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RESUMO

Em areas endémicas tém sido crescente os relatos de caso de infec¢do por Leishmania spp.
em felinos domésticos (Felis catus domesticus). O estado do Maranhdo, mais
especificamente o municipio de Sao Luis ¢ uma area com muitos casos de leishmaniose
visceral canina e humana, porém com poucos estudos sobre a ocorréncia da infec¢do em
gatos e como esta se apresenta clinicamente nessa espécie. Diante do exposto o objetivo do
estudo foi avaliar os aspectos clinicos e parasitologicos de gatos naturalmente infectados
por Leishmania spp. Para isso, realizou-se a triagem de trinta e seis gatos provenientes de
atendimentos em clinicas veterinarias e do Hospital Veterinario “Francisco Edilberto
Uchoa Lopes”, na cidade de Sao Luis, Maranhdo, dos quais vinte animais foram
selecionados para compor os grupos do estudo. Foi realizado o diagnostico para a
leishmaniose, por meio do exame parasitologico direto de aspirados de linfonodos
popliteos, citologia de lesdes cutdneas e puncgdo aspirativa da médula dssea, e coletadas
amostras sanguineas para avaliagdo dos parametros hematologicos e bioquimicos (ureia,
creatinina, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, proteinas totais e
albumina). Apos obter os resultados dos testes diagnosticos, os animais foram divididos em
dois grupos: (GP) formado por dez animais positivos para leishmaniose, com ou sem sinais
clinicos da doenca e (GC) composto por dez animais livres da infec¢do e clinicamente
higidos. Os dados obtidos foram analisados e armazenados em planilhas no Microsoft
Excel, para posterior realizagdo dos testes estatisticos. Encontrou-se positividade em 12,5
% (3/24) no exame parasitologico direto e 27,7% (10/36) na qPCR da médula 6ssea. Todos
0s gatos positivos para leishmaniose apresentaram trés ou mais sinais clinicos, os mais
frequentemente observados foram: lesdes dermatoldgicas, linfoadenomegalia, mucosas
hipocoradas, secrecdo ocular e gengivoestomatite. J4 na andlise dos parametros
hematolégicos, foi observado monocitose, apresentando diferenca estatistica significativa
entre os grupos avaliados (p<0,05). Nas avaliagdes bioquimicas dos animais infectados,
houve aumento significativo dos niveis de ureia (p<0,05). Em relagdo a quantificagdo da
carga parasitaria na medula dssea dosanimais do grupo GP, houve uma varia¢do de 11.050
a 72.680.000 parasitas/mL. Nao houve correlacdo positiva entre quantidade de sinais
clinicos e a carga parasitaria da medula 6ssea (p>0,05). Nao observou-se diferenca
estatistica significativa entre os grupos de gatos oligossintomaticos e polissintomaticos ¢ a
quantidade de parasitos na medula 6ssea (p>0,05). Diante disso, foi constatado a presenca
do protozoario infectando gatos domésticos no municipio de Sao Luis, e observado a
importancia da associagdo dos achados clinicos e parasitologicos para um melhor
diagnosticoe progndstico da leishmaniose em gatos.

Palavras-chave: leishmaniose felina, sinais clinicos, carga parasitaria



ABSTRACT

In endemic areas, case reports of Leishmania spp. in domestic felines (Felis catus
domesticus). The state of Maranhdo, more specifically the municipality of Sao Luis, is an
area with many cases of canine and human visceral leishmaniasis, but with few studies on
the occurrence of the infection in cats and how it presents itself clinically in this species.
Given the above, the objective of the study was to evaluate the clinical and parasitological
aspects of cats naturally infected by Leishmania spp. For this, thirty-six cats were screened
from veterinary clinics and Veterinary Hospital “Francisco Edilberto Uchoa Lopes”, in the
city of Sdo Luis, Maranhdo, from which twenty animals were selected to compose the
study groups. The diagnosis of leishmaniasis was made through direct parasitological
examination of aspirates from popliteal lymph nodes, cytology of skin lesions and
aspiration puncture of the bone marrow, and blood samples were collected for evaluation
of hematological and biochemical parameters (urea, creatinine, aspartate aminotransferase,
alanine aminotransferase, total proteins and albumin). After obtaining the results of the
diagnostic tests, the animals were divided into two groups: (GP) formed by ten positive
animals for leishmaniasis, with or without clinical signs of the disease and (GC) composed
by ten animals free of the infection and clinically healthy. The data obtained were analyzed
and stored in spreadsheets in Microsoft Excel, for subsequent performance of statistical
tests. Positivity was found in 12.5% (3/24) in direct parasitological examination and 27.7%
(10/36) in bone marrow qPCR. All positive cats for leishmaniasis showed three or more
clinical signs, the most frequently observed were: dermatological lesions,
lymphadenopathy, pale mucous membranes, ocular discharge and gingivostomatitis. In the
analysis of the hematological parameters, monocytosis was observed, showing a
statistically significant difference between the evaluated groups (p<0.05). In the
biochemical evaluations of infected animals, there was a significant increase in urea levels
(p<0.05). Regarding the quantification of the parasite load in the bone marrow of the
animals in the GP group, there was a variation from 11,050 to 72,680,000 parasites/mL.
There was no positive correlation between the number of clinical signs and the bone
marrow parasite load (p>0.05). There was no statistically significant difference between
the groups of oligosymptomatic and polysymptomatic cats and the amount of parasites in
the bone marrow (p>0.05). Therefore, the presence of the protozoan infecting domestic
cats in the city of Sdo Luis was verified, and the importance of the association of clinical
and parasitological findings for a better diagnosis and prognosis of leishmaniasis in cats
was observed.

Keywords: feline leishmaniasis, clinical signs, parasite load
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral ¢ uma antropozoonose causada por protozoarios
intracelulares obrigatérios pertencentes a familia Trypanosomatidae, género Leishmania
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Apresentam ciclo epidemiologico complexo e com
multiplos hospedeiros, no qual estdo incluidos mamiferos domésticos e silvestres como
hospedeiros vertebrados, e os flebotomineos como hospedeiros invertebrados (DOS
SANTOS et al., 2021).

No ambiente urbano, apesar dos caes domésticos (Canis familiaris) serem
comumente mais afetados pela doenga e considerados o principal reservatorio do parasito,
estudos comprovaram que felinos domésticos (Felis catus domesticus) também podem ser
infectados com Leishmania spp. A infec¢ao nessa espécie tem sido relatada principalmente
em paises onde a doenca ¢ considerada endémica (MENDONCA et al.; 2020;
CAMPRIGHER et al., 2019).

O primeiro relato da infeccdo natural de um gato doméstico por Leishmania
spp. foi descrito em 1912, na Argélia, em um felino de quatro meses de idade (SERGENT
et al., 1912). No Brasil, o primeiro caso foi descrito por Mello, em 1940, em um gato que
apresentava lesdes na orelha e no plano nasal, cujo diagnéstico foi confirmado por meio de
exame citologico, porém ndo foi identificada a espécie de Leishmania envolvida
(SIMOES-MATTOS et al., 2004).

Foram identificadas, em todo o mundo, sete espécies de Leishmania infectando
gatos domésticos, sendo Leishmania infantum a mais prevalente(PENNISI et al., 2013;
PEREIRA ¢ MAIA, 2021).

A apresentacdo clinica da leishmaniose em felinos varia de acordo com a
espécie do protozoario envolvida e da resposta imune do hospedeiro, no entanto gatos sao
considerados mais resistentes, permanecendo assintomaticos, com parasitemia até
dezesseis semanas apoOs a inoculagdo de L. infantum em uma dose que geralmente
resultaria em doenga clinica em caes (AKHTARDANESH et al., 2018).

Quando apresentam doenga clinica, os sinais sdo inespecificos, podendo ser
observado: gengivoestomatite cronica, linfadenomegalia, lesdes cutaneas, lesdes oculares,
mucosas hipocoradas, hepatomegalia, ictericia, caquexia, febre, vomitos, diarreia, descarga
nasal cronica, esplenomegalia, dispneia e aborto (PADUA, 2017).

Em relacdo ao diagndstico da leishmaniose felina, os métodos mais utilizados sdo: exame
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parasitolégico (observacdo direta das formas amastigotas de Leishmania), testes
imunologicos como a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) e por testes moleculares: Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) (PENNISIet al.,
2013).

O exame parasitologico pode ser realizado por citologia e /ou bidpsia de
pele, possuindo um baixo custo e facilidade e rapidez na execucao (BRESCIANI et al.,
2010). Ja os testes imunoldgicos sdo os mais utilizados na rotina clinica por maior
facilidade de acesso, porém ainda ndo existe uma técnica padronizada e os felinos
apresentam uma resposta imunoldgica varidvel (NOE & BABO-TERRA, 2016). Os
métodos moleculares possuem maior indice de confiabilidade, possibilitam o diagnostico
de maior nimero de amostras, bem como realizar a quantificacdo da carga parasitaria em
diferentes tipos de matrizes biologicas (BENASSI et al., 2017; OTRANTO et al., 2017).

O diagndstico da leishmaniose em felinos ainda ¢ desafiador, uma vez que
nao ha estudos sobre padroniza¢ao dos métodos supracitados, associado ao fato da pouca
compreensdo da imunologia e fisiopatologia da Leishmaniose Felina (LF), tornando a
identificacdo de animais infectados um desafio (SPADA et al., 2013; SILVEIRA et al.,
2015). Desse modo, o conhecimento da apresentacdo clinica e parasitaria da leishmaniose
em gatos contribuiria para auxiliar no diagnostico mais precoce desses animais, bem como

em futuros avangos no diagndstico e prognostico da doenga na espécie felina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

A leishmaniose ¢ causada por protozodrios do género Leishmania,
pertencentes a ordem Trypanosomatida e familia Trypanosomatidae (AKHOUNDI et al.,
2016). Odesenvolvimento desse parasito compreende duas formas morfoldgicas principais:
promastigota, que se caracteriza por possuir forma alongada, presenca de flagelo livre,
cinetoplasto na extremidade anterior e nucleo central, e a amastigota, cuja estrutura ¢
arredondada e sem flagelo aparente (MARTINS, 2019; FREITAS e PINHEIRO, 2010). A
primeira ¢ encontrada em vetores artropodes, representados por insetos denominados
flebotomineos, enquanto a segunda se localiza principalmente no interior das células do
sistema fagocitico mononuclearde hospedeiros vertebrados (GALVIS-OVALLOS et al.,
2017; DA COSTA et al., 2015).

As espécies de Leishmania sdao subdivididas em duas linhagens
filogéneticas: Euleishmania (inclui os subgéneros Leishmania, Viannia, Sauroleishmania
e Complexo Leishmania enrietti), ¢ Paraleishmania (abrange as espécies L. hertigi, L.
Deanei, L. colombiensis, L. equatorensis, L. herreri e género endotrypanum)
(AKHOUNDI et al., 2016).

As espécies apontadas como causadoras da infec¢ao em felinos no mundo
incluem L. infantum, L. mexicana, L. venezuelensis e L. braziliensis. No Brasil, trés
espécies diferentes foram encontradas em gatos: L. amazonensis (SOUZA et al, 2005;
SOUZA et al 2009; CARNEIRO et al., 2020), L. braziliensis (SCHUBACH et al., 2004;
FIGUEIREDO et al., 2008; COSTA-VAL et al., 2020) e L. infantum (SAVANI et al.,
2004; DA SILVA et al., 2008; DAHROUG et al., 2010; DA SILVA et al., 2010; COELHO
et al., 2011a, VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012; MORAIS et al., 2013; SILVA
et al., 2014; SOUSA et al., 2014; METZDORF et al., 2017, BENASSI et al., 2017,
COURA et al, 2018; MADRUGA et al, 2018; MARCONDES et al, 2018;
PEDRASSANI et al., 2019; ROCHA et al., 2019; SILVA et al., 2020; COSTA-VAL et al.,
2020; BERENGUER et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2021), sendo a ultima espécie a

mais
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prevalente em todo o mundo e a principal causadora da leishmaniose em felinos

domésticos no Brasil (PENNISI ¢ PERSICHETTI, 2018; ASFARAM et al., 2019).

2.2 CICLO BIOLOGICO

Leishmania possui um ciclo bioldgico heteroxeno, possuindo dois
hospedeiros, um invertebrado (inseto vetor) e outro vertebrado (canideos silvestres e domésticos,
gatos, roedores, humanos, dentre outros) (DOS SANTOS et al., 2021). Os vetores sdo fémeas da
ordem Diptera, familia Psychodidae,; subfamilia Phlebotominae, dos géneros Lutzomyia,
a espécie considerada transmissora de Leishmania infantum no Brasil ¢ Lutzomyia
longipalpis, porém, Lutzomyia cruzi ¢ apontada como transmissora em areas especificas
dos estados de Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2016).

As fémeas dos flebotomineos necessitam de sangue para o desenvolvimento
de seus ovos, entdo, durante o repasto sanguineo no hospedeiro infectado adquirem o
protozoario ao ingerir macrofagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania spp.
(ALCANTARA, 2019). No trato digestivo anterior do inseto ocorre o rompimento da
célula fagocitica liberando as formas amastigotas, que se reproduzem por divisdo binaria e
diferenciam-se em varios estagios morfologicamente distintos para finalmente se tornar a
forma infectante: promastigotas metaciclicas, e estas sdo inoculadas em novos individuos
no momento da picada dos flebotomos (Figura 1) (OLIVEIRA et al., 2009).

No hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas sdo
fagocitadas por macrofagos, se transformando em formas amastigotas, e replicando-se no
interior das células hospedeiras, que se rompem e as liberam para o meio extracelular,
permitindo a reinfec¢do de fagocitos locais, perpentuando o ciclo do parasito (Figura 1)

(KAYE e SCOTT, 2011).
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FIGURA 1. Ciclo de vida da Leishmania spp. no hospedeiro vertebrado. Adaptado de Kaye & Scott (2011).
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2.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A infeccdo por Leishmania apresenta aspectos clinicos diferentes nos
hospedeiros afetados, que podem estar relacionadas a varios fatores como: espécie
envolvida, nimero de exposi¢des a picadas infecciosas, via de inoculagdo, tamanho do
inéculo, suscetibilidade individual do hospedeiro, natureza da resposta imune montada
para infec¢do e coinfec¢do com outros patégenos (BANETH et al, 2020).

Diferentemente dos caes, estudos tem demonstrado que gatos possuem maior
resisténcia a infec¢do por Leishmania spp., uma vez que manifestam sinais clinicos da
doenca quando possuem coinfecgdes associadas, como retroviroses (imunodeficiéncia e
leucemia felina), neoplasias, doengas flngicas (esporotricose), bacterianas
(micoplasmose), protozooses (toxoplasmose) e outras doengas debilitantes que causam

imunossupressao nessa espécie (PENNISI, 2015).
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As caracteristicas clinicas mais recorrentes nos felinos infectados sdo lesdes
cutdneas e mucocutaneas, incluindo dermatite ulcerativa, crostosa, nodular ou escamosa
(PENNISI e PERSICHETTI, 2018). As alteragdes dermatoldgicas predominam na
apresentacao clinica da doenga em gatos, € estima-se que sejam responsaveis por mais da
metade das manifestacdes de LF causadas por Leishmania infantum (PENNISI, 2015).

Além disso, pode haver manifestagdo ocular como uveite, unilateral oubilateral,
sendo a lesdo mais descrita, com ocasionalmente um padrao granulomatoso pseudotumoral
e eventualmente progride para panoftalmite (RICHTER et al., 2014). Blefarite e
conjuntivite também foram descritas em alguns casos clinicos (CARACAPPAet al, 2008;
NAVARRO et al., 2010; PENNISI et al., 2013).

Os sinais clinicos ndo cutaneos mais frequentes, encontrados isoladamente ou
em combinacao sdao linfadenomegalia, gengivoestomatite, anorexia, perda de peso,
desidratacdo, letargia, mucosas hipocoradas, ictericia, febre, hiportemia, vomito, diarreia,
corrimento nasal cronico, dispneia, politria, polidipsia e aborto (PENNISI et al, 2015a).

Em relacdo a alteragdes clinico-patologicas que parecem estar diretamente
associadas a esta patologia foram observadas: anemia normocitica normocromica,
hiperproteinemia associada a hiperglobulinemia, este tltimo foi detectado em mais de 80%
dos gatos com FeL e deve ser investigado como possivel biomarcador da leishmaniose
felina (URBANI et al, 2019; FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; PEREIRA e MAIA,
2021).

Outros achados laboratoriais sdo leucocitose ou leucopenia, observados com
pouca frequéncia, enquanto trombocitopenia e azotemia sdo relatados frequentemente
(PEREIRA et al., 2019¢c; FERNANDEZ- GALLEGO et al., 2020). Foi descrito proteintria,
em um quarto dos animais doentes, sugerindo uma possivel associacdo de LF e doenca
renal, como descrito em caes (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; PEREIRA ¢ MAIA,
2021). Observou-se também elevagdo das enzimas hepaticas, porém com menor

frequéncia que em caes com leishmaniose (SOLLANO-GALLEGO et al., 2011).
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2.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA

A resposta imunologica desempenha um papel primordial no controle da
infeccdo por Leishmania spp., essa compreende mecanismos envolvidos na imunidade
inata e na imunidade adquirida (FREITAS et al., 2013). A imunologia dos gatos frente a
infeccdo pelo protozodrio ainda nao esta totalmente esclarecida, a maior parte dos
conhecimentos que se tem sdao provenientes de estudos realizados em humanos e caes
(NASCIMENTO et al., 2022).

Para o estabelecimento da infeccdo, o protozoario adentra as células
fagocitarias (monocitos, macrdofagos residentes, células dendriticas e neutrofilos). Os
fagdcitos por sua vez se utilizam de mecanismos quimicos e celulares de resposta rapida
para controlar o crescimento e/ou eliminagdo do agente invasor (PALTRINIERI et al.,
2010).

ApoOs a fagocitose do parasito, estes ativam mecanismos intrinsecos, entre
eles, a acao dos neutrofilos, células apresentadoras de antigenos (macrofagos e células
dendriticas), a ativacdo do sistema complemento e a presenca dos mediadores
inflamatorios, como prostaglandinas e leucotrienos, desencadeando uma resposta primaria
ou inata para o controle da infeccao (BARRAL & COSTA, 2011).

No entanto, Leishmania spp. possui mecanismos de resisténcia as respostas
do sistema imune do hospedeiro. Caso os protozoarios consigam resistir, o sistema imune
desenvolve uma resposta do tipo adaptativa, que se da pela expansao e diferenciagdao dos
linfécitos, podendo ser do tipo celular, com participagcdo dos linfocitos Thl, e do tipo
humoral, pela acdo dos linfécitos Th2, resultando na produg¢do de anticorpos e

envolvimento de linfocitos B (ABBAS et al., 2008).

2.4.1 Imunidade Adaptativa

Os neutrofilos sdo a primeira linha celular de defesa recrutada ao local de
inoculagdo das formas promastigotas de Leishmania spp., estes assumem a funcdo de
fagocitar, eliminar os parasitos e recrutar outras células (MULLER et al, 2001). No

entanto, estudos tem apontado essa célula como um importante responsavel pela
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progressao da infecc¢do, pois a hipdtese “Cavalo de Troia” foi levantada, propondo que os
neutrofilos infectados auxiliam na entrada “silenciosa” dos parasitos nos macréfagos
(LASKAY etal., 2003).

Embora os neutréfilos sejam as células da linha de frente, ¢ no interiordos
macrofagos que existem as melhores evidéncias de replicagdo e sobrevivéncia do
protozoario a longo prazo (KAYE & SCOTT, 2011). Os macrofagos agem como células
apresentadoras de antigenos (APCs) e na producao de citocinas moduladoras da resposta
mediada por linfocitos T (LT) (JARAMILLO, 2014).

Além dos macréfagos, as células dendriticas também sdo responsaveis pela
fagocitose e consideradas mais eficientes na ativagdo dos linfocitos T. As mesmas
capturam os antigenos que entram pelo epitélio, transportam-os para os linfonodos
regionais, nos quais as células dendriticas (DCs) apresentam-os para o reconhecimento
pelas células T (ABBAS et al., 2011).

As células T desempenham a fun¢do de modular e orientar por meio da
producdo de citocinas, a reagdo de macrofagosao parasito (ABBAS et al., 2011; HOSEIN
et al., 2017). Os LT constituem-se de duas principais subpopulacdes: as células T CD4+ e
as células T CD8+ (FREITAS e PINHEIRO, 2010).

As células T CD4+ auxiliares sdo subdivididas funcionalmente pelo padrao
de citocinas que produzem, em duas subpopulagdes: linfocitos T auxiliares CD4+,
denominadas linfécitos T auxiliar 1 (Thl) e T auxiliar 2 (Th2) (BRADLEY, 2003;
TIZARD, 2008).

Na infec¢do por Leishmania spp., as DCs e macréfagos apresentam os
antigenos para células T CD4+ que modulam o tipo de resposta imune
(PAPADOGIANNAKIS e KOUTINAS, 2015). A resposta imune orientada pelo auxiliar 1
(Thl), associada a producao das citocinas: interferon-gama (IFN-y), interleucina 2 (IL-2) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), estimula a fagocitose por macrofagos, producao de
oxido nitrico e reativo intermediario com oxigénio, levando a eliminagdo intracelular do
parasita (HOSEIN et al., 2017).

O IFN-y ativa células natural killer (NK) e macréfagos, promove a

diferenciagdo de Thl e inibe a proliferacdo das células T CD4+ Th2, com posterior
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ativagdo de linfoécitos B e producao de IgG2 (BARBIERI, 2006). Estudos realizados com
cdes apontam que a producdo de niveis mais elevados de IFN-y estdo associados a
resisténcia a infec¢do, sendo os animais assintomaticos para a doengca (SANTOS-GOMES
et al. 2002; CHAMIZO et al. 2005; ROSARIO et al, 2018).

Outra citocina que ¢ apontada por conferir resisténcia ¢ a IL-12, considerada
a principal indutora das células Thl, com consequente aumento da producdo de IFN-y
(SANTOS-GOMES et al., 2002). J4 a TNF-a ¢ uma citocina considerada de alerta, sendo
secretada pelos macrofagos residentes nos tecidos (VORONOV et al., 2010).

Por outro lado, a suscetibilidade a infeccdo e a progressdo da doenga ¢
mediada predominantemente por uma resposta imune nao auxiliar de Th2 e pela produgao
de citocinas como IL-4, IL-10, IL-13 e fator de crescimento transformador beta (TGF-f),
que estdo associados a regulagdo negativa da resposta imune celular, a um alto nivel de
anticorpos ¢ a disseminagdo de L. infantum pelo organismo (SOLANO- GALLEGO et al.,
2011).

A IL-4 atua na diferenciagdo dos finfocitos TCD4+ para o padrdao Th2, e em
conjunto com IL-10, inibe a ativacao das células CD4+ Thl, aumentando a produgdo de
IgGl1, IgA e IgE (BELKAID et al., 2002).

A citocina TGF-B causa aumento da carga parasitdria na infeccdo pelo
protozoario, uma vez que desativa a fungao dos macréfagos, esse efeito foi observado em
estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2012), no modelo experimental da infec¢ao
L. amazonensis. Interleucina-13 também desempenha o papel de suprimir a fungdo dos
macrofagos, além de estimular o crescimento das células B (BIER et al., 2003).

Adicionalmente, IL-10 e¢ TGF-B sdo duas citocinas com efeito
imunossupressor, que modulam a resposta imune exacerbada, a imunopatologia nas
alergias, a autoimunidade e as doengas infecciosas (JARAMILLO, 2015).

Em felinos observam-se respostas imunologicas inatas e adaptativas
diferentes, o que poderia explicar a menor prevaléncia da infec¢do por Leishmania spp.
nessa espécie, bem como a apresentacao clinica da doenga em gatos comparada a caes
(PENNISI et al. 2015). Segundo Day et al. (2016) apesar dos cdes e gatos possuirem
sistemas imunoldgicos semelhantes, os componentes deles podem interagir de forma

diferente, levando a respostas imunes distintas mediante a infeccdo pelo protozoario.



25

Em gatos, a resposta parece envolver predominantemente a imunidade
mediada por células, com ativacdo de macrdofagos para a destruicdo das formas amastigotas
(SOARES et al., 2015). Pennisi et al., (2015) propos que felinos apresentam uma resposta
imune que difere da apresentada por caes, pois apesar de alguns gatos desenvolverem
doenca clinica grave apds a infec¢do por L. infantum, eles possuem uma “imunidade
natural” que promove a remissdo espontanea das lesdes devido a eficacia da resposta Thl
(Figura 2).

FIGURA 2. Resposta imunoldgica sugerida para felinos frente a infec¢do por Leishmania spp.,JFN- y=
interferon gamma, IL= interleucina, MHC II= Complexo Principal de histocompatibilidade, NO =
Oxido nitrico, Tc= Célula citotoxica, TCD4+= Células T-helper tipo 1, Th2= Células T- helper tipo 2;

TGF-B-= Fator de crescimento transformador beta; TNF-a -= fator de necrose tumoral alfa; Treg=
células T regulatorias (Adaptado de SOARES et al, 2015).
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Estudos envolvendo a resposta imunoldgica dos felinos frente a infec¢ao por
Leishmania spp. foram realizados no Brasil. Vides (2014) avaliou a expressao génica das
citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN- y no baco de gatos, e observou que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os animais positivos e os do grupo controle, concluindo que a
participacdo de linfocitos Th1 e Th2 € pequena ou ausente.

Hirata (2015) ao avaliar as citocinas participantes da resposta imune celular
(IFN-y, TNF-a, IL-2) e resposta imune humoral (IL-5) em amostras de bago de gatos

naturalmente infectados, notou aumento na expressdo IFN-y nos animais positivos em
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relagdo ao grupo de felinos ndo infectados, sugerindo assim a relevancia da participagdo
do IFN-y nos mecanismos de prote¢do contra o parasito.

Em conformidade ao observado no estudo anterior, Priolo et al. (2019), em
experimento realizado com gatos provenientes de areas endémicas da Italia e Espanha,
demonstraram que apos estimulacdo in vifro com antigeno solivel de Leishmania
infantum houve a producdo de IFN-y. Este achado ¢ importante para destacar que na
presenca do protozodrio o sistema imunologico dos gatos desenvolve resposta imune
protetora mediada por células.

Em contrapartida, Silva (2019) avaliando a resposta imunologica dos gatos
com leishmaniose, observou aumento significativo das imunoglobulinas IgA, IgG e IgM
em felinos infectados com L. infantum em relacdo ao grupo controle, sugerindo a
participagdo da resposta imune humoral na infec¢ao dessa espécie.

Em relacdo a produgdo de anticorpos por felinos, Simdes-Mattos et al.
(2005), ao estudarem gatos infectados com L. brasiliensis, observaram que ndo ha
correlacdo entre a presenca de lesdes ativas e a positividade em testes sorologicos,
sugerindo assim que a soroconversao ocorre apos a cura clinica dos animais.

O tunico estudo avaliando o papel do sistema complemento na infec¢do
felina por L. infantum mostrou que, ao contrario de humanos e cées, as proteinas dos gatos
sdo consumidas por parasitos na via lectina, que hipoteticamente pode justificar sua baixa
predisposicao para desenvolver a doenga clinica (TIRADO et al., 2021).

Um fator que deve ser descartado para avaliacdo da resposta imunoldgica
dos gatos € a ocorréncia de coinfec¢des secundarias, como FIV (Feline immunodeficiency
Virus) e FeLV (Feline Leukemia Virus), pois podem prejudicar a resposta imune celular e
facilitar a disseminagao visceral do parasito (GREVOT et al., 2005). Portanto ao avaliar a
imunidade dos felinos frente a infec¢do por Leishmania, ¢ imprescindivel considerar a
ocorréncia de infecgdes por outros agentes imunossupressores (SILVEIRA-NETO et al.,

2015).

2.5 DIAGNOSTICO

A maioria das técnicas diagnésticas para infeccdo por espécies de
Leishmania disponiveis para caes, também sdo utilizadas em gatos. A abordagem
diagnodstica deve ser baseada no historico clinico dos animais, exames laboratoriais

(hemograma completo e dosagem de enzimas bioquimicas) e testes diagndsticos
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especificos para o parasito. Além disso, ressalta-se a importancia de realizar exames para
exclusdo de doencas compativeis e/ou concomitantes (SOARES et al., 2015; PENNISI et
al., 2015; BRIANTI et al., 2017).

O diagnoéstico pode ser realizado por métodos diretos: parasitologicos,
métodos indiretos: sorologicos (Reacdo de imunofluorescéncia indireta-RIFI, Ensaio de
Imunoabsor¢do Enzimatica-ELISA, aglutinagdo direta e Western blot,, moleculares
(Reagdo em Cadeia da Polimerase-PCR e Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real- qPCR (PENNISI et al., 2013; PENNISI et al., 2015). Leishmania spp. pode ser
detectada no sangue periférico, pele, médula dssea, 6rgaoslinfaticos, figado, mucosa oral,
conjuntival, exsudato nasal, olhos, estdmago, rins, entre outros (PENNISI &
PERSICHETTI, 2018).

O teste considerado padrdo ouro para o diagndstico de leishmaniose felina é
a observagao das formas amastigotas de Leishmania em aspirados da medula 6ssea, bago e
linfonodo (ASFARAM et al., 2019; PENNISI et al., 2013; PENNISI et al., 2015). O exame
parasitoldgico possibilita a visualizacdo do parasito em lamina, pode ser realizado por
citologia e /ou bidpsia de pele. A citologia por aspira¢cdo ou impressdao também pode ser
realizada em orgdos afetados, como figado, bago e rim (BRESCIANI et al., 2010).

O parasitologico direto por puncgdo aspirativa de linfonodo popliteo foi
demonstrado como mais sensivel em comparagdo com a citologia de outros orgaos
(COSTA et al.,, 2010). J4 a histopatologia tem sensibilidade e especificidade aceitdveis,
principalmente para o diagnostico de gatos com lesdes cutaneas (POCHOLLE et al., 2012).

A cultura de promastigotas de Leishmania ¢ considerado método direto
adicional, possui alta especificidade e baixa sensibilidade, como desvantagem podemos
citar a demora para obten¢dao dos resultados (POCHOLLE et al., 2012). Amostras de
medula dssea, linfonodos e sangue podem ser utilizadas, no entanto alguns autores citam
que o sangue, por possuir baixa parasitemia ndo ¢ um tecido indicado para cultura

de Leishmania em gatos (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007).

Quanto ao emprego de técnicas sorologicas, a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFT), também conhecido como teste de anticorpos por fluorescéncia indireta
(IFAT), tem sido considerada como técnica de referéncia. O titulo decorte da RIFI foi
fixado em 1:80 para gatos, assim como em cdes (PENNISI et al., 2012). Outros métodos
incluem ELISA e Western blot, que foram modificados pelo uso de um marcador

molecular especifico altamente imunogénico, denominado superéxido dismutase de ferro
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(Fe-SOD) (LONGONI et al., 2012).

No entanto, os métodos soroldgicos nao sao considerados tao eficientes para
detectar a infec¢do em felinos, visto que a resposta imunoldgica dessa espécie ¢ bastante
variavel, e ndo ha padronizacio nos testes sorologicos para gatos (NOE & BABO-TERRA,
2016).

Dentre as técnicas de biologia molecular para diagnéstico de leishmaniose
em gatos pode ser utilizada a PCR convencional e a PCR em tempo real-qPCR (BENASSI
et al., 2017). A reagdo em Cadeia da Polimerase ¢ uma ferramenta importante para a
deteccdo do DNA de Leishmania, e demonstrou ser um método sensivel para detecgdo
direta e identificagdo da espécie envolvida (SCHONIAN et al., 2003).

Além disso, a PCR ¢ uma boa alternativa para confirmar o diagnostico e
detectar a infec¢do em gatos assintomaticos (GRAMICCIA e GRADONI, 2005). A técnica
de PCR pode ser aplicada a uma variedade de matrizes bioldgicas, incluindo medula 6ssea,
biopsia de pele, aspirado de linfonodo, swab conjuntival e oral (OTRANTO et al., 2017).

Ja a Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) tornou-se cada
vez mais popular nos Ultimos anos, pois permite ndo apenas detectar o parasito, como
também quantificar a carga parasitaria nos tecidos e identificar as espécies de Leishmania.
Dentre as vantagens da técnica da qPCR podemos citar a rapidez na execugdo, seu amplo
alcance de amostras bioldgicas, e a reducdo na contaminagdo cruzada, pois nao ha

necessidade de andlises p6s-PCR (GALLUZZI et al., 2018).



29

2.6 LEISHMANIOSE FELINA

O primeiro caso de infec¢ao natural por Leishmania em felino doméstico foi
descrito em 1912, na Argélia, em um gato de quatro meses, que convivia com um cao €
uma crianga, ambos positivos para leishmaniose. O diagndstico foi realizado por meio da
visualizagdo das formas amastigotas em amostra de medula dssea, apos a morte do animal
(SERGENT et al., 1912).

ApoOs os primeiros relatos varios casos foram descritos em todo o mundo e
evidenciaram a ocorréncia da doenga nesta espécie animal em paises como: Estados
Unidos (CRAIG et al., 1986; BARNES et al., 1993; TREINOR et al., 2010), Italia
(BARBOSA-SANTOS et al.,, 1988; GRAMICCIA et al, 2002; POLI et al., 2002;
PENNISI et al., 2004; ENNAS et al., 2012), Argentina (BRUMPT, 1949), Portugal
(COSTA-DURAO et al., 1994; MARCOS et al., 2009; CARDOSO et al., 2010; MAIA et
al., 2010), Espanha (CRAIG et al.,1989; BARNES et al., 1993; HERVAS et al., 1999;
HERVAS et al., 2001; LEIVA et al., 2005; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; SOLANO-
GALLEGO et al., 2007; AYLLON et al., 2008; SHERRY et al., 2011), Frangca (DUNAN
et al., 1989; LAURELLE et al., 1996; OZON et al., 1998; PRATLONG et al., 2004;
GREVOT et al., 2005) e Venezuela (BONFANTE-GARRIDO et al., 1996).

No Brasil, o primeiro registro foi no estado do Para, em um gato com lesdes
em focinho e orelhas, o qual teve citologia positiva, porém nao foi identificada a espécie de
Leishmania que causou a infeccdo (MELLO, 1940). Apds isso, outros casos foram

relatados em alguns estados do pais (Tabela 1).



TABELA 1. Epidemiologia da infec¢éo por Leishmania spp. em felinos domésticos no Brasil.
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% Positivos

Estado Autores N Parasitolégico | ELISA | RIFT | PCR | qPCR
amostral
Mello (1940) 1 100 - - - -
Oliveira et al. (2015 a) 443 - - 4 - -
Para
Carneiro et al. (2020) 1 100 - - 100 -
Maranhdo Rocha et al. (2019) 105 - - 30,4 5,7 -
Piaui Mendonga et al.(2017) 83 4 4 - - -
Bahia Santos et al. (2021) 90 4.4 - - 7.8 -
Silva et al. (2013) 153 - 3,9 - - -
Pernambuco "y 10 ois et al(2013) 5 - - - 80 -
Berenguer etal.(2020) 128 0,7 - - 0,7 -
Paraiba Silva et al. (2020) 2 100 100 - 100 -
Rio Grande | Begerra et al. (2019) 91 - - 15,3 - -
do Norte
) Passos et al. (1996) 1 - - - 100 -
1(\}4‘“'“‘.5 Silva et al. (2010) 1 - - 100 | 100 -
erais
Coura et al. (2018) 100 - - 54 - -
Costa-Val et al.(2020) 64 - 29,8 - 12,5 -
, Schubach et al. (2004) 2 100 - - - -
Eﬁe?fo Silva et al. (2008) 8 - - 25 | 25 -
Figueiredo et al.(2009) 1 100 100 100 - -
Parand Matos et al. (2018) 679 - 434 | 158 - -
Santa . 30 _ _ 6,6 N -
Catarina Pedrassani et al.(2019)
Dahroug et al. (2010) 16 - - - 37,5 -
1 - - - 100 -
Mato Dahroug et al. (2011)
Grosso Madruga et al. (2018) 1 100 - - 100 -
Headley et al. (2019) 2 100 - - - -
Mato Braga et al. (2014%) 50 - - 4,0 - -
S“’SS" do T'gousa ctal. (2014) 151 - - 6.6 - -
ul
Metzdorf et al. (2017) 100 4,0 - - 6,0 -
Bresciani et al. (2010) 283 0,7 - - - -
Coelho et al. (2011a) 52 3,8 - - 3.8 -
Coelho et al. (2011b) 70 - 4,2 - - -
Vides et al. (2011) 55 18,2 254 10,9 | 100 -
113 - 11,5 ; - 5
S0 Paulo Neto et al. (2011)
Sobrinho et al. (2012) 302 9,9 12,9 4,6 | 100 -
386 - - - -

Cardia et al. (2013)

0,5
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Continuacdo: TABELA 1. Epidemiologia da infec¢do por Leishmania spp. em felinos domésticos no Brasil.

Estado Autores N % de Positivos
amostral | Parasitolégico | ELISA | RIFI | PCR | qPCR
Braga et al. (2014b)
50 4,0 - 4,0 - -

Hirata (2015) 95 - - - - 12,6
Oliveira et al.(2015b) 52 - - - 13,5 -

S3o0 Paulo Benassi et al. (2017) 108 - - - - 1,8
Marcondes et al. 90 14 - 14 5,5 -
(2018)
Leonel et al. (2020) 94 - 31,9 - - -

A partir dos dados acima descritos, observa-se que apenas uma pequena
fracdo desses estudos foi realizada na regido Nordeste que abriga 58% de todos os casos
notificados de leishmaniose visceral em humanos no Brasil, dos anos de 2015 a 2019
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Ainda de acordo com o Sistema de Agravos de
Notificacdo (SINAN), o Maranhdo, no periodo acima citado, teve 3.052 casos notificados,
sendo 348 deles registrados no municipio de Sao Luis, capital do estado, o que torna esta
regido uma area de relevancia epidemioldgica para esta doenca no pais (MINISTERIO DA

SAUDE, 2020).

O unico relato de leishmaniose em gatos no Maranhdao, mais
especificamente no municipio de Sao Luis, foi realizado por Rocha et al. (2019), no qual
foram avaliados 105 gatos. O estudo obteve positividade em 32 (30,48%) felinos positivos
por RIFI e 3 (2,86%) por PCR, em amostras de sangue e swab conjuntival,
respectivamente. Dentre os fatores que contribuem para esse cendrio estdo o acimulo de
residuos so6lidos nos quintais das residéncias, auséncia de coleta de lixo, livre acesso de
gatos as ruas e coabitacdo com cdes positivos para leishmaniose visceral, assim como, a
intensa acdo do homem atuando no desmatamento de areas de floresta, gerando degradacao
ambiental dos ambientes silvestres, que facilita a transmissdo de muitos patdgenos para o
ambiente urbano (DA COSTA et al., 2015; ROCHA et al., 2019).

Aspectos relacionados ao vetor tem sido relacionados ao aumento no
numero de casos de LF, incluindo a adaptagdo a novos hospedeiros e mudancas na fonte de
alimentagdo de flebotomineos devido ao uso generalizado de repelentes de insetos em caes

como forma de preven¢do (MAIA et al., 2010; ABBATE et al., 2020).
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Estudos epidemioldgicos sugerem que gatos que vivem em areas endémicas
tém dados de risco de exposi¢ao e prevaléncia semelhantes a caes que habitam na mesma
area, apesar de geralmente serem assintomaticos ou subclinicos (OTRANTO et al., 2017;
IATTA etal., 2019).

O papel dos gatos no ciclo de transmissdo da leishmaniose permanece
controverso ¢ tem sido amplamente negligenciado. Nao se sabe se 0os mesmos servem
como hospedeiros primarios, secundarios ou acidentais (MAIA e CAMPINO, 2011;
PENNISI et al., 2015). No entanto, foi demonstrado experimentalmente a infecciosidade
de felinos domésticos positivos para leishmaniose para flebotomineos, por meio de
xenodiagndstico na Italia e no Brasil, respectivamente (MAROLI et al. 2007; DA SILVA
et al. 2010; MENDONCA et al, 2020), comprovando que os gatos podem ser um
hospedeiro secundario para L. infantum.

Em 2020, foi realizado o primeiro estudo que comprovou a transmissao da
leishmaniose visceral de um gato infectado por Leishmania infantum para um cao
saudavel. Apos a realizagdo do xenodiagndstico no gato, as fémeas de Lutzomya
longipalpis foram dissecadas para verificar a infec¢do por Leishmania, posteriormente os
mosquitos infectados foram alimentados no cdo. A infec¢do no canino foi comprovada por
meio de exames clinicos, soroldgicos, parasitologicos e moleculares. Com essas
descobertas, evidenciou-se nao apenas a possibilidade de infec¢cdo do vetor, mas também a
transmissdo para outro hospedeiro (cdo) e possivelmente para outras espécies, incluindo
humanos (BATISTA et al. 2020).

Mesmo com o numero crescente de casos de Fel, tem-se poucos estudos
sobre a quantidade de casos da infeccdo por Leishmania spp. em gatos no estado do
Maranhdo, como também um conhecimento limitado sobre os aspectos clinicos e
parasitologicos da infec¢do em felinos domésticos (PENNISI et al., 2015a; SILVEIRA-
NETO et al., 2015). Diante disso, o presente estudo objetivou avaliar o perfil clinico e
parasitoldgico de gatos domésticos (Felis catus domesticus) naturalmente infectados por

Leishmania spp. no municipio de Sao Luis- MA.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar os aspectos clinicos e parasitologicos de gatos naturalmente infectados

por Leishmania spp.

3.2 Especificos

e Identificar as principais alteragdes clinicas em gatos naturalmente infectados por
Leishmania spp.

e Avaliar os parametros hematologicos e bioquimicos de animais positivos e
negativos para leishmaniose felina.

e (Quantificar a carga parasitaria na medula 6ssea dos gatos naturalmente infectados
por Leishmania spp.

e Verificar possiveis correlagdes entre a carga parasitdria e sinais clinicos

apresentados pelos gatos positivos para leishmaniose.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram triados trinta e seis gatos (Felis catus domesticus) provenientes de
atendimentos em Clinicas Veterindrias ¢ no Hospital Veterinario “Francisco Edilberto
Uchoda Lopes”, na cidade de Sao Luis-MA, dos quais vinte animais compuseram 0s grupos
experimentais. Inicialmente foi explicado aos tutores/responsaveis pelos animais os
objetivos do estudo e solicitado a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo A), em seguida realizada anamnese e exame clinico detalhado
dos felinos, sendo os dados anotados em fichas individuais (Anexo B).

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica ¢ Experimentacio Animal

(CEEA) da Universidade Estadual do Maranhao, protocolo N° 24/2020 (Anexo C).

4.2 FORMACAO DOS GRUPOS

O critério utilizado para formacdo dos grupos experimentais foi
fundamentado na observacdo de formas amastigotas de Leishmania spp. no exame
parasitoldgico direto e confirmacdo pela amplificagdo do DNA do parasito na medula
Ossea pela Reagdo em cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR). Os animais foram
divididos em dois grupos: (GP) formado por dez animais positivos para leishmaniose, com
ou sem sinais clinicos da doenga, o segundo grupo (GC), corresponde ao grupo controle,
foi composto com dez animais livres da infec¢dao, confirmados pelo exame parasitoldgico
direto e a qPCR da medula 6ssea, e clinicamente higidos.

Além disso, adotou-se critérios de inclusao e exclusdo em nosso estudo. Os
animais deveriam ter peso acima de dois quilogramas e idade igual ou superior a seis
meses, € como critérios de exclusao, os gatos que apresentaram um ou mais sinais clinicos
sugestivos de alguma outra enfermidade, foram excluidos do grupo GC.

Para avaliacdo da correlag@o entre os sinais clinicos e a carga parasitaria da
médula 6ssea, os animais do grupo GP, foram divididos em trés grupos: assintomaticos
(sem presenga de sinal clinico), oligossintomaticos (um a trés sinais clinicos) e
polissintomaticos (acima de trés sinais clinicos), classificacdo de acordo com Mancianti et

al. (1988).
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4.3 COLETA E PREPARACAO DE MATERIAL PARA ANALISE

4.3.1 Coleta e processamento das amostras

Foram coletados 5 mL de sangue de cada animal, por meio de puncdo da
veia jugular externa, sendo 2 mL armazenados em tubos tipo “vacutainer” contendo
anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA), ¢ 3 mL armazenados em

tubos estéreis sem o anticoagulante (Figura 3).

FIGURA 3. Coleta de sangue em felino por pungdo em veia jugular externa. Sao Luis, MA. 2022.

S

O material coletado foi acondicionado em caixas isotérmicas, as amostras de
sangue armazenadas em tubos com EDTA foram encaminhadas ao Laboratorio de
Patologia Clinica da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), para determinacao das
séries vermelhas e brancas. Para avaliagdo do perfil bioquimico, as amostras sem
anticoagulante foram centrifugadas a 3.200 g por 5 minutos (rpm), o soro foi separado e
transferido para tubos de polipropileno tipo eppendorfs de 1,5 mL de capacidade. As
aliquotas foram utilizadas para determinacao das concentragdes séricas de ureia, creatinina,
proteina sérica total, albumina e as atividades séricas de alanina aminotransferase (ALT) e

aspartato aminotransferase (AST).
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4.3.2 Puncio Aspirativa dos Linfonodos e Médula Ossea

Apos realizacdo da medicagdo pré-anestésica (MPA) dos gatos, com
acepromazina (dose: 0,05 mg/kg/IM) e meperidina (dose: 0,3 mg/kg/IM) e monitoragao
por dez minutos, realizou-se a induc¢do anestésica com o uso de ketamina (dose: 5
mg/kg/IV) e diazepam (dose: 0,5 mg/kg/IV). Com o animal em plano anestésico, realizou-
se tricotomia e antissepsia no local da coleta, procedeu-se com as citologias aspirativas dos
linfonodos popliteos, utilizando agulhas 25 mm x 0,7 mm acopladas com seringas de 10
mL, e da medula 6ssea na regido da crista iliaca, utilizando-se agulha 25 mm x 8§ mm
acoplada a seringa de 10 mL (Figura 4).

FIGURA 4 (A E B). Pungao aspirativa de medula 6ssea em regido de crista iliaca de felino, proveniente de
area endémica para leishmaniose visceral canina ¢ humana, Sao Luis-MA,2022.

~

O material coletado dos linfonodos foi transferido para laminas de vidro e
utilizado para realizagdo de esfregagos, para pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania spp. Apoés secagem das laminas a temperatura ambiente, as mesmas foram
coradas com kit panoético rapido e visualizadas em microscopio Optico, na objetiva de
aumento de 100x em o6leo de imersdao. Da mesma forma procedeu-se com a amostra
coletada da medula 6ssea, sendo o restante do aspirado transferido para tubos contendo
anticoagulante EDTA, e em seguida armazenados em freezer a temperatura de -20°C, para
posterior pesquisa do DNA do parasita por meio da reacdo em cadeia da polimerase em

tempo real (qPCR)
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4.3.3 Citologia de Pele

Durante as coletas, os gatos sintomaticos, nos quais observou-se lesdes
nodulares ou ulcerativas, foram submetidos ao exame de citologia de pele ou de nodulo,
sendo utilizadas as técnicas: de impressao direta com lamina (imprint), escarificacdo (com
uso de escova ginecologica), pungdo aspirativa com auxilio de agulha fina (PAAF) (Figura
5), 13 mm x 4,5 mm, e seringa de 5 mL. Escolheu-se a técnica que mais se adequasse a
lesdo observada. O material coletado foi transferido para laminas de vidro, apds secagem a
temperatura ambiente, foram coradas com o kit panotico rapido, e realizada a leitura da
lamina em microscopio Optico, para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp.

FIGURA 5. Citologia de pele em lesdo localizada em regido toracica direita, utilizando técnica de
escarifica¢do com auxilio de escova ginecologica. Sdo Luis-MA, 2022.

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL
QUANTITATIVA (qPCR)

4.4.1 Extracao de DNA

As amostras dos aspirados de medula 6ssea armazenadas a -20°C, foram
retiradas do freezer, mantidas por 10 minutos em temperatura ambiente para extracdo do
DNA utilizando-se o kit comercial de extragdo NewGene Prep (Simbios Biotecnologia,

Brasil), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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4.4.2 Quantificacao e Pureza do DNA das Amostras

O DNA extraido foi purificado utilizando o kit NewGene Preamp, seguindo
as orientacdes do fabricante, apos isso as amostras foram colocadas no espectrofotometro
(NanoDrop Lite, Nano-Drop Technologies®, Deleware, EUA) para quantificagdo e
avaliacdo da qualidade do DNA das amostras. A proporc¢ao da absorbancia utilizada foi de
260 a 280 nandmetro. O DNA foi considerado puro quando o valor da relagdo de
absorbancia encontrou-se proximo a 1.8 ng/puL. As amostras que ndo se enquadraram nesse
valor foram descartadas do experimento. ApoOs a purificagdo, as aliquotas foram

armazenadas a -20°C até o momento da realizagdo da qPCR.

4.4.3 qPCR das amostras de medula 0ssea

A gPCR para deteccdo do DNA do protozoario Leishmania spp. foi
realizada em todas as amostras de MO dos gatos do estudo. Para tanto, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores senso (5’-CCTATTTTACACCAACCCCCAGT-3’) e anti-
senso (5’- GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA-3’), obtendo-se ao final da reagdo a
amplificacdo de um fragmento de DNA no tamanho de 121 pares de bases.

Para a reagdo de qPCR quantitativa foi utilizado o kit NewGene LVCAmp
(Simbios Biotecnologia, Brasil) em volume final de 30 pL, sendo 28 pL da solugao
Mastermix LVC (composta pela solucdo tampao, dNTP’s, dgua, primers e sonda
TagMan®- FAM) adicionada da enzima Taq polimerase, € 2uL. de cada amostra de DNA
extraida da MO dos felinos. Como controles utilizou-se 0 NewGene LVCRefQ, incluso no
kit, composto pelos reagentes PA (ponto de alta carga), PB (ponto de baixa carga) e CIQ
(Controle Interno de Qualidade) (Tabela 2).

TABELA 2. Controles utilizados na Rea¢do em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR).

Controles Equivalente Leitura
genoma/mL
PA 40.000 Standards
PB 400 Standards
CIQ 400 —40.000 Unknowm

Fonte: Simbios Biotecnologia
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Para realizacdo da técnica, procedeu-se com a retirada das amostras de
DNA, ja extraidas e o mastermix do congelador para a bancada de trabalho até alcancarem
a temperatura ambiente. Retirou-se do freezer, a enzima Taq Polimerase e os frascos
contendo os controles que foram utilizados na reagdo e armazenou-os em caixa isotérmica
com gelo durante o uso. Prosseguiu-se com a limpeza da bancada com alcool 70% antes do
inicio das atividades.

No tubo da solugdo mastermix adicionou-se 5 pL da enzima Taq
polimerase, em seguida levou-se para centrifugar a 10.000 g por 30 segundos. Em seguida,
aliquotou-se 28 uL da mistura e pipetou-se em cada um dos 24 pocos da placapara qPCR.
Em seguida, nos trés primeiros pogos ¢ duas primeiras colunas da placa, adicionou-se 2 uL
dos controles usados na reacao, PA, SIQ e PB, respectivamente, em duplicata, seguindo a
sequéncia dos pogos aplicou-se 2 pLL de cada amostra de DNA nas placas, verificou-se se
havia a presenga de bolhas, para entdo fecha-la e dar inicio a amplificagao.

As reagdes de amplificagdo foram conduzidas no termociclador BIO-RAD
CFX96™ Real-Time System (Berkeley, Califonia) com desnaturacio inicial a 95°C por 3
minutos, 39 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e anelamento a 60°C por 1
minuto. Os produtos da qPCR foram analisados com o programa especifico do
equipamento. A validagdo dos resultados da quantificagdo foram determinados pela
observacido do valor do indice de regressio (R?), obtido a partir de quatro pontos de
referéncia que apresentaram leitura (CT), ou seja, foram positivos na qPCR, utilizando-os
como Standard no momento da leitura dos resultados no software. O valor de R? deve ser

superior a 0,9 (Apéndice B).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados e armazenados em planilhas no
Microsoft Excel, em tabelas e/ou graficos conforme o tipo de varidvel analisada. Foi
calculado a média e desvio padrdo dos resultados do perfil hematolégico e bioquimico. A
normalidade dos dados foi demonstrada pelo teste Shapiro-Wilk. Para avaliacdo dos
parametros hematologicos e bioquimicos entre os grupos foi utilizado o teste qui-

quadrado. Os testes de correlagdo de Spearman e o teste de Mann-Whitney foram utilizados

para avaliar a intensidade de correlagdo entre a carga parasitaria e os sinais clinicos dos

animais, e comparar os grupos clinicos (oligossintomdtico e polissintomatico),
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respectivamente. Para execugdo dos testes estatisticos foi utilizado o apoio instrumental do
software GraphPad Prism 9.0 (Prism Software, Irvine, CA, USA), considerando niveis de

significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo ¢ o segundo realizado no estado do Maranhdo, sendo o
primeiro a utilizar a Rea¢do em Cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) para
diagnostico e quantificacdo de Leishmania spp. em gatos domésticos. O mesmo
compreendeu a triagem de 36 gatos com idade igual ou superior a seis meses de idade, nos
quais em 8,3% (3/36) observou-se formas amastigotas do parasito por meio do exame
parasitologico direto, em amostras coletadas de pele e linfonodos, e 27, 7% (10/36)
apresentaram DNA do protozoario na qPCR de MO.

Nosso estudo encontrou positividade superior, no exame parasitoldogico
direto, se comparado com os resultados observados por Mendonga et al. (2017), que
encontraram positividade de 4% (3/84) em laminas coletadas de linfonodos popliteos.
Vides (2014) em seu experimento encontrou 7% (7/95) dos gatos positivos para
leishmaniose em amostras de linfonodos e medula 6ssea.

De posse desses resultados, os animais foram divididos em dois grupos: dez
gatos positivos com ou sem sinais clinicos para leishmaniose felina (GP) e dez gatos no
grupo controle (GC) negativos para a enfermidade em questdo. Os dez felinos que
compuseram o grupo infectado (GP) eram a maioria fémeas 80% (8/10), com idade entre 6
meses e 11 anos de idade, 50% (5/10) eram castrados, todos domiciliados, sendo que 80%
(8/10) habitavam em residéncias localizadas na area urbana do municipio de Sido Luis,
coabitavam com outros animais (caninos e felinos), destes, quatro gatos 40% (4/10)
conviviam com caes sabidamente positivos para leishmaniose visceral.

Entre as variaveis epidemiologicas supracitadas, a coabitacdo com caes com
leishmaniose visceral foi mencionada em outros estudos como fator indicativo da presenca
da infecg¢do por Leishmania spp. em gatos domésticos (ROCHA et al. 2019; MORELLI et
al., 2020).

Em trinta por cento dos gatos do grupo GP observou-se a presenga de
formas amastigotas de Leishmania spp. em lamina de microscopia (Figura 6 e 7). A regido
da orelha, coxins e linfonodos desses animais foram os locais onde observou-se a presenca

do parasito. O animal que apresentou maior parasitismo foi o que teve citologia coletada da



42

regido das orelhas (Figura 6 A e B). Esse resultado assemelha-se ao observado por
Alcantara (2019), onde dois felinos infectados com Leishmania infantum haviam

apresentado carga parasitaria média e alta em citologias dermatoldgicas da mesma regido.

Figura 6. Fotomicrografia de esfregacos de lesdes de pele em felinos naturalmente infectados com
Leishmania spp., em A e B, formas amastigotas do parasito em fragmento de pele da orelha, apresentando
alta carga parasitaria. Em C e D — formas amastigotas do parasito em citologia coletada de lesdes em coxins,
observa-se na seta preta, a presenca do protozoario. Objetiva 100x. Coloragdo Pandtico Rapido®. Sdo Luis-
MA, Brasil, 2022.

PR
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Outras regides utilizadas para coleta das citologias foram a medula Ossea e
linfonodos popliteos dos animais, no entanto, encontrou-se a presenca de Leishmania
apenas no ultimo (Figura 7). Nossos resultados assemelham-se ao estudo de Coura et al.,
(2018), no qual ao realizar exame parasitologico em MO de gatos para pesquisa de
Leishmania spp, ndo observou a presenca do protozoario em ldminas. A maioria dos
estudos realizados com a utilizacdo do método de observacao direta do parasito para

diagnostico da  leishmaniose em  felinos, obtiveram resultados positivos
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em esfregacos coletados da regido dos linfonodos (METZDORF et al., 2017;
BERENGUER et al., 2020; CARNEIRO et al., 2020; SANTOS et al., 2021). Dentre os
orgaos linfoides, os linfonodos tém sido apontados como locais de coleta mais sensiveis

para diagnoéstico da leishmaniose em gatos.

FIGURA 7. Fotomicrografia de esfregacos de linfonodos popliteos de gato naturalmente infectados com
Leishmania spp. Nas setas formas amastigotas do parasita. Objetiva 100x. Coloragdo Panotico Rapido®. Sao
Luis- MA, Brasil, 2022.

Em relag¢do aos animais do grupo controle, esses possuiam entre seis meses
e dois anos de idade, sendo 60% fémeas (6/10) e 40% machos (4/10), sem raca definida,

com teste negativo nos exames diagnosticos e clinicamente higidos.

5.1 Sinais clinicos observados nos animais positivos para
leishmaniose felina

Todos os animais examinados foram classificados como sintomaticos e
assintomaticos, apo6s a avaliacdo fisica. Cem por cento dos gatos positivos para
leishmaniose apresentavam dois ou mais sinais clinicos. Similarmente, no experimento de
Silva et al., (2019), todos os gatos pertencentes ao grupo de positivos para LF

apresentaram uma ou multiplas alteragoes no exame fisico.
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Os sinais clinicos mais observados em nosso estudo foram: alteragoes
dermatologicas (80%), secrecdo ocular (50%), mucosas hipocoradas (50%),
linfoadenomegalia (50%), gengivoestomatite (40%), secrecdo nasal e anorexia (20%)

Figura 8).

FIGURA 8. Sinais clinicos apresentados por gatos naturalmente infectados por Leishmania spp. Sdo Luis,
MA, Brasil, 2022.
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As lesdes cutaneas mais prevalentes foram as do tipo: ulcerativas e
crostosas, com 40% e 30%, respectivamente (Figura 9). Em relacdo a localizagao,
essas encontrava-se em regido de cabega, especificamente na extremidade das
orelhas, no focinho e ao redor da boca, como também em membros anteriores e

posteriores (Figura9 A, B, C, D, E ).
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FIGURA 9. Alteragdes fisico-clinicas em gatos naturalmente infectados por Leishmania spp. A e B lesdes em
bordas e base de orelhas, C e D: aumento de volume em regido de coxins e lesdo localizada em regido de
digitos de gato, E: lesfo localizada em regido peribulcal; F: gengivoestomatite, G: secre¢do ocular; H:
uveite em olho direito; I: mucosas oculares hipocoradas. Sdo Luis-MA, Brasil, 2022.

Os sinais clinicos observados em nosso estudo sdo semelhantes aos
relatados na revisdo sistemadtica realizada por Abramo et al. (2021), que relataram lesdes
cutaneas como uma das principais alteracdes observadas em gatos com leishmaniose, ¢

essas geralmente estdo localizadas na cabeca, mais precisamente nas orelhas, palpebras,
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focinho e boca e nas partes distais dos membros anteriores e posteriores. Presume-se que
as regioes de orelha externa, focinho, regido periocular e plano nasal sdo mais afetados
devido ao fato dos flebotomineos terem predilecdo por areas glabras, no momento do
repasto sanguineo (DA SILVEIRA-NETO et al, 2015).

Dentre os gatos do grupo GP, um deles apresentou hiperplasia na regido dos
coxins com presenca de lesdes ulceradas, esse sinal clinico ainda ndo havia sido observado
em nenhum outro estudo realizado em animais com LF. Outros autores ja relataram lesdes
ulceradas e nddulos localizados nos coxins (SOUZA et al., 2005; FERNANDEZ-
GALLEGO et al., 2020).

Entre as alteragdes ndo dermatoldgicas, as mais citadas na literatura que
sdo similares as encontradas em nossa pesquisa foram: linfonodos hipertrofiados
(BRIANTT et al., 2019; SILVA 2019; SANTOS et al., 2021), alteragcdes oculares (uveite e
secrecdo ocular) (VERNEUIL, 2013; RICHTER et al., 2014; LEAL et al., 2018;
PEREIRA et al., 2019c; PIMENTA et al., 2015) e gengivoestomatite (VERNEUIL, 2013;
MAIA et al., 2015; MIGLIAZZO et al., 2015; BEZERRA et al., 2019; FERNANDEZ-
GALLEGO et al., 2020; SANTOS et al., 2021).

As alteracdes oculares e linfoadenomegalia sdo achados frequentemente
observados em gatos e cdes positivos para leishmaniose. O ultimo achado pode ser
explicado pelo fato dos linfonodos funcionarem como “filtros” que interceptam os
antigenos presentes na linfa, ou seja, durante a infeccao por Leishmania spp. irdo atuar na
defesa do organismo do hospedeiro frente ao parasito (TIZARD, 2014).

Em relagdo aos sinais oculares, no estudo realizado por Pennisi et al.,
(2015), essas foram relatadas em aproximadamente um terco dos gatos afetados. Ja a
revisdo de literatura realizada por Pereira e Maia (2021) constatou que um quarto dos
animais com LF apresentava uveite.

O quadro clinico variavel e a presenca desse grande nimero de sinais
encontrados nos felinos domésticos que compuseram nosso estudo, ressaltam a
importancia da inclusao do diagnoéstico diferencial para leishmaniose visceral em gatos que

habitam em areas endémicas.
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5.2 Perfil Hematologico e Bioquimico

Na analise hematologica dos grupos experimentais (Tabela 3), ndoobservou-
se alteracdo na média dos eritrdcitos, nas concentracoes de hemoglobina e nos valores de
hematocrito do grupo GP como também nos animais livres da infec¢ao pelo parasito. Ao
avaliar individualmente esses parametros no grupo (GP), constatou-se que trésanimais 30%
(3/10) estavam com quadro de anemia normocitica normocromica.

Ja no leucograma houve elevagao da média dos leucocitos e neutrofilos no
grupo dos gatos positivos para leishmaniose, nos apontando assim a presenca de um
processo infeccioso nesses animais. Além disso, observou-se que quatro felinos positivos
40% (4/10) apresentaram monocitose, enquanto nos felinos do GC nao foram observadas
alteragdes em monocitos, havendo assim diferenga estatistica entre os grupos analisados
(P<0,05).

A neutrofilia e a monocitose observada nos gatos do grupo GP pode estar
relacionada as lesdes de pele presentes nesses animais, pois as mesmas apresentavam-se
com presenga de processo infeccioso e inflamatério associado. Como se sabe, os
mondcitos participam da regulagdo da resposta inflamatéria e desempenham funcgdo
imunorreguladorana apresentagdo de antigenos aos linfocitos T (THRALL et al., 2015).

Ao avaliar a contagem de plaquetas, observou-se redu¢do na média de
ambos os grupos, sendo que oito gatos do grupo positivo (GP) e do grupo controle (GC)
apresentaram trombocitopenia (Tabela 3). Similarmente, hd relatos da reducdo na
contagem de plaquetas em felinos positivos e sintomadticos para leishmaniose (RICHTER

et al., 2014; PIMENTA et al.,, 2015; BASSO et al., 2016; PEREIRA et al., 2019).
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TABELA 3. Média e Desvio padrdo dos pardmetros hematologicos grupo de gatos positivos para
leishmaniose (GP) e grupo controle (GC). Sao Luis, MA, Brasil, 2022.

Gatos positivos Gatos negativos (GC) Referéncias*
Parimetros (GP) X +o X +o
Eritrocitos (x 10°uL ) 6,5+ 1,97 6,9+ 1,78 5,0-10,0
Hemoglobina g/dL 12,6 £ 6,38 10+ 1,73 8-15
Hematécrito % 33,1+8,73 34,1+ 8,9 24-45
Leucocitos (x 10° uL) 20,8+ 7 8,7+ 4,37 5,5-19,5
Neutréfilos (x 10° pL) 15+5,14 5,7+ 3,23 2,5-12,5
Linfocitos (x 10° uL) 4,6+1,71 2,5+ 1,08 1,5-7
Eosinéfilos (x 10°uL) 0,6 £0,97 0,6+ 0,84 0-0,75
Monécitos (x 10° uL) 0,4+0,5 0+ 0 0-0.85
Plaquetas (mm’) 132,7£ 92,24 201+ 124,10 230-680

*Valores segundo SCHALM’s Veterinary Hematology (2000). A letra a mostra a diferenga
estatisitica significativa (P <0,05) em compara¢@o com o grupo controle (GC).

Quanto a andlise do perfil bioquimico para avaliacdo da fun¢do hepatica,
houve elevacdo na média da enzima alanina aminotransferase (ALT) nos gatos do grupo
GP, no entanto apenas dois gatos positivos para LF apresentaram aumento nesse
parametro. Devido a isso nao podemos considerar como alteracao significativa em nosso
estudo (Tabela 4).

Na avaliagdo da funcdo renal, a enzima ureia, apresentou diferenca
estatistica significativa entre os grupos (P<0,05). Segundo Pereira & Maia, (2021), a
azotemia ¢ frequentemente relatada nos casos de infec¢ao por Leishmania spp. em gatos.
Na pesquisa realizada por Navarro et al. (2010), observou-se a presenga de infiltrado

inflamatorio intersticial formado por macroéfagos, linfocitos e plasmocitos, como também
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proteinuria tubular nos rins dos gatos com LFs, essas alteragdes podem ocasionar um
quadro de disfun¢ao renal.

No que se refere ao perfil de proteinas totais e fragdes, como albumina
e globulina, considerou-se hiperproteinemia em 30% (3/10) dos felinos do GP,
seguidos de hiperglobulinemia em 40% (4/10) e hipoalbuminemia em 30% (3/10) dos
gatos. A relagdo Albumina/Globulina estava abaixo do valor de referéncia em 30%
(3/10) dos animais avaliados. Resultados semelhantes foram encontrados no
experimento realizado por Santos et al., (2021) em que observou-se elevagcdo na
dosagem de proteinas totais e globulinas. Segundo Chatzis et al., (2020), a
hiperglobulinemia ¢ um dos achados mais frequentes em felinos com leishmaniose.

TABELA 4. Média e Desvio padrdo dos parametros bioquimicos do grupo de gatos positivos para
leishmaniose (GP) e grupo controle (GC). Sdo Luis, MA, Brasil, 2022

Gatos positivos Gatos negativos (GC) Referéncias*
Parametros (GP) X +o X +o

ALT (U/L) 79,48+ 171,11 44+ 23,56 10-50
AST (U/L) 37,69 + 47,48 29+ 15,3 10-88

Ureia (mg/dL) 4541+21,4° 51,01+ 16,47 42.8-64,2
Creatinina (mg/dL) 0,73 £ 0,69 0,6+ 0,34 0,5-1,8
Proteinas totais (g/dL) 7,51+ 1,45 7,2+ 1,14 5,8-7,9
Albumina (g/dL) 2,4+0,75 3,0+ 0,86 1,9-3,8
Globulina (g/dL) 5,1+1,51 4,2+ 1,11 2,6-5,1
Relagdo A/G 0,5 +0,21 0,8+ 0,3 0,4-1,1

*Valores segundo KANEKO, J. J. Clinical Biochemistry of Domestic Animals (2008).
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5.3 qPCR em Tempo Real das amostras de medula 0ssea

Na Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real quantitativa (qPCR),
27,7% (10/36) apresentaram DNA do protozoario Leishmania spp. na medula Ossea,

apresentando valores de Ct entre 22,13 e 34,18 (Figura 11).

FIGURA 10 A e B. Curva detecgdo para DNA de Leishmania spp. em amostras de medula 6ssea de gatos.
Analise realizada pelo aparelho BIO-RAD CFX96™ Real-Time System (Berkeley, Califonia). Sio Luis-MA,
2022.
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Poucos estudos no Brasil utilizaram a técnica de qPCR para diagndstico de
leishmaniose em felinos (HIRATA, 2015; BENASSI et al., 2017). Hirata (2015), ao
avaliar a presenca de Leishmania spp. na medula 6ssea de gatos de uma area endémica no
estado de Sdo Paulo, encontrou positividade de 12,6% (12/95) com o emprego da qPCR.
Benassi et al. (2017), obteve 1,85% (2/108) dos felinos positivos para Leishmania spp.
na qPCR de amostras de swab conjuntival. Ambos estudos obtiveram percentuais
inferioresao compararmos ao resultado encontrado em nosso experimento.

Nos dez felinos do grupo infectado houve a amplificacio do DNA de
Leishmania na medula 6ssea, entretanto, em sete (70%) destes animais nao foi observada a
presenca de formas amastigotas do parasito no exame parasitologico direto do mesmo
tecido. Diante do exposto, podemos afirmar que a qPCR ¢ uma técnica que apresenta maior
sensibilidade quando comparada ao exame parasitologico direto de 6érgaos linfoides.

Além disso, a Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real pode ser
utilizada ndo somente para fins de diagndstico, como também para o monitoramento dos
gatos durante o tratamento, uma vez que ¢ possivel realizar a quantificacdo da carga
parasitaria apresentada por esses animais (ATTIPA et al., 2017)

Em relagdo a amostra utilizada para realizacdo da qPCR, a medula 6ssea
(MO) ¢ um dos tecidos de predilecdo para realizacdo do diagnéstico molecular, devido ao
seu intenso parasitismo ja demonstrado em estudos com cdes e seres humanos com
infecgdo ativa por Leishmania spp. (SOLCA et al., 2014; NORONHA et al., 2019).

Em gatos, foi demostrado que MO ¢ uma amostra apropriada para o
diagnostico de leishmaniose por PCR (CHATZIS et al., 2014; MARCONDES et al., 2018).
Além disto, a realiza¢do da coleta de medula 6ssea sob correta sedagdo dos gatos causa

menor impacto no bem-estar desses animais (WOOQODS et al., 2021).

5.4 Determinac¢do da carga parasitaria na medula 0ssea

Os resultados individuais da carga parasitaria na medula 6ssea dos dez gatos
infectados por Leishmania spp. encontram-se apresentados na tabela 5. Houve variagdo

de 11.050 a 72.680.000 copias de parasitas/mL nos animais do nosso estudo.
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Tabela 5. Carga parasitaria da medula 6ssea de gatos naturalmente infectados por Leishmania spp. Sdo Luis-
MA, 2022.

CARGA PARASITARIA
Gatos parasitos/ mL

1 49.330

2 11.050

4 26.170

7 37.590
13 2.886.000
14 72.680.000
20 30.220
23 96.990
26 165.300
29 755.200

Ao se proceder o teste de correlacdo entre os sinais clinicos a carga
parasitaria encontrada na medula 6ssea, podemos observar que essa foi inversamente
proporcional aquela (r= -0.47), ou seja, quanto maior a quantidade de parasitos na
medula Ossea, menos os sinais clinicos apresentaram os gatos positivos para
leishmaniose. Nao houve diferenga estatistica significativa entre as varidveis analisadas

(p>0,05) (Figurall).
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FIGURA 11. Correlagdo entre os sinais clinicos apresentados pelos gatos do grupo GP e a carga parasitaria

da medula 6ssea. Sdo Luis-MA, 2022.
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Nosso estudo foi o primeiro a avaliar a correlagcdo entre a carga parasitaria m
MO e a sintomatologia clinica apresentada por animais positivos para leishmaniose felina.
A literatura aponta que geralmente os gatos com a infeccdo por Leishmania spp. sao
assintomaticos, ou seja, mais resistentes ao desenvolvimento clinico da doenca (PENNISI,
2010). Desta forma, pode-se inferir que apesar da elevada quantidade de parasitos
presentes na MO, o sistema imunologico dos felinos ¢ capaz de controlar as manifestagoes
clinicas. No entanto, deve-se considerar também que os sinais clinicos apresentados

podem estar relacionados a presenca de coinfecgdes associadas.
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Ja& ao correlacionar os grupos dos animais oligossintomaticos e
polissintomaticos em rela¢do a carga parasitaria apresentada na MO, ndo houve diferenga

estatistica significativa entre os grupos avaliados (p>0,05) (FIGURA 12).

FIGURA 12. Correlagdo entre os grupos dos animais oligossintomaticos e polissintomaticos com a carga

parasitaria da medula 6ssea dos gatos positivos para leishmaniose. S3o Luis- MA, 2022.

Carga parasitaria da MO

8x107 - p=0.22
° )
]
= 6x107
[1+]
.
L1+ ]
o
= 4x107
o
Lok ]
E 2x107 -
=
Z
01l —otrot ampum—
2 &
o
& o«
& &

0 &)

& &

& N

L] f.,_-,l|§J

S 5§
o &

Em contraste ao resultado observado em nosso estudo, Ramos (2012), observou
que os cdes polissintomaticos para leishmaniose apresentaram carga parasitaria mais

elevada, quando comparado ao grupo de animais oligossintomaticos.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, pode-se inferir:

Foi constatada a presenca do parasito Leishmania spp. infectando gatos domésticos no

municipio de Sao Luis-MA.

Todos os gatos positivos para leishmaniose foram sintomaticos, os sinais clinicos mais
sugestivos da presenga da infeccdo em felinos foram: lesdes dermatoldgicas,

linfoadenomegalia e alteragcdes oculares.

Na avaliacdo hematologica e bioquimica, os gatos naturalmente infectados por

Leishmania spp. apresentaram monocitose e elevagdo da dosagem de ureia.

A carga parasitaria da medula Ossea dos gatos positivos para leishmaniose foi

considerada baixa a alta.

Nao houve correlagdo positiva entre a carga parasitaria ¢ a quantidade de sinais
clinicos, no entanto observou-se que oOs animais com menor carga parasitaria
apresentaram mais sinais clinicos. Frente ao exposto, recomenda-se a realiza¢do do

diagnostico diferencial para descartar coiinfec¢des associadas.

Ressalta-se a importancia da associagdao dos achados clinicos e parasitarios para um
melhor diagnostico e prognéstico da leishmaniose em felinos, € sugerem-se mais
estudos sobre a apresentacdo clinica e parasitdria da doenga em gatos que se

encontram em diferentes estagios clinicos da infeccao.
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APENDICES

APENDICE A: qPCR QUANTITATIVA PARA DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE
EM GATOS — CURVA PADRAO.

APENDICE B — Grafico de linha da curva padrio da Reagdo em Cadeia da Polimerase em
tempo Real (qQPCR) do pool de amostras de medula ossea de felinos. Eficiéncia da reagdo
de 79,4%, coeficiente de correlagdo linear (R*) = 1,0 (Sdo Luis, 2022).
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APENDICE C — Gréfico de linha da curva padrao da Reagdo em Cadeia da Polimerase em
tempo Real (QPCR) do pool de amostras de medula 6ssea de felinos. Eficiéncia da reagdo
de 103,8%, coeficiente de correlacio linear (R%) = 0,98 (Sdo Luis, 2022).
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ANEXOS

ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , CPF n°
residente em , tutora do
animal , Sexo , 1dade , raca , autorizo a participagdo

do meu animal no projeto de mestrado intitulado “Perfil Imunoldgico de Gatos
Naturalmente Infectados com Leishmania spp. no Municipio de Sdo Luis- MA”, realizagao
de coleta de material (sangue total, pun¢cdo medular e/ou linfonodo e citologia de pele) pela
Mestranda Walérya Lima Silva Santos Mendonga para realizacao de exames laboratoriais
como Hemograma completo, bioquimicos (ureia, creatinina, AST, ALT, FA, Proteinas
totais e fragdes), testes moleculares (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real) e
sorologicos (teste Imunocromatocrafico FIV FeLLV e ELISA indireto) para confirmagdo ou
exclusdo do diagnostico de leishmaniose visceral felina. Também nao havera nenhumtipo
de despesa ou gratificagdo pela referida participagdo nesta pesquisa, os resultados
encontrados serdo usados somente para fins cientificos, podendo ser divulgados em

eventos e publicados em periddicos.

Sdo Luis,_ de de

(Assinatura do responsavel)



80

ANEXO B: FICHA DE AVALIACAO INDIVIDUAL.

FICHA DE AVALIACAO INDIVIDUAL GATOS

Nome: Idade:
Raca: Sexo:
Responsavel: Telefone:
Endereco:

DADOS DA ANAMNESE
Vermifugagio
Vacinagdo:

Castrado: ( )Sim ( ) Nao

Alimentagdo:

Ambiente:

Contactantes:

Tem acesso a rua ?

Procedimento cirtrgico recente ?

Presenca de Sinais Clinicos ?

Quais ? () dermatites ulcerativas () dermatites nodulares ( ) dermatites escamosas ( )Anorexia
() alopecia ( ) linfadenomegalia () perda de peso  ( )blefarite nodular () uveite
() gengivoestomatite ( ) letargia ( )desidratagdo ( ) vomitos ( )febre ( ) ictericia

( ) poliuria () Secregdo ocular ( ) diarréia  ( )corrimento nasal () aborto de repeti¢do

Outras:

Data da Coleta :

Observagoes:




ANEXO C: PARECER DO COMITE DE ETICA E EXPERIMENTACAO ANIMAL.

Sy Centro de Ciéncias Agrarias
R » | UN {VERS'DAD E Curso de Medicina Veterindria
¢ ESTADUAL DO Comissdo de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA)

MARAN HAO Credenciamento Provisério - CONCEA/MCT

Processo 01200.002200/2015-06 (449) - Emissdo 19/06/2015

s oy
)
5

oy ™

FORMULARIO DE PARECER

DATA DA ENTREGA NUMERO DO NUMERO DO DATA DO PARECER
DO PROCESSO PROCESSO PARECER
19/11/2020 24/2020 24/2020 04/03/2021

1. TITULO DO PROJETO

Perfil Imunolégico de Gatos Naturalmente Infectados com Leishmania spp. no Municipio
de Sao Luis- MA.

2. LOCAL DA EXECUCAO (IES/Laboratério)
Laboratorio de Imunodiagnostico/LAMP

3.  OBJETIVO

Geral: Avaliar o perfil imunolégico de gatos naturalmente infectados por Leishmania spp.
no municipio de S3o Luis- MA.

Especificos: Diagnosticar gatos naturalmente infectados com Leishmania spp. por meio do
exame parasitologico, teste ELISA indireto ¢ Reagio em Cadeia da Polimerase (qPCR);
Quantificar os niveis das citocinas participantes da resposta imune celular: Interferon- gama
(TFN-y) e da resposta imune humoral: Interleucina 5 (IL-5) no sangue de gatos naturalmente
infectados por Leishmania spp.; Comparar niveis de IEN-y e IL-5 entre os gatos
naturalmente infectados por Leishmania spp. com ¢ sem sinais clinicos da doenca.

4.  ESPECIE ANIMAL/RACA
Espécie: Felinos.

5% CARACTERJZACJ\O DA AMOSTRA AUTORIZADA.
Numero de animais/grupo: 10 Nuamero de grupos: 3
Quantidade total de animais: 30 animais

Especificar cada grupo:

1° Grupo: o primeiro grupo composto por dez animais com sinais clinicos de
Leishmaniose felina (sendo considerado sintomatico a partir da observagio de um sinal
clinico).

2° Grupo: 10 animais positivos (naturalmente infectados), sem sintomas de LV felina.
3° Grupo: 10 animais livres da infecgao por Leishmania spp.

6. PERIODO DE EXECUCAO DA PESQUISA
Inicio: 05/05/2021  Términe: 05/06/2022
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