007; SHERRY et
al., 2011), Portugal (COSTA-DURAO et al., 1994; MAét al., 2008), Italia (POLI et
al., 2002; PENNISI et al., 2004), Franca (OZG al., 1998, GREVOT et al.,
2005), Suica (RUFENACHT et al.,, 2005), Grécia (D@HW et al.,2009), Israel
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(NASEREDDIN et al., 2008), Estados Unidos (TRAINGR al., 2010), Guiana
Francesa (ROUGERON et al., 2011) e Iran (DORBADAMIg 2014).

O Brasil registra 0 maior nUmero de casos de lasiimse felina no mundo
(DANTAS-TORRES et al., 2006). A enfermidade € citasin diversos estados nos
quais a leishmaniose é endémica (Tabela 1). Imeiate estas citacbes eram
basicamente relatos de casos esporadicos e posteni@ progrediram para estudos de

prevaléncia e ocorréncia de leishmaniose em felinos

Tabela 1 - Deteccao de casos e/ou inquéritos epittagicos deleishmaniaspp. em

felinos no Brasil.

Local Ano  Animais Método de  Animais Espécie de Autor/ano

avaliados diagnostico positivos Leishmania

Para 1939 Relato Parasitolégico 1 N&o Mello (1940)
de caso direto identificada
Histologico
Belo 1994 Relato Parasitolégico 1 Leishmania Passos et al. (1996)
Horizonte/ de caso direto (Viannia)
MG PCR
Cotia/SP 2000 Relato Parasitologico 1 Leishmania Savani et al. (2004)
de caso direto (L.) infantum
PCR chagasi
Fortaleza/ 2001 84 Elisa 9 N&o Simdes-mattos et al.
CE identificada (2001)
Rio de 2003 Relatos Histologico 2 Leishmania Schubach et al. (2004)
Janeiro/RJ de casos eletroforese de (V.)
isoenzimas braziliensis
Campo 2003 Relato Parasitolégico 1 Leishmania Souza et al. (2005)
Grande de caso direto, (L.
IMS Cultura amazonensis
Rio de 2007 8 RIFI 2 Leishmania Silva et al. (2008)

Janeiro/RJ PCR 2 chagasi
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Local Ano  Animais Método de  Animais Espécie de  Autor/ano
avaliados diagnostico positivos Leishmania

Rio de 2008 Relato Cultura, 1 Leishmania Figueiredo et al. (2008)
Janeiro/RJ de caso histolégico (V.)

Elisa e RIFI. braziliensis
Aracatuba/ 2008 Relato PCR 1 Nao Serrano et al. (2008)
SP de caso identificada
Campo 2008 110 Parasitologico 0 Leishmania Noé (2008)
Grande direto braziliensis
IMS RIFI 8

PCR
Ribas do 2008 Relato Parasitolégico 1 Leishmania Souza et al. (2009)
Rio de caso direto, Cultura, (L.)
Pardo/MS Anticorpos amazonensis

monoclonais
Aracatuba/ 2009 113 Elisa-Agt 26 N&o Neto et al. (2011)
SP Elisa-FML 15 identificada

Elisa-rk39 18

Concordancia 3

entre os testes
Campo 2009 50 RIFI 15 N&o Braga et al. (2014)
Grande/MS PCR 0 identificada

Cultura 0
Botucatu/ 2009 50 RIFI 0 N&o Braga et al. (2014)
SP PCR 0 identificada

Cultura 2
BH /MG 2010 Relato RIFI, PCR 1 L. infantum Silva et al. (2010).

de caso

Andradina/ 2010 Relato Parasitolégico 1 L. chagasi Coelho et al. (2010)
SP de caso direto, Elisa e

PCR
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Local Ano  Animais Método de  Animais Espécie de  Autor/ano
avaliados diagnostico positivos Leishmania

Aracatuba/ 2010 386 RIFI 2 N&ao Cardia et al. (2013)
SP identificada
Aracatuba/ 2010 283 Parasitoldgico 2 Nao Bresciani et al. (2010)
SP direto identificada

RIFI 0
Aracatuba/ 2010 200 Parasitologico 8 N&o Costa et al. (2010)
SP direto identificada

Elisa 23
Aracatuba/ 2010 302 Parasitologico 30 L. chagasi Sobrinho et al. (2012)
SP direto

Elisa 39

RIFI 14
Andradina/ 2010 52 Parasitologico 2 L. chagasi Coelho et al. (2011)
SP direto

PCR 2
Aracatuba/ 2010 55 Parasitologico 10 L.chagasi Vides et al. (2011)
SP direto

Elisa 14

RIFI

IHQ 9
Birigui/SP 2011 109 Hemocultura 52 L. chagasi Peruca (2011)

RIFI 3

PCR 17
Brasilia/DF 2011 89 PCR 53 L. infantum Marodin (2011)
Petrolina/ 2013 153 Elisa 6 N&o Silva et al. (2014)
PE identificada
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2.4.2 Sinais Clinicos

A apresentacdo clinica da leishmaniose nos fefiooe variar de acordo com a
espécie do parasito envolvido (FIGUEIREDO et @08). Nos relatos de LF causada
por L. infantumforam observados sinais clinicos, tais como: apataagrecimento,
febre, linfadenomegalia, anorexia, diarreia, estdma cronica, gengivite,
hepato/esplenomegalia, alteracdes oculares comiieuvedociclite granulomatosa,
panuveite e Ulcera de cérnea (HERVAS et al., 10@3L| et al., 2002; LEIVA et al.,
2005; VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012;AHIZ et al., 2014a). Também,
para a mesma espécie Heishmaniaforam encontradas alteracdes dermatoldgicas
como: alopecia, descamacdo cutadnea, hiperquerdesfies crostosas melicéricas e
hemorragicas, ulceras e nédulos (OZON et al., 1BgR | et al., 2002; SAVANI et al.,
2004; VIDES et al., 2011).

Na LF causada pdr. braziliensise L. amazonensi®)s sinais clinicos descritos
séo principalmente de distarbios cutdneos coméekesodulares, vegetativas, papulas
e Ulceras em plano nasal, orelhas e coxins plan(8@HUBACH et al., 2004; SOUZA
et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008). Também podger observados sintomas
semelhantes aos da forma visceral como apatia, remiagento e linfadenomegalia
(FIGUEIREDO et al., 2008). Além da inespecificidadies sinais clinicos, os felinos
podem ainda manifestar quadros assintomaticos fegemafeccdo poieishmaniasp.
(MAIA et al., 2008).

Os felinos parecem demonstrar certo grau de rasiat@atural a enfermidade,
por produzirem resposta imunolégica predominantéeneelular quando infectados
pelo parasito (SOLANO-GALLEGO et al., 2007). Estaunidade seria efetiva para
controlar a infeccdo, o que poderia promover aténmeea cura espontanea, como
observado em um estudo com animais experimentatn&fiectados, no qual dez meses
pés-infeccdo conl. braziliensis,todos os animais apresentaram cura clinica, sem
deteccdo do parasito por técnicas parasitologiSHEQES-MATTOS et al., 2005).
Porém, a presenca de distarbios imunossupressooele pnduzir disfuncdes
imunologicas, com prejuizo desta resposta, coritrfmra multiplicacdo e consequente
disseminagdo do parasito e agravar os sintomas ABRet al., 1999; MARTIN-
SANCHEZ et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 200Dentre as enfermidades

com carater imunossupressor, destacam-se a FI\F&L¥, retroviroses de extrema
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importancia para esta espécie por apresentarenadalewmcidéncia, facil contagio e
disseminacdo (HERVAS et al., 1999; SOLANO-GALLEG® &., 2007). Alguns
estudos identificaram uma correlagéo significaemére FIV/FelLV e leishmaniose em
gatos (SHERRY et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012).

Como nao existem sinais clinicos patognomoénicosjntomatologia clinica
inespecifica, pode ser facilmente confundida cotnasuenfermidades, principalmente
as que cursam com disturbios dermatologicos, somaadoorréncia de co-infecgdes
imunossupressoras que podem sobrepor os sintoonag;ge dificil distinguir a LF de
outras enfermidades baseado apenas em diagnésiimoo c(POLI et al.,, 2002;
MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; GRAMICCIA, 2011; SOBRHO et al., 2012).
Portanto, o diagnostico deve ser estabelecido case Ima associacdo dos achados
clinico-epidemiologicos e exames laboratoriais (Péilal., 2002; DANTAS-TORRES
et al., 2006; MAIA et al., 2008; GRAMICCIA, 2011).

2.4.3 Diagnéstico

Os principais testes laboratoriais disponiveisu@ei os exames soroldgicos,
que detectam a presenca de anticorpos ou de awgigespecificos, as técnicas
parasitologicas, cujo objetivo € visualizar o paoase os métodos moleculares nos
quais o DNA do parasito é amplificado e identificaal partir de diferentes amostras
biologicas (POLI et al., 2002; DANTAS-TORRES et @006; GRAMICCIA, 2011).

As técnicas sorolégicas mais utilizadas para disiigw da leishmaniose em
gatos sado Reacéo de Imunofluorescéncia Indirefa (RIOLI et al., 2002; PENNISI
et al., 2004; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; COELH#al., 2010; SOBRINHO et
al., 2012) e o Ensaio de Imunoadsorcédo EnzimatitlalSA (SOLANO-GALLEGO et
al., 2007; NASEREDDIN et al., 2008; COELHO et &0Q10; NETO et al., 2011,
SHERRY et al.,, 2011). A prevaléncia da infeccdo gatos varia de 0 a 68,5%
mostrando uma grande variacdo nos resultados, ape ger atribuida & metodologia,
tamanho da amostragem, ponto de corte adotado i@oregeografica estudada
(DANTAS-TORRES et al., 2006; NETO et al., 2011; GRIECIA, 2011). Cabe
ressaltar a necessidade da validagcdo e padronizdgsiotestes sorologicos para
diagnostico em felinos, pois a comparagdo de st de diferentes estudos se torna

inviavel devido a variacdes extremas de metodoldga exemplo, RIFI € a técnica
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sorologica mais utilizada, com intervalos de patdgaorte que vao desde 1:2 até 1:100,
esta ampla variagcéo representa um efeito diret@ ssbtaxas de prevaléncia estimadas.
De acordo com resultados obtidos a partir da aghp de controles positivos oriundos
de infeccbes confirmadas por isolamento do parasitale controles negativos
provenientes de felinos de areas ndo endémicasyigdd 1:80 seria proposta como
ponto de corte para RIFI em soros felinos, poréimdes mais amplos sdo necessarios
para confirmar este achado (PENNISI, 2015).

Outro fator importante é a baixa prevaléncia deedgfo em inquéritos
sorologicos realizados em areas endémicas, de fqueando esta esclarecido se as
baixas taxas sé@o devido a falhas da técnica nagdetele anticorpos ou ao fato dos
gatos apresentarem resisténcia natural a leishs@nam producao de baixos titulos de
anticorpos antl-eishmaniasp. (SIMOES-MATTOS et al., 2005; MARTIN-SANCHES
et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; GRAMICK12011).

Em estudo experimental, as técnicas sorologicharfain em detectar anticorpos
durante a fase de manifestagfes clinicas da irdgugél. braziliensis A auséncia de
anticorpos antl-eishmaniano soro de gatos com lesdes cutaneas pode indezios
no diagnodstico de dermatopatias no caso da soeolsgi utilizada como teste de
triagem (SIMOES-MATTOS et al., 2005).Estes dadogesem que a sorologia ndo é
provavelmente o melhor método de diagndstico dgNMAIA; CAMPINO, 2011), e
que sua utilizacdo em inquéritos epidemiolégicosgatos ndo é adequada (CHATZIZ
et al., 2014b).

Os métodos parasitoldgicos tais como, o exame ipaidagco direto (citologia),
exame histopatolégico e a imunohistoquimica, pemmib diagndstico definitivo da
infeccdo pela demonstracdo de formas amastigothsisiemaniaem diversos o0rgaos e
tecidos, tais como linfonodos, medula 6ssea, fighdgo e pele (HERVAS et al., 1999;
POLI et al., 2002; SCHUBACH et al., 2004; FIGUEIRG[2t al., 2008; VIDES et al.,
2011). As taxas de infec¢Bes observadas quanddilg@w o exame parasitolégico
direto variaram de 0,3 % a 37% (BRESCIANI et aD1@ VIDES et al., 2011,
SOBRINHO et al., 2012).

Dentre estas técnicas, a citologia destaca-se aomalos melhores métodos
parasitologicos a serem empregados no diagnésticimfdccdo em gatos, devido a
rapidez, praticidade, baixo custo e especificidade identificacdo do patdgeno
(DANTAS-TORRES et al., 2006). Todavia, sua senside pode ser influenciada



22

principalmente pela densidade parasitaria, pelo ¢ material coletado, experiéncia
técnica do observador e tempo de leitura da largfi@l| et al., 2002; VIDES et al.,
2011, CHATZIZ et al., 2014a).

Nos felinos com sintomatologia cutdnea, o0s examé®logicos e
histopatolégicos de nédulos e/ ou Ulceras mostrarans excelentes ferramentas no
diagnostico da leishmaniose, pois além de permitige visualizacdo do parasito,
auxiliam no diagnéstico diferencial de outras deopatias que cursam com sinais
clinicos semelhantes como infec¢des fungicas elasiep (PENNISI et al.,, 2004,
TRAINOR et al., 2010; VIDES et al., 2011; MAIA €t,&2015).

A reacgdo de imunohistoquimica comprovou ser maisigel para a deteccao de
parasitos em tecidos quando comparada com a a@liastologica, pois séo utilizados
anticorpos associados a marcadores para localizinéficar antigenos em diferentes
tecidos, especialmente em 6rgdos com baixa cargaif@@ia (NAVARRO et al., 2010;
VIDES et al., 2011).

As técnicas moleculares tém sido realizadas parfireacdo do diagndstico em
animais suspeitos, identificacdo de espécies ecgigedo parasito em portadores
assintomaticos (PASSOS et al., 1996; POLI et @022 PENNISI et al., 2004;
TRAINOR et al., 2010; GRAMICCIA, 2011; SOBRINHO at, 2012). A Reacédo em
Cadeia da Polimeras@dlymerase Chain ReactiochPCR) se destaca por sua elevada
sensibilidade e especificidade, pois a técnica peramplificar quantidades minimas de
DNA do parasito através da utilizacdo de sequénoiamdoras especificaprimers
(SRIVASTAVA et al., 2011).

Em um estudo de prevaléncia realizado na Grédianf@valiadas, por meio de
PCR, amostras de células conjuntivais, sangue, lmédgea e pele de 100 felinos, e a
positividade foi de 3,1%, 13%, 16% e 18,2%, respactente para as amostras
testadas. Em 80,5% dos animais, a PCR foi possimaapenas um tecido, portanto a
avaliagdo de mudltiplos tecidos do mesmo animal eelavsensibilidade da técnica
(CHATZIZ et al., 2014a).

A reacdo em cadeia da polimerasmlymerase Chain Reaction PCR e o
Restriction fragment length polymophis(RFLP) permitem a diferenciacdo das
espécies deeishmaniacomo descrito por Schonian et al. (2003) e Volptral. (2004).
Resumidamente, o método € baseado na amplificagdgegido ITS1 iGternal

transcribed spacer)lque possui de 330 a 350 pb, e em seguida resdizadigestao
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dos fragmentos amplificados com a enzima de ré@sthtAE Ill. Posteriormente, é
realizada eletroforese dos fragmentos de DNA geraéta digestdo e de acordo com o
perfil de bandas no gel de agarose se caracteggpéxie por meio da comparacao com
fragmentos de DNA de cepas de referénciaadiehmaniasp.

A eficiéncia deste método tem sido relatada natiiiteacdo e classificacdo de
espécies déeishmania por ser uma metodologia menos trabalhosa do camdbse
isoenzimatica, considerada o método padrao, pdig awnecessidade de isolamento do
parasito em meios de cultura (SRIVASTAVA et aD11).

A técnica da PCR-RFLP ja foi utilizada em amostiasées (ANDRADE et al.,
2006), gatos (MARODIN, 2011; DORBADAM et al.,, 2014) animais silvestres:
macacos-corujadotus azarai azarai (ACARDI et al., 2013), ledd?anthera leo
(DAHROUG et al., 2011), morcegos (SHAPIRO et alQl12®), cachorro-vinagre
Speothos venaticug raposasCerdocyon thous(SOUZA et al., 2010) para a
caracterizagdo especifica deeishmania A Secretaria de Vigilancia em Saude
recomenda que nas areas de ocorréncia concomdant® e LT faz-se necesséria a
identificacdo da espécie do parasito em animaisédtions reservatorios e hospedeiros
(BRASIL, 2010).

Em felinos, a técnica de PCR tem apresentado nilejsositividade superiores
a deteccdo de anticorpos por testes sorolégicobe C@assaltar que ndo é correto
comparar a deteccdo de anticorpos com a deteccaiatigenos, especialmente em uma
doenca em que a imunidade celular é particularmenfeortante. Além disso, a
presenca de anticorpos indica animais que tive@tato com o parasito, enquanto que
a deteccdo de antigenos permite a identificacacdinsais que albergaitreishmania
sp (MAIA;CAMPINO, 2011).

A técnica de xenodiagnostico € utilizada para déiece isolamento de
patdgenos utilizando seu vetor bioldgico, com alifitade de investigar aspectos
epidemioldgicos como a atratividade, preferéncieneritar e a infectividade de
reservatorios para flebotominedf entanto, os relatos da utilizacdo deste métato e
felinos parasitados pdr. infantumtém sido escassos na literatura (GRAMICCIA, 2011,
MAIA; CAMPINO, 2011). Até o0 momento existem aperdiss relatos, um da Italia
(MAROLI et al., 2007) e outro do Brasil (SILVA ek ,a2010), referente a dois felinos
naturalmente infectados que foram submetidos aodiagndéstico. Foi comprovado

que, em condi¢cdes experimentais, os gatos foram de fonte de alimentacéo para os
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vetores, capazes de infectar fémeas de flebotomifédebotomus perniciosus Lu.

longipalpis,respectivamente em cada relato.

2.4.4 Relacao flebotomineos e felinos

Em um estudo que avaliou a susceptibilidade dedela infeccdo experimental
por L. braziliensis um dos agentes de LT, foi comprovado que umadé&hekutzomya
migoneifoi capaz de se infectar em condicdes laboragrgaiando alimentada em um
gato parasitado, sugerindo que felinos infectadwd.pishmaniaspp., na presenca de
parasitismo cutaneo, podem infectar flebotomin8#gQES-MATTOS et al., 2005).

Embora como relatado acima, no xenodiagnésticgatss serviram de fonte de
alimentacéo para os flebotomineos, as pesquisaav@li@aram habitos alimentares de
L. longipalpisem areas de transmissao de leishmaniose nao idaraih a presenca de
sangue de felinos no contetdo do tubo digestiviéneas de flebotomineos. Porém,
deve-se considerar que nem todos os estudos reatiza pesquisa de sangue desta
espécie animal, pois anti-soros de gatos nao fatdizado na metodologia (BARATA
et al., 2005; CAMARGO-NEVES et al., 2007; MISSAWA&., 2008).

Macedo-Silva et al. (2014) avaliaram a influénaadiferentes fontes de sangue
animal (humano, pred, porquinho-da-india, gamba, €&gui, cavalo, galinha, hamster
e gato) nas taxas de oviposicao de fémedsidmngipalpis com o intuito de pesquisar
quais animais seriam capazes de sustentar todioode desenvolvimento do vetor em
guestao. Os resultados monstraram que as fémdbsbd®mmineos ndo se alimentaram
de sangue de gatos, e ndo produziram ovos. Em tslamitras fontes de sangue
ocorreram atratividade, respasto sanguineo e dggms

Portanto, sdo necessarias mais pesquisas paraeescla nivel de preferéncia
alimentar de flebotomineos em condi¢cdes naturaispacando 0s gatos com outros
animais domésticos (MAIA; CAMPINO, 2011), visto glua. longipalpis apresenta
habito alimentar eclético e oportunista, podendstaj seu padrdo alimentar de acordo
com a disponibilidade de hospedeiros, o que incha ampla variedade de vertebrados
(BARATA et al., 2005; MISSAWA et al., 2008).
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3. Consideracdes finais

Dentre as espécies domésticas, os felinos també@mnpser acometidos por
leishmaniose como demonstrado por estudos expddmea relatos de infeccdes
naturais. Contudo, ainda nao foi estabelecidaev@ekia do gato na epidemiologia da
leishmaniose.

Do ponto de vista epidemiolégico, varios aspectodaaprecisam ser analisados
para determinar se estes animais sdo capazes wataue difundir a infeccdo no
ambiente natural. Dentre as questdes que precisapsslarecidas estdo: a prevaléncia
da infeccdo em gatos em areas endémicas, tiposgesta imunoldgica predominante,
presenca de resisténcia natural e a atratividauate $ebotomineos na natureza.

E importante incluir esta parasitose no diagndstiferencial de distirbios

dermatoldgicos e/ou sistémicos em felinos provaaegede areas endémicas.
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Resumo
Os registros de felinos domésticos naturalmeneciatios pokeishmaniasp. em areas
urbanas sugerem a hipotese da participacdo desseaisana cadeia epidemioldgica
como possivel reservatdrio do parasito em areaéneinds. O objetivo foi detectar a
ocorréncia da infeccdo pdeishmaniaem felinos domésticos de area endémica para
leishmaniose visceral, e caracterizar os parasii@silantes nesses animais. Foram
avaliadas amostras de sangue periférico, linforron@dula 6ssea de 100 gatos adultos,
de ambos os sexos e faixa etaria variavel, por meiexame parasitolégico direto e
PCR. Foram identificados seis animais positivos PR, dos quais, quatro
apresentavam formas amastigotasLéeshmaniaao exame parasitologico direto nos
trés tecidos analisados. Para a caracterizacaoesjaries dd.eishmania,as seis
amostras positivas na PCR foram submetidas a PQR-Rfue permitiu caracterizar o
parasito comoLeishmania infantum(sinonimia: L. chagas), agente etiolégico da

leishmaniose visceral humana e canina.

Palavras-chave Protozoario; zoonoses; hospedeiro reservatogishinaniose felina;
PCR
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Abstract

Reports of domestic cats infected witkeishmaniasp. in urban areas suggest the
possibility of their participation in the epidenogical chain as a possible reservoir of
the parasite in endemic areas. The aim of thisyswaks the detection dfeishmania
spp. infection in domestic cats, in an endemic fmman and canine visceral
leishmaniasis area, followed by the characterisaticthe parasite species circulating in
cats. Peripheral blood, lymph node and bone matrssue were collected from 100
adult animals, both male and female, and were duréimalysed using cytological and
molecular (PCR) detection techniques. Six posiéimenals were identified by PCR, of
which, four had amastigotes of Leishmania to cygwmal examination, the three
analyzed tissues. For the characterization of Ilpe@shia species, the six positive
samples by PCR were subjected to PCR-RFLP, whildwetl to characterize the
parasite as Leishmania infantum (synonym: L. chagtee etiologic agent of human

and canine visceral leishmaniasis.

Keywords: Protozoa; zoonosis; reservoir host; feline leishamg;, PCR
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1. Introducéo

No Brasil, as leishmanioses constituem grave problele saude publica devido a
elevada incidéncia e ampla distribuicdo geografiBaocorréncia da doenca em uma
determinada area depende basicamente da presenetod@ de um reservatério suscetivel.
O papel do céo no ciclo zoondético da leishmanidseeval (LV) ja esta elucidado, sendo este
um importante reservatorio deishmania infantunfiGONTIJO; MELO, 2004; WHO, 2012).

Caracteristicas semelhantes as dos cées foranvallasrem felinos acometidos por
leishmaniose, como: susceptibilidade & infeccacagitismo sanguineo e cutaneo, fonte de
alimentacdo para alguns flebotoming®hebotomusspp. e Lutzomyiaspp.) e convivio
estreito com humanos (MAIA; CAMPINO, 2011).

O Brasil € o pais que registra 0 maior numero tia® de casos de leishmaniose
felina no mundo (DANTAS-TORRES et al., 2006), comtagio da enfermidade nos Estados
do Para (MELLO, 1940), Minas Gerais (PASSOS et18196), Sdo Paulo (SAVANI et al.,
2004), Rio de Janeiro (SCHUBACH et al., 2004; SIL¥Ral., 2008), Mato Grosso do Sul
(SOUZA et al., 2005; SOUZA et al., 2009b) e Pernacab(SILVA et al., 2014).

Diante dos registros de infecgBes naturais emdgldomésticos e sua alta densidade
populacional em areas urbanas, levanta-se a hgpdgeparticipacdo desses animais na cadeia
epidemiolégica como possivel reservatérioLéeshmaniasp. em areas endémicas. Do ponto
de vista epidemiologico, varios aspectos aindaigaet ser analisados para determinar se
gatos sdo capazes de sustentar e difundir a ifeegambiente natural (MAIA; CAMPINO,
2011). Dentre as principais questdes que precisanesclarecidas estdo: a prevaléncia da
infeccdo em gatos em areas endémicas e a caractaida espécie deishmanigpresente
nesses animais.

O presente trabalho objetivou detectar a infeccdimral porLeishmaniasp. em

felinos domésticos na cidade de Campo Grande, E&eirdémica de leishmaniose visceral.

2. Material e métodos

2.1 Populagéo de estudo

Foram coletadas amostras de 100 felinos domésachdtos, com idades entre um a
dez anos, de ambos os sexos (43 machos e 57 féeneasn) raca definida. Destes animais,

trés animais eram oriundos de clinicas veterin&ias outros 97 restantes provenientes do
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Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da cidadeamepG Grande-MS, Brasil. Os animais
foram avaliados a inspecdo visual quanto ao escorporal, coloragdo de mucosas,
alteracbes em cavidade nasal, oral, oftalmicasraateldgicas.

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etic&dJso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul solbmgolo 11 546/2013.

2.2 Obtencéo das amostras biologicas

As coletas foram realizadas no periodo de novemd2013 a marco de 2014.

Os animais eram previamente anestesiados com rabiftiopental) na dose de 12,5
mg/kg, por via endovenosa. Apds este procedimeminstas de sangue periférico, medula
0ssea e linfonodos popliteos foram coletadas pagmdstico parasitologico e molecular.

As amostras de medula 6ssea foram obtidas por adeedspiracdo da tuberosidade da
tibia, com volume da amostra de 3 mL, apds minacargissepsia da regido. Amostras para
teste molecular foram colocadas em tubo com EDT#artidas a -20°C até a analise.

A coleta de sangue periférico foi realizada porogegmcéo de jugular com volume de
3 mL, colocados em tubo com EDTA e mantidos a €8% o momento da analise.

Para puncdo aspirativa de linfonodos popliteosizatitse agulha hipodérmica
tamanho 25x7 mm (22G) e seringa de 5 mL. Nas olptaa diagnostico molecular, as
seringas foram previamente preenchidas com 0,5 enkotlicao fisiologica estéril. Apos a

coleta, as amostras foram colocadas em tubosqaastimantidas a -20°C até a analise.

2.3 Processamento das amostras para exame parasigico

O diagnostico parasitologico foi realizado pelaguésa direta do parasito em laminas
de esfregaco delgado de sangue periférico, medskad aspirado de linfonodos.

Os esfregacos foram confeccionados em duplicatess&o ar, em seguida corados
com Diff-Quick (Panotico Rapido®, LABORCLIN, S&o Wa, Brasil) e examinados ao
microscopio 6ptico em aumento de 1000x, para psaquie formas amastigotas de

Leishmaniasp.
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2.4 Deteccao do parasito por método molecular
2.4.1 Extracao de DNA das amostras

As extracOes de DNA gendmico das amostras de sgoeyiférico e medula éssea
foram realizadas com a utilizacdo do kit PureLinlg®@mic (Invitrogen/Life Technologies),

de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante.

Para extracdo de DNA das amostras de linfonodaitfhizado o seguinte protocolo
(Sambrook; Fritsch; Maniatis, 1989 — modificadodr&m centrifugados a 13.000 rpm por 5
min, aproximadamente 5Q de aspirado de linfonodo juntamente com a soldisgmogica
estéril, sendo descartado o sobrenadante por awef® sedimento foram adicionados 300
uL de tampéo de lise (NaCl 1 M; Tris-HCI pH 8,0 1 EDTA 0,5 M pH 8,0), 20Q.L de SDS
10% e homogeneizado no “vortex”, em seguida acréasdes 20uL de proteinase K (20
mg/mL - Invitrogen) e incubado a 65°C por 1 homstBriormente, foram adicionados 400
de cloroformio e o conteudo foi agitado vigorosateemm “vortex” até completa
homogeneizagéo. Este produto foi centrifugado 800rpm por 10 minutos; a fase aquosa
foi pipetada e transferida para um novo tubo, nal ¢pi adicionado 1mL de etanol 100%,
seguido de homogeneizagcdo por inversao e cerdgéiga 10.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e ao sedimento, astadoel mL de etanol 70% e centrifugado
novamente por 3 minutos a 10.000 rpm. Esta etdpagetida mais uma vez e em seguida o
tubo foi invertido para secagem do sedimento ei@wdos 50uL de &gua ultrapura.
Posteriormente, 0 mesmo tubo foi incubado entread®C°C durante a noite para completa
solubilizacdo do sedimento. As amostras extraideent rotuladas e armazenadas a -20°C

para serem utilizadas posteriormente nas reacoRERe

2.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase

Para deteccdo de DNA deishmania todas as amostras foram submetidas a PCR.
Foram utilizados dois pares de iniciadores que iicgph o kDNA deleishmaniasp., o par
de iniciadores descrito por Rodgers et al. (19288 (5°GTG GGG GAG GGG CGT TCT-
3) e 13B (5’ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3) e osnitiadores: A 5
(C/IG)(C/G)(GI/C) CC(CI/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CC@' e B: 5 GGG GAG GGG
CGT TCT GCG AA 3’ (DEGRAVE et al., 1994). Ambos pares de iniciadores amplificam
fragmentos de DNA de 120 pares de base (pb) camdeswdo minicirculo do cinetoplasto.
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Condi¢des da PCR: A) Iniciadores 13A e 13B com ma&ude 2fL: tamp&o 1X
Phoneutria, dNTPs 0,2mM, Mg{l,5mM, formamida 4%, iniciadores 0,4 pmol de caday
DNA polimerase Phoneutria 10U, DNAull (30 a 200ngiL), agua 17,2pL e termociclador
Biocycler. Os ciclos foram de 5 - 7min, 35 ciclos de: 96 - 30 seg, 55% - 30 seg, 7C
- 1 min e extens&o final de - 10 min. B) Iniciadores A e B com volume deiR5tampéao
1X Phoneutria, dNTPs 0,2mM, Mgdl,2mM, formamida 4%, iniciadores 0,4 pmol de cada,
Taq polimerase Phoneutria 10U, DNALL(30 a 200ngiL), agua 17,40L e termociclador
Biocycler. Os ciclos foram de 8@ - 4min, 35 ciclos de: 9€ - 30 seg, 6% - 30 seg, 7L -

30 seg e extensao final de’Z2 10 min.

Posteriormente, os produtos de PCR foram submetidogilise por eletroforese em
gel de agarose (Amersham Biosciences AB, Uppsad&mw a 2% com tampao tris-borato-
EDTA (TBE) 1X pH 8,0 a 100V e 400mA por 1h e 30 oios . Os geis foram corados com
brometo de etideo (Qu§/mL) e visualizados em luz ultravioleta.

Foram utilizados controles fornecidos pelo Labaratde Leishmanioses do Centro
de Pesquisas René Rachou/Fiocruz (Belo HorizontegsilB Leishmania infantum
(MHOM/BR/74/PP/75), Leishmania (Viannid braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)
LeishmanigLeishmaniga amazonensi@PLA/BR/67/PH8).

2.4.3 PCR-RFLP

As amostras positivas foram submetidas a outra P& o0s pares de
oligonucleotideos LITSR (5'-CTGGATCATTTTCCGAT-3) e L5.8S (5'-
TGATACCACTTATCGCACTT-3) descrito por El Tai et al2000). Estes iniciadores
amplificam a regido ITS1rfternal Transcribed Spacdr) sendo o produto desta amplificacao
estimado entre 300 a 350 pb. As reacdes foranzael@s com volume final de 25 tampéo
1X Invitrogen, dNTPs 0,2mM, Mggll,5 mM, formamida 4%, iniciadores 0,4 pmol, Taq
DNA polimerase Phoneutria 10W/, DNA 1uL (30 a 200ngiL), agua 17,2pL e
termociclador BIO-RAD T100"ThermalCycler. Os ciclos foram de®@5- 3min, 35 ciclos
de: 95C - 30 seg, 5% - 30 seg, 7€ - 1 min e extens&o final de°®- 5 min.

Para a caracterizacado das espéciekeilghmaniaenvolvidas, os “amplicons” dessas
PCR foram submetidos Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLLRB)izando a
enzima de restricéidae 111 (SCHONIAN et al., 2003). Condi¢des da RFLP: voluhee2quL,
Hae Il 1uL, tampdo M 10x 2iL, agua estéril piL, amplicon 17uL, seguido de incubagéo a
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37°C durante 3 horas. Em seguida os produtos de PQR-Rftam submetidos a andlise
por eletroforese em gel de agarose de alta résml{®gma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a
3% com tampéao tris-borato-EDTA (TBE) 1X pH 8,0 @Me 400 mA por 3 horas. Os geis

foram corados com brometo de etideo{8/B1L) e visualizados em luz ultravioleta.

3. Resultados

Dos animais examinados, 58% (58/100) possuiam algimal clinico quando
avaliados a inspecédo visual, ocasionalmente 0 mesimoal apresentava mais de um sinal
clinico. As principais alteracdes observadas foraemagrecimento 51,7% (30/58),
dermatopatias 41,3% (24/58), complexo gengiviteraatite 17,2% (10/58), ectoparasitos
12,0% (7/58), secrecao ocular 10,3% (6/58), icedc6% (5/58), palidez de mucosas 8,6%
(5/58), linfadenomegalia 5,1% (3/58), secre¢do IMad&o (3/58), uveite 5,1% (3/58), Ulceras
de cornea 3,4% (2/58) e diarreia 3,4% (2/58).

Dos 100 animais avaliados, quatro (4%) apresentai@mmas amastigostas de
Leishmaniaao exame parasitologico direto nos trés tecidosisad@s (sangue periférico,

medula 6ssea e linfonodo). A PCR detectou seisasipositivos (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados do exame parasitolégicoadgeta PCR em amostras de tecidos coletados de
felinos de regido endémica para leishmaniose vasd8ampo Grande, MS, 2013 — 2014.

Animal Parasitologico PCR

Sangue Medula Linfonodo Sangue  Medula Linfonodo

periférico  0ssea periférico  O0ssea
40 + + + + + -
73 - - - - + -
88 - - - - + -
96 + + + + + +
97 + + + + + +
98 + + + + + +

Total 4 4 4 4 6 3




43

Nos seis animais infectados, a espécieLeishmaniaenvolvida foi caracterizac
como Leishmania infantumpela técnica de PCRFLP (Figura 1).Nesta técnica, 0s
fragmentos de DNAyerados pela digestdo de fragmentos amplificadesua@stras positive

foram comparados com os do DNA de cepas de referdaespécies (Leishmania

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 M

Figura 1 -Resultados da PC-RFLP para regido IT&-em gel de agarose de alta resolucédo 3%
Marcador 50 pb; (1) DNA de sangue periférico dareahi40; (2) DNA de medula 6ssea do animal
(3) DNA demedula 6ssea do anin73; (4) DNA demedula éssea do anin88; (5) DNA de sangue
periférico do anima®6; (6) DNA demedula 6ssea do anin; (7) DNA demedula 6ssea do animal
97; (8) DNA de sangue periférido animal 98; (9) DNA denedula 6ssea do anin98; (10) DNA de
linfonodo do animal98; (11) ControleL. (Leishmaniq amazonensis(12) Controlt L. (Viannig)
braziliensis;(13) Controlel. infantum (M) Marcador 50 pb.

Nos animais diagnosticados ciL. infantum,as alterac6es clinicas encontradas fol
complexo gengiviteestomatite (4/6), emagrecimento (3/6), secrecacopwalenta nasal
ocular (1/6), ulceras orais (1/6), prolapso retaincperfuracdo (1/6), dermatite alérgia
saliva de pulgd1/6), infestado por piolhos (1/6) e alopecia (1/6). Apenas urs aaimais

infectados nao possuia manisfestacdes clinicas a inspecao visu
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4. Discussao

Na populacdo em estudo, a positividade encontradxame parasitologico direto foi
de 4%, mesmo resultado obtido por Costa et al.QR6fn Aracatuba e similiar ao descrito
por Coelho et al. (2011) em Andradina, no qual Z%8dos gatos investigados estavam
infectados pot.eishmaniasp. As taxas de infec¢cdo observadas quando se goopoeexame
parasitologico direto variaram de 0,3 % a 37% (BBE®I et al., 2010; VIDES et al.,
2011). Esta ampla variacao nos resultados se davearte, por diferencas nas amostragens.
Estudo realizado em animais com alteragfes derégitals como o conduzido por Vides et
al. (2011) encontraram taxas maiores quando compacam pesquisas que obtiveram
amostras aleatdrias, como no presente estudo.

Outros fatores também podem intervir nos resultadas como a densidade
parasitaria, que pode se apresentar baixa em an@saintomaticos e imunocompetentes.
Além disso, deve-se considerar também o tipo denmhbioldgico coletado, qualidade do
material obtido e experiéncia técnica do observaBesquisas realizadas em amostras de
sangue periférico mostraram tendéncia a apresergapr quantidade de parasitos quando
comparado com aspirados de linfonodo e medula dmsempressdes de lesdes cutaneas
(POLI et al., 2002; VIDES et al., 2011., MAIA; CANNO, 2011). Neste estudo, ndo houve
influéncia do tipo de material biolégico coletagojs, nos quatro animais positivos ao exame
parasitologico direto foram identificadas formasaatigotas deleishmaniasp nos trés
tecidos avaliados.

Devido a alta especificidade, rapidez, baixo custdfacil execucdo o exame
parasitologico direto pode ser adotado como prooewlio inicial em animais com suspeita de
leishmaniose. Todavia, devido a baixa sensibilidade presenca de resultados negativos
deve-se realizar outros exames utilizando técmeasculares (MAIA; CAMPINO, 2011).

Por meio da PCR foram identificados na populagdo estudo 6% de animais
infectados, préximo ao referido por Sherry et 201(1), que obtiveram 8,7% de positividade
em analise de prevaléncia em lbiza-Espanha. Naentioram superiores aos descritos por
Vilhena et al. (2013) que identificaram 0,3% ansnaositivos nas regides norte e central de
Portugal e de Coelho et al. (2011) que relataré@#%,de animais parasitados em Andradina-
SP, Brasil.

Por outro lado, a frequéncia encontrada foi mutaida@ dos 25,7% citados no sul da
Espanha (MARTIN-SANCHES et al., 2007), 30,4% enbbs (MAIA et al., 2008), e 41%
na Grécia (CHATZIZ et al., 2014), regides nas guaieishmaniose também é endémica.
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Estas variacbes nas taxas de infeccdo podem séiodavmetodologia utilizada, area
geografica da pesquisa, populagdo em estudo ed¢i@mostra biologica utilizada (PENNISI
et al., 2013; MIRO et al., 2014).

Diversos fatores podem comprometer a sensibilid@deensaios de PCR como: baixa
quantidade de DNA na amostra teste, remocao inadegde inibidores, degradacdo de DNA
e falhas na técnica de extracdo com baixa recugerde DNA (LACHAUD et al., 2001;
GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2014). Algum dest&atores pode ter ocorrido
com a amostra de linfonodo do animal 40, na quakperava que a PCR fosse positiva ja que
no exame parasitolégico direto foi encontrado @giéw, contudo, apresentou resultado falso-
negativo.

Para caracterizacdo da espékieinfantumutilizamos a técnica da PCR-RFLP ja
descrita em cédes (ANDRADE et al., 2006), gatos (BABAM et al.,, 2014) e animais
silvestres: ledd’anthera LeoDAHROUG et al., 2011), morcegos (SHAPIRO et 2013),
cachorro-vinagre&speothos venaticus raposagerdocyon thougSOUZA et al., 2010). Esta
técnica permite a diferenciacdo das espécidsdimaniacomo descrito por Schonian et al.
(2003) e Volpini et al. (2004). A eficiéncia dest&todo na identificacdo e classificacdo de
espécies deéeishmaniadeve-se por ser uma metodologia menos traballhmspe a analise
isoenzimatica, considerada o método padrdo, pdis @vnecessidade de isolamento do
parasito em meios de cultura (SRIVASTAVA et aD11).

Embora a infeccéo por esta espécie de parasittelgs ndo seja tdo frequente como
nos caes, a mesma tem sido molecularmente idexkifiem gatos nos Estados de Sao Paulo
(SAVANI et al., 2004; COELHO et al., 2011; VIDESat, 2011), Rio de Janeiro (SILVA et
al., 2008) e Minas Gerais (SILVA et al., 2010).

Nos casos de infeccdo natural em felinos reportaddBrasil, foram identificadas as
espécied.. amazonensi§SOUZA et al., 2005) &. braziliensis(SCHUBACH et al., 2004)
causadoras da leishmaniose tegumentar (LT) e @iedpénfantum(sinonimia:L. chagas)
responsavel pela LV (SAVANI et al., 2004; SILVAat, 2008).

No estado do Mato Grosso do Sul, infantumja foi identificada em humanos
(OLIVEIRA et al., 2006a; LIMA JUNIOR et al., 200®@)cées (SAVANI et al., 2005), porém
destaca-se o fato de que é a primeira vez lguenfantum é caracterizada em felinos
domésticos neste estado, em um estudo de ocorré@mmaanto em outros trabalhos, de
relatos de casos na mesma regiao, foi descritpéciet.. amazonensiem felinos(SOUZA
et al., 2005; SOUZA et al., 2009).
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Devido a inexisténcia de estudos epidemioldgicdsesoutros possiveis reservatorios
além dos cdes no ambiente urbano, ressalta-se atémpia de se caracterizar o papel dos
felinos na epidemiologia da leishmaniose, pois embgresenca de felinos infectados sugira
a participacdo dos mesmos no ciclo de transmisgib. dnfantum a relevancia desta
participacédo ainda nao foi esclarecida e contingaranvestigada. Especula-se que os gatos
por si s6 ndo seriam responsaveis pela persistéadiafeccdo em areas endémicas, a menos
que cées infectados estejam presentes (PENNIS) 20&5).

Os resultados deste estudo indicam a necessidadeluie os felinos nas pesquisas de
preferéncia alimentar dos vetores, pois a presdadalinos infectados em areas endémicas
nao pode continuar a ser negligenciada.

No Brasil, duas espécies estdo relacionadas antiss@0 vetorial de.. infantum,
Lutzomya longipalpis e Lu. cruzA distribuicdo geografica deu. longipalpisé ampla e
parece estar em expansdo, sendo encontrada emnalaudin Mato Grosso do Sul
principalmente no ambiente urbano, no qual aprasatividade intensa durante todo o ano
(OLIVEIRA et al., 2006b; ALMEIDA et al., 2010). Estfato se reflete nas notificacdes de
casos de LV em humanos que ocorrem durante todogesss do ano sem padrao regular de
sazonalidade (BOTELHO; NATAL, 2009).

Em condi¢cdes experimentais, foi comprovado que elnd naturalmente infectado
por L. infantum foi capaz de infectar fémeas dei. longipalpis quando submetido a
xenodiagnoéstico (SILVA et al., 2010). No entantesquisas nais quais foram avaliados
habitos alimentares déu. longipalpis em éareas de transmissdo de leishmaniose nao
identificaram a presenca de sangue de felinos nteddo do tubo digestivo de fémeas de
flebotomineos, porém em outros estudos tambémlaobhalimentares, ndo foi pesquisada a
presenca de sangue desta espécie animal poisoerdi-de gatos ndo foram utilizados na
metodologia (BARATA et al., 2005; CAMARGO-NEVES at, 2007; MISSAWA et al.,
2008).

Macedo-Silva et al. (2014) avaliaram a influénce diferentes fontes de sangue
animal (humano, pred, porquinho-da-india, gamba, sagui, cavalo, galinha, hamster e
gato) nas taxas de oviposicao de fémealsuddongipalpis com o intuito de pesquisar quais
animais seriam capazes de sustentar todo o cidesknvolvimento do vetor em questao. Os
resultados demonstraram que as fémeas de fleba@omirfio se alimentaram de sangue de
gatos, e ndo produziram ovos. Em todas as outrdaesfale sangue ocorreram atratividade,

respasto sanguineo e oviposicao.
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Portanto, sdo necessarias mais pesquisas paraeescla nivel de preferéncia
alimentar de flebotomineos em condi¢Bes naturaigpesando 0os gatos com outros animais
domeésticos (MAIA; CAMPINO, 2011), em razao dei. longipalpis apresentar habito
alimentar eclético e oportunista, podendo ajuséar gadrédo alimentar de acordo com a
disponibilidade de hospedeiros, o que inclui umalanaariedade de vertebrados (BARATA
et al., 2005; MISSAWA et al., 2008).

Nos animais infectados, as alteracdes clinicas reddas: complexo gengivite-
estomatite, Ulceras orais, emagrecimento, secregdiacopurulenta nasal/ocular e
dermatopatias sdo similares aos descritos na tlitargpara felinos parasitados com
infantum(POLI et al., 2002; VIDES et al., 2011; CHATZIZ &t, 2014). No entanto, ndo é
possivel afirmar que tais alteracfes sejam dedesewmente da infeccdo pelo parasitba
vez que nao foi pesquisada nestes animais a peegengo-infecgcdes que cursam com sinais
clinicos semelhantes. Este € um fator que requamcad por parte dos profissionais
veterinarios que atuam em areas endémicas, pabmgerte ndo se suspeita de leishmaniose
como doenca primaria nos felinos e o diagnosticorentos casos, ocorre acidentalmente ao
se realizar exames laboratoriais para outras erdades.

Os resultados comprovam a importancia de adiciesta parasitose ao diagndstico
diferencial de patologias dermatologicas e /oésigtas em felinos provenientes de areas

endémicas.

5. Conclusao

Este estudo caracterizou a infec¢cdo peishmania infantunem felinos de Campo

Grande-MS, area endémica para leishmaniose humeanarea.
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