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RESUMO

Entre as doencas transmitidas por vetores nos seres humanos, a leishmaniose é considerada
uma das mais importantes. A leishmaniose visceral é uma doenga infecciosa de carater
zoondtico, cosmopolita e de grande impacto na satide publica, causada por diferentes espécies
de protozodrios do género Leishmania. A transmissdo do parasita responsdvel pela
leishmaniose, para animais susceptiveis, ocorre através da picada de fémeas infectadas do
género Lutzomyia, sendo no Brasil o vetor mais importante o Lutzomyia longipalpis. A
leishmaniose € uma doenca de cardter imunossupressor e por isso pode facilitar a co-infec¢dao
com outras doengas de cardter oportunista, como a Toxoplasmose. Este estudo teve como
objetivo determinar a ocorréncia da infec¢do por Leishmania sp e Toxoplasma gondii em
gatos domésticos (Felis catus domesticus), a fim de realizar um estudo sobre os aspectos
epidemioldgicos e clinicos da doenca em felinos no municipio de Sdo Luis. Foram realizadas
coletas de sangue de 113 felinos provenientes de diferentes clinicas veterindrias particulares,
diversas residéncias e trés ONGs localizadas em dreas metropolitanas e rurais da cidade, para
posterior realizacdo de exames hematoldgicos e bioquimicos, assim como a realizacdo de teste
de Ensaio Imunoenzimético para Leishmania sp. € Toxoplasma gondii. Os exames realizados
foram hemograma completo e bioquimicos, tais como: TGO, TGP, Uréia e Creatinina. Os
animais estudados foram animais com presenca de sintomatologia clinica ou ndo para a
doenca, independentes de raca ou sexo e faixa etdria a partir de 6 meses de idade. A
prevaléncia de leishmaniose observada através da técnica de ELISA foi de 7,96% e a
prevaléncia de toxoplasmose foi de 36,28%. Dos nove animais sororeagentes para Leishmania
sp., sete (77,7%) apresentavam infeccdo simultinea com Toxoplasma gondii. Houve
associacao estatisticamente significante entre a ocorréncia de leishmaniose e toxoplasmose
nos felinos estudados. Sendo assim, o presente estudo mostrou indices elevados de
prevaléncia para ambas as doencas, verificou que a Leishmania sp e o Toxoplasma gondii. sdo
agentes circulantes na cidade de Sao luis, Maranhdo e que os felinos infectados sdo
predispostos a coinfeccao com Toxoplasma gondii.

Palavras-chave: Leishmaniose, Toxoplasma, Ensaio Imunoenzimatico, Sao Luis.



ABSTRACT

Among the vector-borne diseases in humans, leishmaniasis is considered one of the most
important .Visceral leishmaniasis is an infectious disease of zoonotic, cosmopolitan and of
great public health impact caused by different species of Leishmania protozoa. The
transmission of the parasite responsible for leishmaniasis, to susceptible animals occurs
through the bite of infected female of Lutzomyia, and in Brazil the most important vector
Lutzomyia longipalpis. Leishmaniasis is disease of immunosuppressive character and so can
facilitate coinfection with other opportunistic diseases such as Toxoplasmosis. This study
aimed to determine the occurrence of Leishmania sp and Toxoplasma gondii infection in
domestic cats (Felis catus domesticus) in order to carry out a study on the epidemiological
and clinical aspects of feline disease in the municipality of Sao Luis. Blood samples were
collected from 113 felines which derived from various private veterinary clinics, various
residences and three ONGs located in metropolitan and rural areas of the city, for subsequent
hematological and biochemical exams, as well as the performance of an enzyme-linked
immunosorbent assay for Leishmania sp. and Toxoplasma gondii. The tests performed was
complete blood count and biochemists, as ALT, AST, Urea and Creatinine. The studied
animals were with or without clinical symptoms for the disease , regardless of race or gender ,
and age from 6 months old. The prevalence of leishmaniasis observed by ELISA was 7.96%
and the prevalence of Toxoplasmosis was 36.28%. Seven (77,7%) of the nine animals
reactive to Leishmania sp., had concurrent infection with Toxoplasma gondii. There was a
statistically significant association between the occurrence of the two diseases. Thus, this
study showed high rates of prevalence of both diseases, found that the Leishmania and
Toxoplasma gondii. are circulating agents in Sdo Luis, Maranhdo and infected cats are
predisposed to co-infection with Toxoplasma gondii.

Key words: Leishmaniasis, Toxoplasma, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Sdo Luis.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) a leishmaniose se torna
mais presente no cendrio mundial, a cada ano quase dois milhdes de novos casos sdao
registrados. No Brasil é estimado pelo Ministério da Saide que aproximadamente 3 mil
pessoas por ano contraem a Leishmania (CAROLINA GONCALVES, 2013).

A leishmaniose visceral € uma doenca endémica em mais de 88 paises com mais
de 350 milhdes de pessoas em risco (VITA et al., 2005).

A LV € uma doencga infecciosa de cardter zoonético, cosmopolita e de grande
impacto na sadide publica, causada por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania.

A transmissdo do parasita responsdvel pela leishmaniose, para animais
susceptiveis, ocorre através da picada de fémeas infectadas do género Lutzomyia, sendo no
Brasil o vetor mais importante o Lutzomyia longipalpis (LAISON - RANGEL, 2005).

Nos animais domésticos, as caracteristicas clinicas sdo similares a forma visceral
humana conjuntamente com complicagdes cutaneas graves. A grande maioria dos animais
infectados ndo manifesta a doenca (MIRO et al., 2008). O diagnéstico de primeira escolha nos
animais domésticos com histdria e presenga de sinais clinicos compativeis com leishmaniose
inclui a andlise citoldgica dos tecidos lesados e anélises soroldgicas especificas.

A leishmaniose felina (Felis catus) tem sido relatada esporadicamente em vérias
partes do mundo, porém seu papel como reservatorio da doenca ainda ndo foi esclarecido
completamente (LONGONI, 2012). A primeira referéncia a leishmaniose felina data de 1756
quando Russel, no relatério de sua viagem a cidade de Aleppo, na Siria , descreveu que, além
do homem e dos caes, os gatos também eram acometidos pela doenga (NAUCKE, 2000).

Alguns autores referem que os gatos possuem um certo grau de resisténcia natural
a leishmaniose, na auséncia de outra doenca ou estado de imunossupressao, por apresentarem
os titulos de anticorpos muito baixos e sinais estereotipados, ndo caracteristicos . Os baixos
titulos de anticorpos contra Leishmania spp. observados nos gatos tém sido geralmente
atribuidos a capacidade destes animais para gerar anticorpos especificos contra um agente
patogénico presente no seu meio, sem sofrer da doenca (ROSSI, 2012). Importante salientar
que o gato doméstico pode ser infectado por diversas espécies de Leishmania, podendo ou

ndo ser sintomético e na maioria das vezes apresentar sinais clinicos inespecificos, mais
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comumente apresentados em forma de lesdes ulceradas no focinho, l4bios, orelhas e palpebras
e alopecia (MELLO, 1940).

De todas as espécies ja detectadas com a enfermidade, o gato € o mais propicio,
apds o cdo, a adquirir os protozodrios devido ao crescente nimero casos clinicos que estao
sendo reportados e aos habitos noturnos e crepusculares semelhantes ao do vetor (SIMOES-
MATTOS, 2005).

Em felinos, a doenca geralmente estd associada a outras enfermidades que causam
imunossupressdo, como a FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) e FeLV (Virus da
Leucemia Felina), infeccdo por Toxoplasma gondii ou outras doengas tipicas dos felinos
(ROSSI, 2007).

Apesar da ocorréncia esporddica de infec¢Oes, os felinos ainda ndo sio
considerados reservatorios importantes para a doenca (VITA et al., 2005).

A toxoplasmose € causada pelo protozodrio T. gondii, parasita intracelular
obrigatdrio que infecta mamiferos, aves e até o homem (LEVINE, 1985).

Os hospedeiros intermedidrios sdo todos os animais de sangue quente e 0s
definitivos s3o os felideos, tendo como principal representante os felinos domésticos
(TENTER et al.,2001). Existem trés formas infectantes do agente, os taquizoitos, bradizoitos
(encontrados em cistos teciduais) e os oocistos (encontrada nas fezes de felinos). O homem e
os animais podem adquirir a doencga por trés formas: infec¢cdo congénita, ingestdo de cistos
através de alimentos e 4gua e ingestdo de carne crua ou mal cozida na presenca de bradizoitos
(DUBEY, 2006).

Nos felinos, a doenca geralmente tem cardter assintomdtico, mas quando hd
presenca de sinais clinicos, os mais comuns sao febre, letargia e anorexia (DUBEY,1995).

Provavelmente na cidade de Sao Luis, existem animais portadores de Leishmania
sp. e T. gondii e estes sdo erroneamente diagnosticados com outras afeccdes como
dermatofitose, piodermites, demodicose, enterobacterioses de curso prolongado e neoplasias.
A prépria comunidade Veterindria desconhece a existéncia da leishmaniose nessa espécie.

Tendo em vista a importancia da leishmaniose e da toxoplasmose por ser uma
zoonose, diante do risco de transmissdo para humanos no municipio de Sdo Luis do estado do
Maranhdo, presenga de felinos errantes nas dreas urbanas e periféricas, a escassez de
informacdes acerca dessas enfermidades em felinos, a possibilidade de co-infeccio com
outras doencas e sua importincia em sauide publica, justifica-se a realizacdo de um estudo
mais abrangente, especifico em felinos, considerando-se por serem animais refratarios da

leishmaniose e hospedeiros transmissores da toxoplasmose, contribuindo assim para a
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melhoria do diagndstico destas enfermidades pelos médicos veterindrios, que ainda as

subdiagnosticam.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral
Determinar a ocorréncia da infec¢c@o por Leishmania sp e Toxoplasma gondii em
gatos domésticos (Felis catus domesticus), e realizar um estudo sobre a doenga em felinos no
municipio de Sdo Luis, Maranhao.

1.1.1 Especificos

e Avaliar os sinais clinicos da infec¢do por Leishmania sp e Toxoplasma gondii em

felinos do municipio de Sao Luis, Maranhio;

e (aracterizar as principais alteracdes hematoldgicas e bioquimicas da infec¢do por

Leishmania sp e Toxoplasma gondii nos animais infectados;

e Detectar e quantificar anticorpos anti-Leishmania sp. através da técnica soroldgica de

Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA indireto);

e Detectar e quantificar anticorpos anti-Toxoplasma gondii através da técnica soroldgica

de Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA indireto)

e Pesquisar a presenca de associacdo de infeccdo por Leishmania sp. e Toxoplasma

gondii na populacgdo de felinos estudada;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose

2.1.1 Historico

As leishmanioses sdo doencas bastante antigas, endémicas que afetam o homem,
animais domésticos e silvestres e causam grandes transtornos para os individuos acometidos.
Os incas, no inicio do primeiro século antes de Cristo, j4 retratavam em ceramicas, ilustracdes
de lesdes de pele e lesdes faciais humanas. Na coloniza¢do espanhola, textos também
documentavam lesdes debilitantes em trabalhadores agricolas, na época em que essas lesoes
eram chamadas de “doengas dos Andes” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

Porém, os primeiros relatos comprovados de Leishmaniose humana ocorreram na
Grécia em 1835 e na India em 1869. No ano de 1908, Nicolle e Comte atribuiram entio o
nome Leishmania infantum ao parasita, que descobriram o seu hospedeiro reservatorio e que o
cultivaram em laboratorio pela primeira vez (WHO, 2010). Como a doenca causa um aumento
de pigmentacdo na pele e também causa febre, recebeu entdo o nome de Kala-jwar ou
Kalazar, que significa febre negra (MARZOCHI et al., 1981).

Ronald Ross nomeou o género Leishmania em homenagem a Leishman e
Donovan. Assim, o agente causador da doenca foi denominado Leishmania donovani
(PESSOA - MARTINS, 1988; REY, 2001).

Existem trés periodos no histérico da doenga no Brasil. O primeiro, de origem
incerta e vai até 1895, ano da observacao clinica do 'botdo da Bahia' e sua filiacdo ao 'botdo
do Oriente'. O segundo data-se até o ano de 1909, quando descrito o agente etiologico da
'ulcera de Bauru'. O terceiro se inicia em 1910 com o achado do parasita em lesdes de
mucosas (RABELLO, 1925).

Penna, em 1934, observou as formas amastigotas do parasito em laminas
histolégicas do figado de pacientes suspeitos de febre amarela, na regido Nordeste do Brasil
(BADARO - DUARTE, 1996).

O primeiro a observar a doencga no cdo e no homem foi Evandro Chagas em 1937,
classificando o parasito como Leishmania chagasi (BADARO - DUARTE, 1996). Deane
(1956) aponta o cd@o e a raposa como reservatorios naturais do parasito em areas endémicas e

caracteriza a doenca como zoonose no ano de 1956.
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O primeiro surto da doenca no Brasil foi na década de 50, na regido de Sobral, no
Ceard. A doenca entdo comecou a ser descrita em diversas outras regides do pais, além do
Nordeste, onde somente antes apenas eram citadas (VICENTE SOBRINHO, 2010).

A primeira referéncia a leishmaniose felina data de 1756 quando Russel, no
relatério de sua viagem a cidade de Aleppo, na India, descreveu que, além do homem e dos
cdes, os gatos eram acometidos pela doenga (TORRES et al., 2006).

No ano de 1912 foi descrito pela primeira vez, na Argélia, a infec¢do de um
felino de 4 meses de idade, pela leishmaniose. Este felino mantinha contatos didrios com uma
crianca e um cdo também infectados por leishmaniose visceral (COSTA et al., 2010).

A partir deste relato, mais de 40 casos clinicos foram relatados na Europa,
incluindo Portugal, Itdlia, Franca, Espanha, Grécia e também, em paises como
Israel/Palestina, Egito, Suica, Ird, Guiana Francesa, Venezuela e Brasil, todos apresentam
dreas endémicas para Leishmania spp (COSTA et al., 2010).

Em 1940, Mello relata o primeiro caso de leishmaniose felina em um gato que
tinha lesdes na orelha e no plano nasal, sem a identificacdo da espécie de Leishmania
envolvida (SIMOES-MATTOS et al., 2004). O primeiro caso autdoctone de leishmaniose
visceral felina documentado nas Américas foi relatado por Savani e colaboradores no ano
2000. O felino era proveniente do municipio de Cotia no Estado de Sao Paulo. O animal
apresentava quadro dermatoldgico caracterizado por lesdo nodular no plano nasal além de

emagrecimento progressivo e linfoadenomegalia.

2.1.2 Epidemiologia

A leishmaniose € uma doenca endémica em 88 paises, dos quais 66 correspondem
a paises do Velho Mundo e 22 a paises do Novo Mundo e afeta 1 a 2 milhdes de pessoas no
mundo (GREENE, 2006).

Tem ocorréncia em 47 paises e tem como agente etiologico trés espécies: L.
donovani na India e leste da Africa; L. infantum na China, Asia central, Europa e Africa; L.
chagasi, na América do Sul e Central (CAMARGO et al., 2007).

A leishmaniose visceral é considerada uma doenca re-emergente, caracterizando-
se por processo de transi¢do epidemioldgica. HA um grande aumento na incidéncia da doenga
e sabe-se que varios sdo os fatores para este aumento, entre eles: urbanizacido crescente e
desordenada, principalmente nas regides Nordeste e Sudeste, convivio proximo com o0s

reservatorios das doencas, como o c@o e gato, constante processo migratério, o desmatamento
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acentuado e a ocupagdo das matas residuais e encostas nos centros urbanos (CAMARGO et
al., 2007; MARZOCHI, 1989) e principalmente o aumento do nimero do vetor e as condi¢des
higiénico- sanitdrias da populagdo.

No Brasil, a regido Nordeste € a que tem a mais alta prevaléncia da doenca. O cao
¢ de grande importancia epidemioldgica na doenca por ser considerado o principal
reservatério no ambiente doméstico (BANETH et al., 2008).

Ainda ndo hd uma prevaléncia real estimada em relacdo aos felinos, apesar de ja

terem sido desenvolvidos alguns estudos em dreas endémicas para LV.

2.1.3 Etiologia

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozodrios pertencentes a familia
Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida, do género Leishmania. O género Leishmania é
dividido no subgénero Leishmania e Viannia, de acordo com as diferencas no
desenvolvimento dos insetos (GREENE, 2006).

Sdo parasitas intracelulares obrigatdrios e possuem ciclo bioldgico heteroxeno.
Possui como hospedeiros vertebrados, animais domésticos como os canideos, felinos, animais
silvestres como a raposa e também os seres humanos e roedores. Os hospedeiros
invertebrados, sdo representados pelo vetor, exclusivamente fémeas de insetos hematéfagos
(SCHLEIN, 1993).

A forma promastigota, encontra-se no intestino do hospedeiro invertebrado
(GREENE, 2006), e possuem forma alongada, nicleo dnico e presenca um flagelo anterior e
um cinetoplasto - parte do parasita que contem material genético (ROSYPAL, ZAJAC -
LINDSAY, 2003). As formas amastigotas sdo ovais ou redondas e medem de 2,5 a Sum de
comprimento e 1,5 a 2um de largura (GREENE, 2006). Estas sdo encontradas no interior dos
macréfagos dos hospedeiros vertebrados. Reproduzem-se por divisdo bindria, dentro das
células do sistema mononuclear fagocitdrio em vérios locais do organismo, até destruirem a
célula hospedeira (ROSYPAL et al., 2003; URQUHART et al., 1998).

Em relagdo as diferentes espécies causadoras da leishmaniose no Novo Mundo, a
classificacdo taxondmica foi baseada nas subespécies de Leishmania braziliensis, como: As
responsaveis por causar lesdes cutaneas e cutaneomucosas graves, Leishmania braziliensis
braziliensis; responsaveis por causar lesOes tegumentar benignas € sem metdstases,
Leishmania braziliensis guyanensis; lesdes cutaneas benignas, Leishmania braziliensis

peruviana; lesdes que acometem principalmente o pavilhdo auricular, benignas e que
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raramente causam metastase, Leishmania braziliensis mexicana; e aquelas responsdveis por
quadros drésticos de leishmaniose tegumentar difusa, Leishmania braziliensis pifanoi

(NEVES et al., 2005).

2.1.4 O vetor e a Transmissao

As leishmanioses s@o transmitidas principalmente por meio dos vetores
pertencentes a familia Psychodidae, sendo exclusivamente a fémea dos géneros Lutzomyia no
Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (KENNER et al., 1999). Estes vetores siao
conhecidos popularmente no Brasil como “mosquito palha”, “tatuquiras”, “birigui”,
“cangalhinha”, “asa dura” e “asa branca” (VICENTE SOBRINHO, 2010).

Os flebotomos sdo dipteros com pequenas dimensdes, pernas e pecas bucais
longas. O comprimento do corpo pode atingir os 3 mm, possuem asas caracteristicas, de
formato aveludado e que formam um “V” quando recolhidas e possuem pilosidade bem densa
que cobre o corpo (GREENE, 2006). Tem hébitos crepusculares e encontram-se normalmente
junto dos locais onde se alimentam. Vivem cerca de 30 dias e habitam em locais umidos,
como sétaos, fendas de drvores e tocas. Habitam também em ambientes com dejetos e com
grande variedade de matéria orgénica, pois estes os servem de alimento (ROSYPAL et al.,
2003).

O clima € um fator de grande influéncia, assim como a época do ano. A atividade
dos dipteros estende-se principalmente em meados de maio a dezembro.

Apenas as fémeas tém habitos hematéfagos e utilizam os nutrientes do seu préprio
sangue para o desenvolvimento dos seus ovos e realizam a transmissdo da doenca aos
hospedeiros, ao picar, injetando as formas promastigotas metaciclicas infectantes na pele
(ROSYPAL et al.,, 2003). Na epiderme do hospedeiro, as formas promastigotas sao
fagocitadas pelos macréfagos, onde transformam - se em formas amastigotas. Estas formas se
multiplicam ate romperem os macréfagos. Assim, as formas amastigotas sdo fagocitadas por
novos macréfagos e a partir deste momento ocorre a disseminagdo hematogénica para outros
locais de predile¢do, como a medula 6ssea, os linfonodos, o baco e o figado (VERONESI et
al., 1991).

A infeccdo do vetor ocorre quando a fémea suga o sangue do mamifero
contaminado ingerindo as formas amastigotas de Leishmania spp existentes no interior dos
macrofagos. Ja no fleb6tomo, na porcdo média do tubo digestivo, as formas amastigotas se

reproduzem por divisdo bindria e transformam-se na forma promastigota, sendo estas
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multiplicadas rapidamente até originarem novamente as promastigotas metaciclicas
infectantes em cerca de 3 a 4 dias (BRASIL, 2003).

Outras formas de transmissdo da doenga tem sido relatadas, como por transmissao
transplacentdria, por transfusdo sangiiinea, iatrogénica e até transmissao através de picada de

pulgas e carrapatos (TORRES,2015).

2.1.5 Reservatorios

Comumente, os reservatdrios do parasito sdo os mamiferos, sendo os canideos
considerados os principais reservatorios. A raposa (Dusicyon vetulus) é o reservatério de
maior importincia no ciclo silvestre e o cdo no ciclo rural e hoje em dia, também nas dreas
urbanas e tem um papel fundamental na expansdo da doenca em dareas endémicas
(ASHFORD, 1996; SLAPPENDEL et al.,1990). No ciclo silvestre, também sdo considerados
os marsupiais (Didelphis albiventris) e tamanduds (Tamandua tetradactyla) (SANTA ROSA
E OLIVEIRA,1997, REIS et al.,2005, OLIVEIRA, 2015).

O céo foi considerado o principal reservatorio doméstico da Leishmania chagasi
devido a sua grande proximidade com o homem e pelo fato do mesmo ser um animal que
possui grande parasistismo cutaneo, sendo assim uma grande fonte de infec¢do para o vetor, o
flebotomineo e consequentemente sendo de grande importdncia para a infeccdo do ser
humano (FEITOSA et al., 2000)

Seres humanos e felinos sd@o considerados hospedeiros acidentais, mas conforme
sdo feitos novos estudos acerca do papel dos felinos na cadeia epidemioldgica da doencga,

fortes evidéncias tem estabelecido a importancia destes como reservatérios (LAPPIN, 2006).

2.1.6 Imunopatogenia e Sinais clinicos

E muito complexa a relacio estabelecida entre parasita-hospedeiro e distinguem-
se fatores dependentes de ambos. Em relacdo ao parasita, tais fatores relacionam-se com a
espécie e os fatores relacionados ao hospedeiro sdo a capacidade imunitaria de cada individuo
para direcionar a resposta imune para o tipo imune ou humoral, sendo que estes definirdo o
curso da doenca (CAMPILLO et al., 1999; GENARO, 1993; PINELLI et al.,1994). Ocorre a
participacao de diversas células produzidas pelo organismo para que a infeccdo ndo evolua.
Sdo os mecanismos de defesa do organismo. Entre eles, podemos citar a participacdo de

neutrdfilos, eosindfilos, seguindo-se o aparecimento de macréfagos, além das células NK,
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linfécitos Thl e Th2, citocinas como IFN-y, TNF-q, variados tipos de interleucinas e outras
células do sistema monocitico fagocitdrio (SILVA. L, 2016).

Apés a inoculagdo do parasita no hospedeiro, os animais que sdo resistentes a
infecc@o, promovem a ativacdo de células TCD4 + Thl, produzindo entdo Interferon gama
(IFNy), Fator de necrose tumoral alfa TNF a), IL 1 e 12 que ativam os macrofagos para
destruirem as formas parasitdrias amastigotas. J4 nos animais eu desenvolvem o0s sinais
clinicos, as células TCD4 + Thl encontram-se suprimidas. H4 entdo a ativacdo de células
TCD4+ TH2, produzindo IL 4, IL 6, IL 10 e IL 13, promovendo uma grande producdo de
anticorpos (PINELLI et al., 1994). Esses anticorpos podem agir contra os proprios eritrocitos,
trombdcitos e proteinas nucleares, caso o organismo ndo consiga conter a infeccao.

A resposta humoral, resposta para os animais susceptiveis, também favorece
mecanismos imunopatogénicos, estes sdo causados por autoanticorpos e complexos
imunitdrios produzidos pela estimula¢do policlonal de células B, que levam a producio
exarcebada de imunoglobulinas, tanto especificas como inespecificas. Estes estdo associados
ao aparecimento de miocardite, dermatomiosite, alteracdes hepaticas, renais e vasculares,
anemia e leucopenia (CAMPILLO, 1999).

Na resposta de tipo humoral, hd a formacdo de depdsitos de complexos imunes
circulantes (CIC), que sdao formados pela unido de antigenos da Leishmania, imunoglobulinas
IgG ou IgM e fracdes do complemento. O depdsito de CIC sobre o endotélio vascular
ocasiona uma reac¢do de hipersensibilidade do tipo III (CAMPILLO, 1999).

No inicio da infeccdo, ndo hd nenhuma sintomatologia linica, mas pode haver
progressao para uma doenca sintomética, a ndo ser que a replicagdo das formas amastigotas
sejam interrompidas. Assim, animais assintomaticos s@o naturalmente resistentes a doenca e
os animais sintomaticos sdo aqueles susceptiveis (GREENE, 2006).

A leishmaniose é uma doenca que possui uma grande variabilidade de
sintomatologia, haja visto que ¢ uma doenca de cardter sist€émico. Porém cada quadro clinico
€ particular para cada animal (CAMPILLO,1999).

A leishmaniose visceral € a forma mais grave das leishmanioses, pois tem
evolucdo cronica, sistémica e fatal. Os animais afetados podem apresentar sinais inespecificos
como febre irregular, anemia, anorexia e caquexia (FEITOSA et al., 2000).

Mercanti em 1998, classificou os animais portadores da doenga em trés classes:
assintomdticos, animais sem sinais clinicos de infeccdo; oligosintomdticos, animais que
apresentam linfadenopatia, perda de peso e alopecia e sintomadticos, aqueles animais que

apresentam todos ou quase todos os sinais clinicos severos da infec¢ao por Leishmania, sendo
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comuns sintomas como alteracdes dermatoldgicas (alopecia, hiperqueratose, espessamento e
nddulos intradérmicos sobre o focinho, as orelhas externas e coxins, onicogrifose)
linfadenopatia, esplenomegalia, uveite, ceratoconjuntivite (ETTINGER & FELDMAN, 2004).

Os felinos geralmente sdo animais que possuem uma resisténcia natural a doenga
e por isso, na maioria das vezes sdo assintomdticos. Porém alguns animais podem desenvolver
sintomatologia clinica, que pode variar de perda de peso, politria, polidipsia, depressao,
vOmito, tosse, espirros, diarreia, problemas cutaneos como alopecia facial e ulceracdes,
ictericia, linfadenomegalia, esplenomegalia e nefrite (LAPPIN,2006).

Como alteracdes hematoldgicas em animais doentes, os achados mais comuns sdo
uma anemia do tipo normocitica normocromica ndo regenerativa e trombocitopenia, causadas
geralmente por aplasia da medula Ossea, insuficiéncia renal e hemdlise (COSTA —VAL et
al.,2006).Como alteragdes bioquimicas mais frequentes achadas em animais doentes, temos a
hiperglobuinemia e hipoalbuminemia, assim como alteracdes em enzimas hepdticas e renais
(GARCIA et al.,2006)

A doenca tem cardter imunossupressor, € por esse motivo favorece o

estabelecimento de outras doencas oportunistas e coinfec¢des (ZULPO, 2012).

2.1.7 Diagnéstico

A primeira op¢ao para o diagndstico da doenca consiste em uma boa anamnese e
exame fisico, dados epidemioldgicos da regido, alteracdes bioquimicas e hematoldgicas e
descartar outras doencas (CAMPILLO, 1999).

O diagndstico parasitologico € dirigido para evidenciar a presenca do parasita, a
partir de diversas amostras de um animal infectado pela Leishmania. Existem métodos diretos
ou indiretos para indicar sua presenca (CAMPILLO,1999).

A Pesquisa do parasito através de achados de formas amastigotas obtidos através
da puncdo medular, linfonodos, baco e figado, obtidos através de esfregacos de laminas
coradas pelo Giemsa ou Panético, caracterizam o diagndstico parasitologico direto
(LAURENTI, 2010). Assim sendo, a visualizagdo de uma tnica célula parasitada com formas
amastigotas de Leishmania pelos métodos parasitolégicos diretos € patognomodnica da
existéncia de infec¢do, porém a sensibilidade do método depende do grau de parasitemia, do
material biolégico coletado e do tempo de leitura da lamina (MAIA, 2005).

Pode-se realizar a biopsia de pele para a visualiza¢do do parasito, tendo em mente

que deve ser realizada aquando ha lesdes na pele (CAMPILLO et al., 1999).
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Quanto ao método indireto, destacam-se dois procedimentos: o isolamento de
Leishmania em meio de cultura - o parasita multiplica-se até serem visualizadas as formas
promastigotas com o auxilio do microscépio- e o xenodiagnéstico. Estes métodos de
diagnéstico s@o limitados pela baixa sensibilidade e por resultados frequentemente
inconclusivos (GOMES et al., 2008).

O diagnéstico sorolégico tem sido bastante utilizado na atualidade, por serem
técnicas rdpidas e praticas. Porém por possuirem boa sensibilidade e baixa especificidade,
podem levar a um falso positivo. Ja foram descritas reagdes cruzadas com Trypanossoma
cruzi, Erlichia canis e Babesia canis ( LAPPIN, 2006).

A verificacdo da existéncia de anticorpos especificos anti-Leishmania, geralmente
do tipo IgG, no soro sanguineo, é o objetivo destes métodos. Também foram encontrados,
mas de forma menos frequente, no humor aquoso e no liquido céfalo-raquidiano (SOLANO-
GALLEGO et al., 2003).

A presenca de anticorpos ndo implica sempre a existéncia de infec¢do. Cerca de
10% dos animais infectados que possuem titulos seroldgicos significativamente elevados
nunca evoluem para a doenca em si (MAIA, 2005).

O ensaio imunoenzimdtico (ELISA) mostra-se ser um método de diagndstico
valioso na detec¢do da doenca por apresentar alta sensibilidade e por poder ser realizado de
forma rdpida. A reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), também € de facil execucdo e
também possui sensibilidade alta (NEVES et al., 2005).

O método de aglutinacdo direta também € uma técnica com elevada sensibilidade
e especificidade, e tem como vantagens o baixo custo empregado e a auséncia de equipamento
especifico para a sua realizacdo (CAMPILLO et al, 1999).

Como técnica molecular, temos a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), técnica
que se baseia na deteccdo de fragmentos de DNA do parasita nos tecidos do portador da
doenca superando assim as limita¢des encontradas nos métodos soroldgicos.

Falsos-negativos podem ocorrer se existir uma pequena quantidade de parasitas no
material utilizado. O aspirado de medula 6ssea € considerado o tecido de elei¢do, seguido pelo
linfonodo e pelo sangue (ROSYPAL et al., 2003).

O PCR pode ser de forma qualitativa ou de forma quantitativa, através da técnica
real-time PCR , que permite a quantificacdo do 4cido nucleico pela anélise da cinética do PCR
durante a amplificacdo. No método qualitativo de PCR s6 hd amplificacio do DNA quando

existem mais de 30 parasitas/ml em amostras recolhidas de medula dssea. Porém, através do
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PCR quantitativo basta apenas 1 parasita/ml para demonstracdo de resultados positivos, sendo

por isso superior a forma qualitativa do método (FERRER, 2008).

2.1.8 Tratamento, Controle e Profilaxia

A leishmaniose em animais domésticos € mais resistente ao tratamento que a
leishmaniose que acomete o homem, e apenas uma pequena quantidade de espécies do género
Leishmania sao completamente eliminadas pelos farmacos disponiveis (GREENE, 2006).

Assim como nos cdes, ndo existe um protocolo especifico para tratamento da
leishmaniose felina. O tratamento dos animais com leishmaniose no Brasil, ainda é visto
como um Tabu, por ser muito dificil, oneroso a parcialmente eficaz. Nao ha eliminagéo total
dos parasitas no organismo do animal, apenas uma cura clinica. O tratamento para
leishmaniose em animais domésticos deve ser individualizado, haja visto que cada organismo
apresenta uma sintomatologia clinica diferente . O tratamento padrdo, mais comumente
utilizado, envolve uma combinacdo de antim6nio e alopurinol, como a primeira opc¢ao
(CAMPILLO, 1999).

O tratamento de felinos com leishmaniose ainda é pouco descrito e utilizado no
Brasil, provavelmente pelo fato de ser uma doenca subdiagnosticada e pelo fato de nao
existirem trabalhos suficientes acerca do assunto.

De acordo com a Portaria Interministerial n° 1.426, de 11 de julho de 2008, a qual
proibe o tratamento de cdes com LV com medicagdes de uso humano, a proibi¢do se deve por
ndo existir até 0 momento uma garantia de que os farmacos existentes sejam eficazes ou que
haja reducdo na transmissao da doenca (MAPA, 2008).

E necessério monitorizar a resposta terapéutica de uma animal com leishmaniose ,
sempre realizando exames bioquimicos e hematoldgicos. Aconselha-se fazer o controle a cada
3 a 6 meses. Por ser uma doenga imunossupressora, hd uma grande possibilidade de em um
animal doente, existem coinfeccdes com outras doencas. Assim, o tratamento deve-se
abranger para estas doengas também (CORRALES E MORENO, 2006).

Existem algumas medidas que podem ser adotadas para o controle e profilaxia dos
animais, tais como: protecdo dos animais por meio de inseticidas tépicos a base de
deltametrina, com o objetivo de repelir flebotomineos, vacinagdo, eliminacdo de dejetos e
matéria organica no ambiente e utilizacdo de repelentes a base de citronela , sdo medidas que
tem mostrado efeitos adicionais no controle da leishmaniose visceral, porém a canina(

NOE,2015). Em relacdo & prevencio e controle da leishmaniose felina, ainda ndo h4 medidas
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eficazes, pois o papel dos mesmos na cadeia epidemioldgica da doenga ainda ndo foi
esclarecido, impossibilitando assim medidas profilaticas disponiveis no mercado (TORRES et

al., 20006).

2.2. Toxoplasmose

2.2.1. Etiologia, Epidemiologia e Patogenia

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozodrio coccidio Toxoplasma
gondii, um parasita intracelular obrigatério sendo considerada uma das parasitoses mais
frequentes no homem e nos animais homeotérmicos. E um protozodrio capaz de infectar e se
replicar em qualquer célula nucleada dos seus hospedeiros intermedidrios, mamiferos e aves.
(BALDOTTO, 2015).

Por ser uma zoonose e causar doengas congénitas e abortos no hospedeiro
intermediario, o Toxoplasma gondii tem sido, dentre os coccideos, o mais intensamente
estudado (TENTER et al., 2000).

Os seres humanos, outros mamiferos e aves sdo considerados hospedeiros
intermedidrios, enquanto o felino doméstico constitui-se em um dos hospedeiros definitivos
do Toxoplasma gondii. Por este motivo, s30 em sua maioria assintomaticos para esta doenca
(DUBEY,2010).

E pertencente ao filo Apicomplexa, subfamilia Toxoplasmatinae, género
Toxoplasma (DUBEY, 2010).

Tem trés estdgios distintos: taquizoitos, bradizoitos (contidos em cistos teciduais)
e esporozoitos (em oocistos) (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

Os taquizoitos possuem forma de meia-lua, com uma das extremidades e podem
chegar a medir cerca de 2 x 6um. Penetram ativamente nas células hospedeiras e possuem um
vacuolo parasitéforo. Dentro destes vacuolos, multiplicam-se por endodiogenia e entdo
rompem as células hospedeiras, atingindo a corrente sanguinea e invadindo novas células
(NEVES et al., 2015; DUBEY, 2004). Esta forma mével € encontrada na fase aguda da
infecgdo.

Alguns taquizoitos iniciam a segunda fase da infec¢do como cistos teciduais. Sao
os bradizoitos a forma encontrada na fase cronica da infec¢do. Os bradizoitos se multiplicam
de forma lenta dentro dos cistos por endodiogenia. Esta forma € persistente por toda a vida do

hospedeiro e a reacdo de infeccdes latentes se d4 em hospedeiros imunodeprimidos. Os
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bradizoitos sdo mais resistentes ao suco gastrico do que os taquizoitos. Estes cistos sdo
encontrados principalmente em células musculo-esqueléticas, nervosas e cardiacas (
DUBEY,2010).

Ao serem ingeridos pelos hospedeiros intermedidrios, os bradizoitos multiplicam-
se novamente por endodiogenia e lopo apds por endopoligenia nas células do intestino
delgado. Logo apds inicia-se o processo de gamogomia, iniciando entdo a formacdo dos
oocistos. Contem dois esporocistos elipsoidais com quatro esporozoitos cada, os quais se
tornam infectantes aos seus hospedeiros intermedidrios (DUBEY et al., 1998; MONTOYA &
LIESENFELD, 2004).

O oocisto € a forma infectante e é produzido no intestino de felideos. Tem uma
parede resistente as condi¢des ambientais e € eliminado pelas fezes ainda ndo infectante. Apds
exposicdo ao ar e a umidade, ocorre esporulacio em até cinco dias e forma um oocisto
contendo dois esporocistos elipsoidais com quatro esporozoitos, formando assim a forma

infectante (MENTGENS 2015).

2.2.2 Transmissao

A infeccdo no hospedeiro pode ser causada de forma horizontal, pela ingestdo de
oocistos infectantes; forma horizontal por ingestdo de cistos teciduais existentes em carne mal
cozida ou crua e vertical de por transmissdo transplacentéria de taquizoitos e pelo leite da mae
(BOWMAN, 2002). Habitos dos felinos como enterrar as fezes, favorecem para que os
oocistos tenham uma condi¢do ideal de sobrevivéncia: umidade, oxigenacdo e temperatura,
podendo assim permanecer ativos por até 18 meses no meio ambiente.

A transmissdo por via transplacentdria constitui a forma de transmissdo mais
grave da doenca. Ocorre quando taquizoitos presentes no sangue da mae passam para o feto
através da placenta, ou quando ocorre o rompimento de cistos no endométrio. Riscos como
aborto e infeccdo do feto podem ocorrer em maes que adquirem a doenga no primeiro
trimestre da gravidez e no segundo trimestre ocorrem riscos como aborto ou nascimento
prematuro, podendo a crianga nascer normal ou com diversos e graves problemas de sadde.
Caso a mae adoeca no terceiro trimestre da gravidez, a prole pode nascer normal ou

apresentar sintomatologia em até meses apds o parto (NEVES et al., 2005).
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2.2.3 Sinais Clinicos

A doenca com manifestacao clinica ndo € muito freqiiente em felinos, porém pode
ocorrer caso haja baixa na imunidade do mesmo (DUBEY, 1986). A patogenia e os sinais
clinicos sdo determinados principalmente pela cepa infectante, imunidade, forma de
transmissao e pelo local e pela extensao dos danos ao 6rgao envolvido.

A sintomatologia clinica pode ocorrer na fase aguda ou na cronica, quando ha
reativacdo dos parasitos encistados causados por imunossupressao (BARR, 2003).

Os sintomas em felinos sdo inespecificos, porém os mais frequentes sdo:
depressao, anorexia, febre seguida por hipotermia, efusdo peritoneal, ictericia, uveite, diarreia,

convulsoes, paresia, tremores e dispnéia (LAPPIN, 2004; BARROS 2014).

2.2.4 Diagnéstico

O diagnostico pode ser feito através da anamnese, histérico e condi¢do clinica do
animal associado com os achados laboratoriais. Como a maioria dos felinos sao
assintomdticos para a doenga e quando sintomdticos os sinais clinicos sdo bastante
inespecificos e parecidos com os de outras doencas, os testes laboratoriais sdo de suma
importancia para fechar diagndstico. Como forma de deteccdo indireta, existem os testes
sorologicos, como o ELISA e como forma de deteccdo direta, podemos citar o PCR, exames

parasitolégicos, demonstrag@o histopatolégica nos tecidos, hibridacao (LIESENFELD, 2004).

2.2.5 Controle e prevencao

Em relagdo aos humanos, deve-se evitar o consumo de carnes cruas, alimentos
mal cozidos, frutas e verduras mal lavadas e consumo de 4dgua ndo potdvel pois uma das
principais formas de contdgio se dé através da ingestdo de oocistos presentes nestes alimentos.
Apds o contato com fezes provenientes de caixas de areia utilizadas por felinos, terras de
jardinagens e utensilios possivelmente infectados deve-se lavar bem as maos com sabdo para
se evitar assim ingestdo de oocistos esporulados (DABRITZ et al., 2010). Gestantes devem
restringir o contato com fezes de felinos (DUBEY,2004).

Em relacdo aos animais de produc¢do, devem ser adotadas boas préticas de manejo,

controle de roedores e felinos nas instalacoes e vacinacdo (NAVARRO 2011).
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Em relacdo aos felinos, deve-se alimentd-los exclusivamente com ragdes
comerciais, manter o bebedouro, comedouro e ambiente em que o animal vive sempre limpos
(HILL e DUBEY, 2002).

Pacientes imunossuprimidos e gestantes soronegativas devem realizar testes

sorolégicos periddicos (LOPES et al., 2009).

2.3. Leishmaniose felina e sua associacao com Toxoplasmose

Infeccdes simultaneas de leishmaniose e toxoplasmose tém sido bastante
relatadas, assim como infec¢des simultineas com FIV e FeLV. Isso acontece devido a
imunossupressao causada pela leishmaniose nos animais facilitando e dando porta de entrada
para agentes de cardter oportunista e posterior manifestacdo clinica.

Sobrinho et al., em 2010, observou uma soroprevaléncia de infeccdo pelo
Toxoplasma gondii em uma populacdo de 251 felinos avaliados, de 20,32% e de Leishmania
sp. de 21,85%. Lucas et al. em 1998, verificaram uma moderada associacdo entre a ocorréncia
de toxoplasmose e leishmaniose. Contudo, demonstraram que apesar da ocorréncia de
coinfec¢do por Leishmania sp., Toxoplasma gondii e/ou FIV 56,06% aniamais possuiam
apenas leishmaniose visceral, o que sugere que numa drea endémica para a doenga esta
espécie animal pode se infectar independente de ouras doencgas.

Lima et al., em 2015 encontraram uma prevaléncia de 15,79% com infeccao
simultinea de Leishmania sp. e Toxoplasma gondii em uma populacdo de 73 felinos

estudados, demonstrando assim o cardter imunossupressor da doenga.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

A localidade em que foi realizada a pesquisa é o municipio de Sdo Luis, capital do
estado do Maranhdo. O municipio de Sdo Luis ocupa uma drea de 828,01 Km? e estd
localizado no Nordeste do Brasil a 2° ao Sul do Equador. Segundo dados do Censo 2000 -
IBGE, o municipio possui 870.028 habitantes, sendo 837.584 na drea urbana e 32.444 na area
rural (Prefeitura de Sao Luis)

O municipio ocupa mais da metade da ilha (57%), e conforme registros da
Fundacao Nacional de Satde (1996), a populacdo esta distribuida em centro urbano com 122
bairros (que constituem a regido semi-urbana) e 122 povoados (que formam a zona rural). A
cidade estd dividida em 15 setores fiscais e 233 bairros, loteamentos e conjuntos residenciais
(Prefeitura de Sao Luis).

A cidade de Sao Luis, capital do Maranhdo, formou-se na peninsula que avanga
sobre o estudrio dos rios Anil e Bacanga, estando a 2° 31° 47 °de latitude, 44°
18710 longitude, e a uma altitude de 24.391 m. Limita-se com o Oceano Atlantico, ao Norte;
com o Estreito dos Mosquitos, ao Sul; com a Baia de Sao Marcos, a Oeste (IBGE, 2005).

O clima € o tropical quente e imido, com duas estacdes: a chuvosa (janeiro a
junho), com precipitacdo pluviométrica média de 1.954mm, e a de estiagem (julho a
dezembro). A temperatura varia entre 28°C e 30°C (GONCALVES, NETO E REBELO,
2004).

3.2 Animais Estudados

A presente pesquisa foi realizada através da coleta de sangue de 113 animais
provenientes de diversas Clinicas Veterindrias particulares e felinos pertencentes a diversas
residéncias particulares situadas em dreas urbanas, periurbanas e rurais da cidade e em felinos
pertencentes a trés ONGs. Os animais estudados foram independentes de raca e sexo, com
peso corporal varidvel, sintomatologia clinica presente ou ndo e faixa etdria a partir dos seis
meses de idade. Os proprietarios ou tutores foram devidamente esclarecidos quanto ao
experimento e deveriam autorizar mediante assinatura de termo de consentimento. Os animais
passaram por anamnese € exame fisico e para isso foram feitas fichas clinicas para cada um

dos animais.
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3.3 Delineamento Experimental

Amostras de sangue de 113 animais foram coletadas e colocadas em tubos com
EDTA e sem EDTA . As amostras foram obtidas a partir de venopun¢do de veia cefélica ou
jugular. Os animais passavam por cuidados gerais de assepsia antes da coleta. O volume de
sangue variava entre 2,5 mililitros (mL) e 4 mililitros (mL). As amostras com EDTA foram
processadas em até 8 horas para a realizacdo do hemograma. As amostras foram armazenadas
em caixas de isopor contendo cubos de gelos para que fossem conservadas até chegarem ao

laboratorio “LA PET”.

Figura 1. Puncdo venosa em felino (Fotografia Original).

3.4 Analise hematolégica

ApOs assepsia na regido da coleta (membro anterior ou pesco¢o), a colheita de
sangue foi realizada através da puncao da veia cefdlica ou jugular, com agulhas de calibre 25
x 0,7 mm, acopladas a seringas estéreis de 5 mL para obter um volume minimo de quatro
mililitros (mL) de sangue. No Laboratério “LA PET”, foi utilizado um contador automético
de células para uso veterinario (modelo SDH-3 VET) para a determinagdao do nimero de
leucdécitos, hemdcias, concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e hemoglobina
corpuscular média (HCM). As proteinas plasmadticas totais foram determinadas com o auxilio

do refratdometro.
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3.5 Analise bioquimica

Para avaliacdo do perfil renal e hepdtico dos animais e a realizacdo do ELISA
Indireto, as amostras sanguineas foram colhidas e armazenadas em tubos sem EDTA. O soro
foi obtido apds sua coagulagdo em temperatura ambiente por 10 minutos. As amostras foram
armazenadas em caixas de isopor contendo cubos de gelos para que fossem conservadas até
chegarem ao laboratério “LA PET” e serem centrifugadas a 5000 r.p.m durante cinco minutos
para melhor separacdo dos soros. Depois de separados, os soros foram retirados dos tubos sem
EDTA por meio de ponteiras e transferidos para microtubos tipo “eppendorf” e congelados
em temperatura de -20°C até serem enviados ao laboratério de Imunodiagnéstico das Doencgas
Infecciosas dos Animais Domésticos da Universidade Federal de Minas Gerais. Para
determina¢do das enzimas hepdticas, foram utilizados os testes AST/got liquiform-
LABTEST e ALT/gpt liquiform-VET-LABTEST e para determinacdo das enzimas renais,
foram utilizados os testes CREATININA K VET-LABTEST e UREIA UV liquiform VET-
LABTEST.

Figura 2. Processo de centrifugacdo das amostras

(Fotografia Original).
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3.6 ELISA Indireto

Os ensaios para a padroniza¢do das dilui¢des apropriadas do soro de gatos e
determinagdo da concentra¢do do anticorpo IgG total anti-gato (ELISA-IgG) foram realizados
nas dilui¢des de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600 do soro dos animais controle
positivo e negativo; bem como dilui¢des de 1: 5000, 1: 10000, 1:20000, 1:40000 e 1:80000 do
anticorpo antilgG marcados com peroxidase. Desta maneira, a escolha das melhores dilui¢des
foi estabelecida pelas diferencas das densidades Opticas médias dos dois controles, em
duplicata, tendo sido consideradas a diluicdo de 1:200 de soro e 1:80000 de anticorpo IgG
total anti-gato. Apés a titulacdo em bloco, padronizaram-se as seguintes condi¢des para o teste
de ELISA indireto: as microplacas foram sensibilizadas com antigeno total de Leishmania
chagasi e Toxoplasma gondii numa concentracio de 20 pg/mL em tampao
carbonatobicarbonato 0,05 M, pH 9,5 e incubadas 18 horas a 4°C.

Apo6s a lavagem com PBS-T por trés vezes, as placas foram bloqueadas com 150
uL de solucao salina tamponada acrescida de leite em p6 desnatado a 10% e incubadas a 37°C
durante duas horas em cimara timida. Adicionaram-se 100 uL, por pogo, das amostras de soro
dos gatos, dos controles positivos e dos controles negativos. As mesmas foram testadas em
duplicata e diluidas 1:200 em solu¢do salina tamponada contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-
T) e, as placas foram incubadas por uma hora a 37°C. Aplicaram-se 100 uL, por poco, do
conjugado anti-IgG total de gato marcados com peroxidase, previamente diluidos 1:80.000 em
PBS-T 0,05%.

Ap6s a incubacdo durante 45 minutos a 37°C foram adicionados 100 mL da
solucdo de tetrametilbenzidina dihidroclorada (TMB). As microplacas foram incubadas em
camara escura por 30 minutos a 25°C. A reacdo foi interrompida adicionando-se 50 uL de
acido sulfurico 2N (H2S04) e, a densidade 6ptica (D.O.) foi determinada em leitor de ELISA,
utilizando-se o comprimento de onda de 405 nm. Entre cada etapa as microplacas foram
lavadas com PBS-T por trés vezes.

Os resultados foram expressos pela média da densidade Optica obtida dos soros
em duplicata. Como controles positivos da reagdo utilizou-se soro de gatos
parasitologicamente positivos com elevados titulos de IgG anti-Leishmania chagasi e anti-
Toxoplasma gondii e como controles negativos, soro de gatos higidos e provenientes de drea

ndo endémica para leishmaniose e toxoplasmose.
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3.7 Avaliacao Clinica

Todos os animais participantes do projeto foram submetidos a uma anamnese e
avalia¢do semioldgica detalhada e identificados individualmente em uma ficha clinica padrao
(VIDE ANEXO 1). Ao proprietirio foram feitas perguntas sobre quaisquer alteragcdes
observadas ou ndo nos animais. No caso dos animais provenientes de clinicas particulares da
cidade, informacgdes pregressas a respeito de diagndsticos formados e sintomatologia clinica
foram colhidas com os Médicos Veterindrios que os acompanhavam clinicamente e nova

avaliacdo foi feita para o projeto.

3.8 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica:

- As andlises de varidveis foram feitas através do qui-quadrado (X?) e do Teste
exato de Fisher (LSD). O emprego dos dois testes foi utilizado quando conveniente. As

andlises foram realizadas utilizando-se os programas estatisticos “R” e “Minitab”.

4 RESULTADOS

4.1 Populacao estudada

A populagdo estudada foi composta por 113 gatos. Estes foram divididos em trés
grupos quanto a sua procedéncia. Grupo I, aqueles provenientes de diversas residéncias
particulares, Grupo II, provenientes de diversas clinicas particulares e grupo III, provenientes
de trés ONGs da cidade (Tabela 1).

Dentre os animais estudados, 62 (54,87%) eram machos e 51 (45,13%) fémeas.
Em relacdo a idade, 38 (33,62%) animais tinham faixa etdria compreendida entre seis (6)
meses e um (1) ano de idade, 54 (47,8%) tinham faixa etdria compreendida entre um (1) e trés
(3) anos de idade e 21 (18,58%) tinham idade superior a trés (3) anos (Tabela 2).

Clinicamente, 57 (50,44%) dos animais ndo tinham sintomatologia clinica ou
eram clinicamente sadios e 56 (49,56%) apresentavam algum tipo de sintomatologia quando

analisados no exame fisico geral (Tabela 2).
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Tabela 1: Frequéncia absoluta e frequéncia relativa de felinos provenientes de residéncias

particulares, clinicas particulares e ONGs de Sao Luis, Maranhdo

Grupo I

Grupo II

Grupo III

Animais provenientes de

Animais Provenientes de

Animais provenientes de

Residéncias Particulares Clinicas Particulares ONGs
N° de Frequéncia(%) N° de Frequéncia(%) N° de Frequéncia(%)
animais animais animais
38 33,63 % 47 41,59% 28 24,78%

Tabela 2: Varidveis referentes a sexo, faixa etdria e condi¢@o clinica de 113 gatos estudados

para ocorréncia de leishmaniose e toxoplasmose felina em Sao Luis, Maranhdo

Variaveis Animais estudados
Sexo
Macho 62 (54,87%)
Fémea 51 (45,13%)

Faixa Etaria

6 meses-1 ano

1-3 anos
3> anos

38 (33,62%)
54 (47,80%)
21 (18,58%)

Condigao Clinica

Com sintomatologia clinica
Sem sintomatologia clinica

57 (50,44 %)
56 (49,56%)

As alteracodes clinicas mais comuns apresentadas pelos felinos sintomadticos (57

animais) na populacdo estudada, foram representadas por dermatopatias em 31,58% (18/57)

dos animais, apatia em 19,30% (11/57) dos animais, perda de peso em 17,54% (10/57) dos

animais, secre¢do ocular em 10,53% (6/57), linfoadenomegalia em 10,53%(6/57), ictericia em

7,02% (4/57), diarréia em 5,26% (3/57) , febre em 5,26% (3/57), desidratagdo em 3,51%

(2/57), hepatoesplenomegalia em 3,51% (2/57), uveite em 3,51% (2/57) animais, vomito em
3,51% (2/57) e secreg¢do nasal em 1,75% (1/57) animal (Gréfico 1).
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Grafico 1: Distribui¢do em forma percentual das principais altera¢des clinicas sistémicas de

57 felinos com sinais clinicos presentes do municipio de Sdo Luis, Maranhao.
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Figura 3. Felino apresentando mucosas ictéricas (A) e felino apresentando alopecia e
descamacdo farindcea generalizada com pontos de solucdo de continuidade; Importante

dermatopatia (B) — (Fotografia Original).

Figura 4. Felino apresentando dermatite ulcerativa em regido dorsal e seborréia generalizada

(A) e felino apresentando anorexia e desidratacdo (B)- (Fotografia Original).

Dos 113 animais estudados, 14 (12,39%) animais ja haviam sido previamente
diagnosticados com alguma doenca, sendo 4 (3,54%) animais diagnosticados com FIV, 3
(2,65%) animais diagnosticados com rinotraqueite viral, 3 (2,65%) diagnosticados com
hemobartonelose ,2 (1,77%) diagnosticados com toxoplasmose, 1 (0,89%) diagnosticado com

platinossomiase e 1 (0,89%) diagnosticado com FeLLV (Gréfico 2).
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Grifico 2- Doengas previamente diagnosticadas em 14 felinos examinados

para o projeto , no municipio de Sdo Luis, Maranhao.
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4.2 Alteracoes hematolégicas

As alteragdes hematoldgicas mais prevalentes nos animais estudados,
considerando animais assintomdticos e sintomdticos foram: Trombocitopenia em 66 (58,41%)
animais, aumento do numero total das proteinas plasmdticas em 41(36,28 %) animais,
leucopenia em 34 (30,09%) animais, leucocitose em 38 (33,63%) animais, diminui¢do do
nimero de hemadcias em 56 (49,56%) animais, diminui¢do do valor de hematdcrito em 58
(51,32%), diminuicdo do valor de hemoglobina em 61 (54%), neutrofilia em 31 (27,43% |,
neutropenia em 11 (9,73%) animais, linfopenia em 41 (36,28%) animais, monocitose em 11
(9,73%) , monocitopenia em 16 (14,16%) . Houve alteracdes pouco significativas no que diz
respeito a: aumento no nimero de hemdcias que ocorreu em 2 (1,77%) animais, aumento no
valor de hematdcrito em 1 (0,88%) animal, aumento no valor de hemoglobina em 2 (1,77%)
animais, linfocitose em 5 (4,42%) animais e aumento no nimero de plaquetas em 1 (0,88%)

animal (Tabela 3).
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Tabela 3: Alteracdes hematoldgicas observadas nos felinos sintométicos ou ndo para leishmaniose

e toxoplasmose

Parametros Alteracdes Alteracdes Animais sem Valores de
Hematolégicos | Total (Aumento) (Diminuigao) Alteragao Referéncia
N° Frequéncia N° Frequéncia N° | Frequéncia
5,0-10
Hemacias 113 2 1,77% 56 49,56% 55 48,67% Milhdes/mm
Hematdcrito 113 1 0,88% 58 51,32% 54 47,8% 24-45%
Hemoglobina 113 2 1,77% 61 54% 50 44,24% 8,0-15 g/dL
Plaquetas 113 1 0,88% 66 58,41% 46 40,71% 200-800 M/mm?
Leucdcitos 113 38 33,63% | 34 30,09% 41 36,28% 5.500-19.500
Neutroéfilos 113 31 2743% | 11 9,73% 71 62,84% 2.500-12.500
Linf6citos 113 5 4,42% 41 36,28% 67 59,3% 1.500-7.000
Mondcitos 113 11 9,73% 16 14,16% 86 76,11% 0-850
Eosinofilos 113 12 10,62% 34 30,08% 67 59,3% 0-1.500
Basofilos 13 i ) ) i i i Raros
Proteinas
" 113 41 36,28% 0 - 72 63,72% 6-8g/dL
Plasmaticas

4.3 Alteracoes bioquimicas

As amostras sanguineas foram armazenadas em tubos de coleta sem EDTA e
foram soradas por centrifugacdo em até 8 horas apds a coleta.

As alteragdes mais frequentes observadas foram aumento dos valores de uréia e
creatinina em 39 (34,51%) e 37 (32,74%) animais, respectivamente. Houve também aumento
nos valores de TGO em 16 (14,16%) animais e aumento nos valores de TGP em 20 (17,7%)
animais. Houve alteracdes menos frequentes no eu diz respeito a diminuicao dos valores de

uréia, que ocorreu em 2 (1,77% animais) e nos valores de creatinina em 4 (3,54%) animais.
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Diminuicdo nos valores de TGO e TGP ocorreu em 3 (2,65%) e

respectivamente.

1 (0,88%) animais,

Tabela 4: Alteracdes bioquimicas observadas nos felinos sintomdticos ou nao para leishmaniose

e toxoplasmose

Alteracdes Alteracdes Animais sem Valores de
Parametros Total (Aumento) (Diminuigao) Alteracao Referéncia
Hematolégicos
N° Frequéncia N° Frequéncia N° | Frequéncia

Uréia 113 39 34,51% 2 1,77% 72 63,72% | 10-20 mg/dL
Creatinina 113 37 32,74% 4 3,54% 72 63,72% | 0,7-1,8 mg/dL
TGO 113 16 14,16% 3 2,65% 94 83,19% | 10-80 mg/dL
TGP 113 |20 17,7% 1 0,88% 92 81,42% | 10-88 mg/dL

4.4 Deteccio de anticorpos anti-Leishmania sp. através da técnica de ELISA

Indireto

Apo6s realizacdo do calculo de “cut-off” (soma dos controles negativos) para
Leishmania sp. na técnica de Elisa Indireto, constatou-se que o valor da absorbancia era de
0,350 . Valores das titulacdes iguais ou acima destes, foram considerados sororeagentes.

Dos

N

113 felinos submetidos a sorologia, nove (7,96%) animais foram
considerados sororeagentes para Leishmania sp. Destes 9 felinos sororeagentes, 6 (66,7%)
eram fémeas e apenas trés (33,3%) eram machos. Quanto a faixa etdria, trés (33,3%) animais
tinham faixa etaria compreendida entre 6 meses a 1 ano de idade, 4 (44,4%) animais tinham
faixa etaria compreendida entre 1 e 3 anos de idade e 2 (22,2%) tinham mais de 3 anos de
idade. Quanto a condic¢do clinica, quatro (44,44%) tinham sintomatologia clinica e cinco
(55,56%) animais eram nao tinham sintomatologia para a doenga (Tabela 4). Dos cinco
animais com sintomatologia clinica presente, trés (60%) apresentavam como sintomas mais
comuns linfoadenomegalia e dois (40%) apresentavam dermatopatias representadas por lesoes
crostosas em pele e alopecia generalizada.

Nao se verificou uma associagdo estatisticamente significante utilizando-se o

Teste Exato de Fisher, entre o sexo e a ocorréncia de leishmaniose,pois (p = 0,1579). O
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mesmo foi observado quanto a presenca de sinais clinicos sist€émicos (p = 0,7424). Porém, no
que diz respeito a varidvel faixa etdria destes animais, verificou-se associa¢do estatisticamente
significante com a ocorréncia de leishmaniose (p = 0,0001) sendo os animais pertencentes a
faixa etdria compreendida entre 1 a 3 anos de idade mais predisposta a ocorréncia da doenga.

(Tabela 4).

Tabela 5: Frequéncia absoluta e frequéncia relativa referentes a sexo, faixa etdria e condi¢cao

clinica de nove felinos sororeagentes para Leishmania sp. em Sao Luis, Maranhdo

Variadveis Animais estudados p
Sexo
Macho 3 (33,3%) 0,1579
Fémea 6 (66,7%)

Faixa Etaria

6 meses-1 ano 3(33,3%)
1-3 anos 4 (44,4%) 0,0001
3> anos 2 (22,2%)

Condig¢ao Clinica

Com sintomatologia clinica 5 (48,67%)
Sem sintomatologia clinica 4 (51,33%) 0,7424

p: Teste Exato de Fisher; (p <0,05) significativo

4.4 Deteccao de anticorpos anti-Toxoplasma sp. através da técnica de ELISA

Indireto

Apo6s realizagdo do calculo de “cut-off” (soma dos controles negativos) para
Toxoplasma gondii na técnica de Elisa Indireto, constatou-se que o valor da absorbancia era
de 0,260. Valores das titulacdes iguais ou acima destes, foram considerados sororeagentes.

Dos 113 felinos submetidos a sorologia, 41 (36,28%) animais foram considerados
sororeagentes para Toxoplasma gondii. Destes 41 felinos sororeagentes, 24 (58,54%) eram

machos e 17 (41,46%) eram fémeas. Quanto a faixa etaria, 7 (17,08%) animais tinham faixa

41



etaria compreendida entre 6 meses a 1 ano de idade, 18 (43,90%) animais tinham faixa etaria
compreendida entre 1 e 3 anos de idade e 16 (39,02%) tinham mais de 3 anos de idade.
Quanto a condig¢do clinica, 26 (63,41%) tinham sintomatologia clinica presente e 15 (36,59%)
animais ndo tinham sintomatologia clinica presente (Tabela 5). Os sintomas clinicos mais
comuns apresentados por estes 26 animais, foram: Dermatopatias representadas por seborreia
generalizada, alopecia, lesdes crostosas disseminadas pelo corpo, foram encontradas em
7(27%), linfoadenomegalia em 3 (11,54%), ictericia em 3 (11,54%), anorexia em 2 (7,7%),
hepatoesplenomeglia em 2 (7,7%), apatia em 2 (7,7%), vomito em 1 (3,85%), febre em 1
(3,85%) e secrecao ocular em 1 (3,85%) animal.

Nao verificou-se uma associacdo estatisticamente significante utilizando o teste de
Qui-Quadrado entre o sexo e a ocorréncia de Toxoplasmose pois (p = 0,1579). Associagao
estatisticamente significante (p <0,001) fo1 observada quanto a faixa etdria dos animais, sendo
a faixa etdria compreendida entre 1 a 3 anos de idade mais predisposta a doenca. O mesmo

quanto a presenca de sinais clinicos (p= 0,037) (Tabela 5).

Tabela 6: Frequéncia absoluta e frequéncia relativa referentes a sexo, faixa etdria e condi¢ao

clinica de 41 gatos sororeagentes para Toxoplasma gondii. em Sao Luis, Maranhao

Variaveis Animais estudados p
Sexo
Macho 24 (58,54%) 0,0671
Fémea 17 (41,46%)

Faixa Etaria

6 meses-1 ano 7 (17,08%)
1-3 anos 18 (43,90%) 0,0001
3> anos 16 (39,02%)

Condic¢do Clinica

Com sintomatologia clinica 26 (63,41%) 0,037
Sem sintomatologia clinica 15 (36,59%)

p: Teste de X2 (Qui-Quadrado); (p<0,05) significativo
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No que concerne a ocorréncia de leishmaniose e toxoplasmose em relacdo a
procedéncia dos felinos estudados, foram encontrados os seguintes resultados: No grupo 1,
referente aos animais provenientes de clinicas particulares (47 animais), trés animais (6,38%)
foram sororeagentes para Leishmania sp. € Toxoplasma gondii simultaneamente, nenhum
animal sororeagente apenas para Leishmania sp., 17 (36,17%) sororeagentes apenas para
Toxoplasma gondii e 27 (57,45%) animais sauddveis, ndo reagentes pra nenhum dos agentes.
No grupo 2, referente aos animais provenientes de ONGs (28 animais), nenhum animal foi
sororeagente a Leishmania sp. e nem apresentou infec¢do simultanea para leishmaniose e
toxoplasmose. 12 animais (42,86%) foram sororeagentes apenas para Toxoplasma gondii e 16
animais (57,14%) estavam sauddveis, ndo reagentes para nenhum dos agentes. No grupo 3,
referente aos animais provenientes de residéncias particulares (38 animais), dois animais
(5,26%) foram sororeagentes apenas para Leishmania sp, quatro (10,53%) foram
sororeagentes tanto para Leishmania sp. quanto para Toxoplasma gondii,, cinco (13,16%)
foram sororeagentes apenas para Toxoplasma gondii e 27 (71,05%) animais estavam

sauddveis, ndo reagentes para nenhum dos dois agentes (Grafico 3).

Grafico 3. Prevaléncia de leishmaniose e toxoplasmose nos felinos provenientes de clinicas

particulares, residéncias e ONGs em Sao Luis, Maranh3o.
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No que diz respeito a presenca de coinfec¢do, dos nove animais sororeagentes para
Leishmania sp. 7 (77,7%) também foram sororeagentes para Toxoplasma gondii,

demonstrando uma forte associacao entre as duas doencas (p < 0,0108).

Tabela 7: Resultados do ELISA Indireto para Leishmania sp. em frequéncia absoluta e
frequéncia relativa em relagdo aos felinos sororeagentes para Toxoplasma gondii provenientes

do municipio de Sao Luis, Maranhao

Agente Infeccioso Leishmania sp. p
Toxoplasma gondii Positivo 7 (77,78%)
2 (22,22%) <0,0108
Negativo

p: Teste Exato de Fisher; (p<0,05) significativo

5. DISCUSSAO

A leishmaniose ¢ uma doenca endémica em diversas regides do mundo, sendo
extremamente preocupante por ser uma zoonose e afetar diversos animais, sendo estes
domésticos, silvestres ou o proprio ser humano. O objetivo de diversas pesquisas tem sido
elucidar a epidemiologia da doenca. Grande dificuldade ocorre para este objetivo, devido ao
fato da doenca apresentar comportamentos variados conforme a populacdo afetada, animais
susceptiveis, forma de transmissdo e drea geografica. Como a adog¢do de felinos como animais
domésticos tem crescido muito nos ultimos tempos, faz-se necessdrio um estudo mais
abrangente acerca das doencgas prevalentes nestes animais. S3o Luis do Maranhdo €
considerada drea endémica para leishmaniose visceral, existindo infec¢iao de seres humanos e
cdes. Assim, justificou-se a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp. em felinos da regiao,
para tentar identificar sua circulag@o ou ndo nos felinos do municipio.

Os felinos sdo susceptiveis a leishmaniose, porém ainda ndo se sabe ao certo seu
verdadeiro papel na cadeia epidemioldgica da doenca, devido ao fato destes animais poderem

ser naturalmente resistentes a infecg¢do, assintomdticos ou apresentarem coinfeccdo com

outras doengas imunossupressoras como FIV e FeLV e também com a toxoplasmose

(LONGONT et al.,2012).
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Justifica-se a pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo fato dos felinos
serem hospedeiros definitivos desse agente e pelo fato de na maioria das vezes 0os mesmos
apresentarem-se assintomdticos para a doenga clinica, quando infectados somente pelo
Toxoplasma gondii (ACHA & SZYFRES, 2003). Assim, objetivou-se investigar se felinos
infectados por Leishmania sp. apresentam coinfec¢do com Toxoplasma gondii, demonstrando
assim uma maior predisposi¢ao ou ndo destes animais apresentarem a doenca clinica.

A soroprevaléncia de Leishmania sp. na populacdo estudada foi de 7,96% , onde
nove felinos foram sororeagentes para o agente. Estes resultados estdo de acordo com a taxa
de prevaléncia observada em outras regides do Brasil e do mundo, como a taxa observada por
Santos et al.,(2014) em Petrolina-PE ao avaliarem 153 animais (3,9%), Solano-Gallego ao
avaliarem 76 felinos e encontrarem uma taxa de prevaléncia de 6,9% e Nasereddin et
al.,(2006) ao encontrarem uma taxa de 6,7% ao avaliarem 107 animais em Jerusalém. Este
resultado foi inferior ao encontrado por Sobrinho et al., em 2010, onde foi encontrada uma
taxa de 21,85% de soroprevaléncia em uma populacio de 302 felinos estudados ,de Martin-
Sanchez et al.,(2007) ao encontrarem uma taxa de 60% ao avaliarem felinos na Espanha e de
Silveira Neto et al., que reportou uma prevaléncia de 23%. Esta moderada prevaléncia obtida
no presente estudo, pode ser devido ao fato do uso de apenas um teste soroldgico, ja que
outros estudos sugerem que o ELISA tem maior sensibilidade quando utilizado com outros
testes (ALBUQUERQUE,2006).

A maioria dos animais estudados foram provenientes de clinicas particulares da
cidade (47 animais) e por isso apresentavam algum tipo de sintomatologia, inespecifica ou
ndo, pois 0s mesmos estavam internados nas mesmas ou os proprietarios os levaram para
fazer algum procedimento ambulatorial. Trés (6,38%) animais pertencentes a este grupo
foram sororeagentes a Leishmania sp. Os animais provenientes de residéncias particulares (38
animais),apresentavam melhores condicdes nutricionais e clinicas e a maioria apresentava-se
assintomdtico. Porém, dos animais pertencentes a este grupo, 16 (42,1%) conviviam com caes
e outros animais como aves , seis (15,78%) dos nove animais reagentes para Leishmania sp.
sdo pertencentes a este grupo. Esperava-se que os animais pertencentes a este grupo
apresentassem menor prevaléncia para Leishmania sp. devido aos cuidados recebidos pelos
proprietdrios. Esta maior prevaléncia pode ter sido resultado do contato intimo com cdes e
aves, por estes atrairem os flebétomos, como descrito por Dias et al., em 2003 .

Os animais pertencentes a ONGS, em sua maioria encontravam-se subnutridos.
Isso se deve ao fato de terem sido resgatados de ambientes inadequados e insalubres e com

falta de alimento. 15 (53,57%) destes animais apresentavam alguma sintomatologia clinica.
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Nenhum animal pertencente a esse grupo foi sororeagente para Leishmania sp. Talvez pelo
fato de a probabilidade do flebotomineo ir ao encontro de um animal errante é menor que de
um animal confinado ou pelo fato do fleb6tomo ter memdria olfativa e retornar ao local de
alimentacdo (COSTA et al., 2007).

Nao houve associagdo estatisticamente significante no que concerne a associacao
de ocorréncia de leishmaniose com a varidvel sexo, corroborando com os resultados
encontrados por Daikon et al., em 2009, que pesquisaram anticorpos anti-Leishmania em 284
felinos estudados na Grécia e discordando dos achados de Sobrinho et al., em 2010, onde 44
felinos infectados de uma populacdo de 66 animais sororeagentes para Leishmania sp. eram
machos. Na varidvel faixa etdria houve associacdo estatisticamente significante com a
ocorréncia de Leishmania sp., sendo os animais de 1 a 3 anos de idade mais predispostos a
infeccdo. Este resultado difere dos encontrados por Nasereddin et al.,(2008), Solano e Gallego
(2012) e Sobrinho et a.,( 2010). Nao houve relacao estatistica significante no que diz respeito
a correlacdo entre a varidvel condic@o clinica e a ocorréncia de Leishmania sp. Dos nove
felinos sororeagentes a Leishmania sp. , apenas 5 (48,67%) eram sintomaticos, corroborando
com os achados de Nasereddin (2008) e Silva et., al (2014). Dos cinco animais sintomaticos
para doenca, trés (60%) apresentavam como sintomas mais comuns linfoadenomegalia e dois
(40%) apresentavam dermatopatias representadas por lesdes crostosas em pele e alopecia
generalizada, corroborando com Poli et al.,(2002), Silva et al., (2010) que encontraram em um
felino positivo para Leishmania infatum alteracdes clinicas como linfoadenomegalia, alopecia
e lesOes crostosas em pele.

Na populacgdo avaliada, a soroprevaléncia para Toxoplasma gondii foi de 36,28%,
41 animais sororeagentes, semelhante ao valor encontrado por Pinto et al.,(2009), que
encontraram uma prevaléncia de 32,5% em 245 felinos estudados em Porto Alegre no Rio
Grande do Sul, Mendez (1983) que encontrou uma prevaléncia de 24% e Aradjo (2014) que
encontrou uma taxa de prevaléncia de 37% nos felinos estudados. Este valor foi superior ao
encontrado por Netto Gongalves et al.,(2003) que encontrou uma soroprevaléncia de 24,39%
em 41 felinos estudados na cidade de Niterdi no Rio de Janeiro e menor que o de Bresciani et
al., que encontraram uma prevaléncia de 24,20% em uma populacao de 500 felinos estudados.
A prevaléncia de Toxoplasma gondii encontrada neste estudo foi menor que aquela
encontrada por Braga et al., em 2012 (50,5%) no Maranhao.

No presente estudo, ndo houve relacio estatisticamente significante entre sexo e
ocorréncia de Toxoplasma gondii corroborando com os resultados encontrados por Pinto et

al.,(2009) quando analisou a soroprevaléncia de 245 animais e Esteves (2014), onde afirma
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que o género ndo influencia a probabilidade de infec¢do por Toxoplasma gondii . Na varidvel
faixa etdria, foi encontrada significante associagcdo entre a ocorréncia da doenga e a idade dos
animais, sendo os animais de faixa etdria compreendida entre 1 a 3 anos, os mais predispostos
a doencga. Este resultado corrobora com os achados de Pena (2006) e Pinto et al., (2009) e
Breciani (2007). A relagdo entre a positividade e a varidvel idade se justifica pelo fato de que
felinos mais velhos tem uma probabilidade maior, devido a logistica em tempo de vida, de
terem um contato prévio com o parasito (GARCIA et al, 1999). A associacdo entre
ocorréncia de Toxoplasma gondii e a condicao clinica foi confirmada no presente estudo,
sendo 0s animais reagentes mais predispostos a apresentarem sintomatologia clinica. Este
resultado difere dos encontrados por Sato em 1993, Lucas et al.,(1999) e concorda com os
resultados encontrados por Davidson (1993) e Simdes (2013). Esta presenca de sintomas
clinicos nos animais sororeagentes pode ser justificada pelo fato de poderem existir
coinfec¢des e por isso, estes animais apresentarem imunossupressao e posterior manifestacao
da doenca clinica (LONGONI et al., 2012). Os sinais clinicos mais comuns encontrados nos
felinos sororeagentes foram as dermatopatias representadas por seborreia generalizada,
alopecia e lesdes crostosas disseminadas pelo corpo, que foram encontradas em 7(27%),
linfoadenomegalia em 3 (11,54%), ictericia em 3 (11,54%), anorexia em 2 (7,7%),
hepatoesplenomeglia em 2 (7,7%), apatia em 2 (7,7%), vomito em 1 (3,85%), febre em 1
(3,85%) e secrecdo ocular em 1 (3,85%) animal. Este resultado corrobora com Dubey (2005)
e Nosworthy (2009).

As alteracoes hematolégicas mais prevalentes nos animais estudados,
considerando animais assintomdticos e sintomdticos foram: trombocitopenia, aumento do
nimero total das proteinas plasmadticas, leucopenia, diminuicdo do nimero de hemdcias,
diminuicdo do valor de hematdcrito, diminui¢do do valor de hemoglobina, neutrofilia
corroborando com os resultados de Medeiros et al., (2008) e Simdes-Mattos (2005). Os
achados hematolégicos mais importantes em animais infectados com Leishmania sp. sao
anemia normocitica normocromica e nao regenerativa (REIS et al.,2006).

As alteragdes bioquimicas mais frequentes observadas foram aumento dos valores
de uréia e creatinina, TGO e TGP, como sugerido anteriormente por Rufenacht et al.,(2005).

No que concerne a ocorréncia de leishmaniose e toxoplasmose em relacdo a
procedéncia dos felinos estudados, observou-se que os animais provenientes de clinicas
particulares foram os que mais apresentaram soroprevaléncia para Toxoplasma gondii
isoladamente (17 animais) e os animais provenientes de residéncia foram os que mais

apresentaram soroprevaléncia para Leishmania sp. isoladamente (2 animais) (Gréfico 3). Os
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animais que apresentaram um ndmero maior de coinfeccdo entre Leishmania sp e
Toxoplasma gondii foram os provenientes de residéncias particulares (4 animais). Estes
resultados diferem dos encontrados por Almeida et al., (2009) que encontrou uma maior
prevaléncia em animais errantes. Os animais provenientes de ONGs nao apresentaram
soroprevaléncia para Leishmania isoladamente, porém apresentaram para Toxoplasma gondii.
Isto pode ser devido ao fato de que estes animais sejam naturalmente resistentes a Leishmania
(VITA et al., 2005). Quanto a prevaléncia de Toxoplasma gondii nestes animais ter sido
relativamente alta (42,86%), deduz-se que esta taxa ocorre pelo fato de que por serem animais
que tem livre acesso a rua, tem oportunidade de cagar pequenas presas, que podem estar
infectadas com cistos, sendo estes animais mais susceptiveis ao agente que 0S animais
domiciliados. Somado a este motivo, estd o fato de que o ambiente inadequado e insalubre
que estes animais errantes vivem esteja contaminado por oocistos de Toxoplasma gondii
(MOURA, 2007). Mcallister (2005) sugere que os felinos ndo andem livremente pelos
ambientes externos, pois a reducdo da prevaléncia da doenca nesses animais diminuird, e
conseqiientemente, a prevaléncia em humanos. Com o acesso dos felinos as dreas onde
possam cacgar pdssaros e pequenos roedores, estes estardo sempre expostos a contaminagao
pelo agente. Estes resultados diferem dos encontrados por Silva et al. (2002) onde
demonstraram uma ocorréncia de 40,6% de positividade em 32 gatos domiciliados.
Importante salientar que mesmo animais domiciliados podem ter o habito de sair a rua, devido
ao acesso livre a ela, podendo assim serem encontradas prevaléncias altas mesmo em animais
domiciliados.

Dos nove felinos infectados por Leishmania sp, sete possuiam anticorpos anti-
Toxoplasma gondii , tendo sido encontrada associacdo estatisticamente significante entre as
duas doencas (Tabela 6), corroborando assim com os resultados encontrados por Gennari et
al,(2006) e Sousa Marques (2014). Entretanto, alguns estudos anteriores ndo encontraram
associacdo estatistica significante entre as duas doencas, como os resultados de Sobrinho et
al.,(2012) e Sherry et al.,(2011). Numerosos estudos reportam o cardcter imunossupressor
causado pela Leishmania sp. em caes, aumentando assim a susceptibilidade de doencas
oportunistas nestes animais. Entretanto, novos estudos devem ser feitos para confirmar a

susceptibilidade de felinos infectados com Leishmania sp. a toxoplasmose.
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6 CONCLUSOES

De acordo com o estudo realizado podemos concluir que:

e Sado Luis do Maranhdo é uma cidade endémica para leishmaniose visceral, assim
felinos residentes nestas dreas sao predispostos a infec¢do por Leishmania sp. € as
suspeitas de casos positivos em felinos domésticos foram confirmadas por este estudo,

demonstrando assim, que o agente € circulante nos felinos domésticos da cidade;

e Existe uma alta prevaléncia de Toxoplasma gondii na cidade de Sdo Luis, Maranhdo;

e A doenca clinica para leishmaniose e toxoplasmose ndo € comum em felinos, porém
pode ocorrer, principalmente se o animal tiver imunidade baixa ou coinfec¢do com

doencas que facilitem esta condicdo;

e E importante investigar os sinais clinicos dos felinos, pois grande parte destes
desenvolvem sintomatologia inespecifica, assim, devem ser feitos diagndsticos

diferenciais para as doencas.

e Felinos de Sao Luis do Maranhio, sdo predispostos a coinfec¢do de Leishmania sp e

Toxoplasma gondii,

e Por ndo se ter definido por completo o papel do felino doméstico como reservatorio
para Leishmania sp, € necessdrio que novos estudos mais aprofundados sejam
realizados na cidade para se entender o papel do felino na cadeia epidemiolédgica da
doenca e sua importancia para a saude publica, pois os felinos podem estar sendo

erroneamente diagnosticados pela comunidade veterindria;
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ANEXOS

ANEXO I. Termo de Consentimento

UNIVERSIDADE
ESTADUALDO
MARANHAO

ALESSANDRA ALMEIDA COSTA CURVINA
CRMV-MA 01582

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA AUTORIZACAO DA REALIZACAO DA PESQUISA :
“OCORRENCIA DE LEISHMANIA SP. E TOXOPLASMA GONDII EM GATOS(FELIS CATUS) DO
MUNICIPIO DE SAO LUIS, MARANHAO”.

Autorizo a realizagdo da pesquisa de titulo: Ocorréncia de Leishmania SP e
Toxoplasma gondii em gatos (Felis catus) do municipio de Sdo Luis, Maranh@o, no
animal de nome ............................. , espécie ................ ,Taca ... , SeX0
........... , idade(real  ou aproximada) ................, pelagem ... outras
informagdes que possibilitem a identificacio do animal (ex. microchip)
................................ a ser realizado  pelo(a) Médico(a)  Veterindrio(a)

RG CPF
Endereco completo ...
Telefone/e-mail oo

Declaro ter sido esclarecido acerca dos possiveis riscos inerentes, durante ou
ap6s a realizacdo do procedimeento citado, estando o referido profissional isento
de quaisquer responsabilidades decorrentes de tais riscos.

Sao Luis, , de de

Assinatura do responsavel pelo animal
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ANEXO 1II. Ficha Clinica

[ FICHA CLiNICA]

IDENTIFICACAO DO ANIMAL:

Dra. Alessandra Curvina CRMV -01580

Data da Consulta: __ /

Nome: Espécie: Raga:
Idade: Sexo: I Macho 03I Fémea Castrado (O Peso:
Pelagem:
IDENTIFICACAO DO TUTOR:
Nome:
Endereco:
CPF: RG:
Tel: Cel:
QUEIXA PRINCIPAL:
/VACINA(;AO: O VIROSE (_/_/_) O RAIVA(_/_/_) O OUTRAS

VERMIFUGO: O ATRASADO......meses 3 NAO O SIM

MEDICACAO: O NAO SIM O

NUTRICAO: RACAO I CJ COMIDA CASEIRA O OUTROS
ANAMNESE:
Mucosas: T: °C TPC s FC: bpm FR: mpm
PANI: Hidratacgao: Pulso: Linfonodos:
Abdomen: _
CONSIDERAC()ES CLINICAS:
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ANEXO III. Condicao clinica dos animais estudados

G001 Animal assintomatico

G002 Animal assintomatico

G003 Animal assintomatico

G004 Diagnosticado com Rinotraqueite viral, trombocitopénia

G005 Trombocitopenia

G006 Animal assintomatico

G007 Animal assintomatico

G008 Animal assintomatico

G009 Animal assintomatico

G010 Disgnosticado com Toxoplasmose

G011 Ictéricia, apatia, febre, anorexia

G012 Animal assintomatico

G013 Animal assintomatico

G014 Diagnosticado com Toxoplasmose

G015 Diagnosticado com FIV

G016 Animal assintomatico

G017 Animal assintomatico

G018 Animal assintomatico

G019 Diagnosticado com Rinotraqueite viral, Cistite, anorexia, apatia
G020 Anorexia, apatia, febre, lesGes ulcerosas na regiao periocular e focinho
G021 Animal com verminose

G022 Animal assintomatico

G023 Animal assintomatico

G024 Alopecia em regido da cabega, Linfoadenomegalia

G025 Diagnosticado com FIV

G026 Diasgnosticado com hemobartonella, trombocitopenia, apatia, paresia posterior, febre
G027 Animal assintomatico

G028 Diagnosticado com Platinossomiase, inapeténcia, ictericia, diarréia, vomito
G029 Animal assintomatico

G030 Animal assintomatico

G031 Animal assintomatico

G032 Animal assintomatico

G033 Linfoadenomegalia, Ascite

G034 Animal assintomatico

G035 Secrecdo ocular mucopurulenta, LesGes crostosas em face e cauda
G036 Animal assintomatico

G037 Hepatoesplenomegalia, Ictericia, linfoadenomegalia

G038 Animal assintomatico

G039 Uveite, Secrec¢do ocular serosa

G040 Animal assintomatico

G041 Animal assintomatico

G042 Animal assintomatico

59



Continua...
G043
G044
G045
G046
G047
G048
G049
G050
G051
G052
G053
G054
G055
G056
G057
G058
G059
G060
G061
G062
G063
G064
G065
G066
G067
G068
G069
G070
G071
G072
G073
G074
G075
G076
G077
G078
G079
G080
G081
G082
G083
G084
G085
G086

Caquexia, apatia, febre

Trombocitopenia, linfoadenomegalia

Animal assintomatico

Animal com giardiase

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Secregdo ocular serosa, magro

Animal assintomatico

Obesidade

Piodermatite gerneralizada, alopecia, Caquexia, Otite bilateral
LesBes crostosas e seborréicas em regido dorsal e perianal
LesOes crostosas e seborréicas em regido periocular e mandibular
Animal assintomatico

Obesidade

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Animal assintomatico

Secrecdo ocular serosa, uveite, descamacao em regido periocular
Seborréia generalizada, alopecia

Prostragao

Magro, lesGes crostosas em regido periocular
Disgnosticado com FelLV

Animal assintomatico

Diagnosticado com Hemobartonella, febre, queda de pelo, apatia, falta de apetite
Animal assintomatico

Animal assintomatico

Linfoadenomegalia, Hepatomegalia, Cistite

Diarréia, sialorréia

Magro, apatia

Apatia

Secrecdo ocular purulenta, obesidade, Otite Cronica, Diagnosticado com malassseziose
Dermatite

Animal assintomatico, gestante

Caquexia, apatia, febre

Animal assintomatico, gestante
Diagnosticado com Rinotraqueite

Animal assintomatico
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Continua...

G087 LesBes crostosas e seborréicas disseminadas pelo corpo, anorexia, apatia, febre, ictericia
linfoadenomegalia, lesdes perioculares, secrecdo ocular serosa

G088 Surdez, incoordenag¢do motora

G089 Animal assintomatico

G090 Diagnosticado com FIV, Ferida exposta em regido escapular, apatia

G091 Animal assintomatico

G092 Animal assintomatico

G093 Desidratado, magro

G094 Animal assintomatico

G095 Animal assintomatico

G096 Obesidade

G097 Animal assintomatico

G098 Animal assintomatico

G099 Magro, cego

G100 Animal assintomatico

G101 Lesdo granulomatosa em orelha esquerda

G102 Dermatite umida aguda em regido da pelve

G103 Diarréia e vomito

G104 Desidratado, vomito, secrecao nasal purulenta

G105 Puliciose

G106 Seborréia generalizada

G107 Animal assintomatico

G108 Animal assintomaticoAnimal assintomaticoAnimal assintomatico

G109 Diagnosticado com Hemobartonella

G110 Diagnosticado com FIV

G111 Halitose, Insuficiéncia Renal Crbnica

G112 Alopecia em cauda com formatos circulares

G113 Prurido intenso, alopecia em regido dorsal/cervical, puliciose
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Anexo IV- Resultados do ELISA indireto para

Leishmania sp. (113 animais).

1a4 5a12 13a20 21228 29a36  37a44 45a52 53a60 61a68 69a76 77a84 85a92
0,181 | 0,213 0,187 0,236 0,233 0,444 0,234 0,217 0,198 0,237 0,254 0,276
0,169 | 0,233 0,245 0,421 0,342 0, 211 0,213 0,176 0,322 0,366 0,322 0,322
0,877 | 0,194 0,222 0,374 0,211 0,301 0,309 0,322 0,343 0,336 0,282 0,255
0911 | 0,333 0,311 0,456 0,232 0,223 0,406 0,211 0,232 0,266 0,342 0,265
0,138 | 0,243 0,245 0,322 0,433 0, 241 0,231 0,278 0,322 0,222 0,231 0,211
0,111 | 0,298 0,311 0,233 0,212 0,321 0,222 0,244 0,211 0,211 0,453 0,327
0,234 | 0,345 0,233 0,198 0,231 0,218 0,198 0,211 0,235 0,342 0,322 0,325
0,189 | 0,211 0,343 0,233 0,232 0,198 0,323 0,254 0,311 0,458 0,322 0,234

Positivos para leishmaniose animais com absorbancias acima de 0,350

101a 109 a
93a 100 108 113
0,322 0,344 0,232
0,211 0,243 0,255
0,322 0,212 0,244
0,235 0,233 0,218
0,231 0,256 0,219
0,342 0,233
0,231 0,212
0,222 0,322
Filtro de
405nm

63




Anexo V- Resultados do Elisa Indireto para

Toxoplasma gondii (113 animais)

1a4 5a12 13a20 21a28 29236 37ad44 45a52 53a60 61a68 69a76 77aB84 85292
0,122 | 0,211 0,198 0,254 0,217 0,543 0,432 0,222 0,199 0,198 0,255 0,300
0,138 | 0,198 0,654 0,365 0,254 0,244 0,265 0,215 0,215 0,236 0,233 0,243
0,880 | 0,233 0,221 0,232 0,234 0,231 0,217 0,222 0,226 0,547 0,521 0,266
0,792 | 0,333 0,254 0,321 0,178 0,198 0,321 0,256 0,256 0,343 0,220 0,224
0,203 | 0,243 0,245 0,187 0,432 0,216 0,219 0,438 0.237 0,214 0,322 0,277
0211 | 0,543 0,234 0,244 0,218 0,265 0,244 0,654 0,231 0,432 0,322 0,233
0,321 | 0,265 0,322 0,239 0,276 0,218 0,321 0,233 0,215 0,221 0,188 0,265
0,187 | 0,228 0,219 0,342 0,254 0,321 0,188 0,213 0,322 0,266 0,198 0,222

Positivos para toxoplasmose animais com absorbancias acima de 0,260

101a 109 a
93 a 100 108 113
0,256 0,266 0,243
0,233 0,264 0,459
0,342 0,234 0,287
0,543 0,211 0,320
0,276 0,327 0,244
0,232 0,276
0,255 0,198
0,211 0,209
Filtro de 405nm
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