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RESUMO
As leishmanioses s&o zoonoses e atualmente encontram-se entre as seis endemias
consideradas prioritarias no mundo. A leishmaniose em felinos ja vem sendo relatada
em alguns paises, mas ainda existem poucos estudos sobre o assunto em regides
endémicas para a doencga. A regido Nordeste do Brasil € considerada como uma
regido endémica e ndo existem estudos que relatem a infec¢do por Leishmania sp.
em felinos no estado de Pernambuco. Desta forma, o presente estudo teve por
objetivo identificar e realizar a caracterizagéo molecular de Leishmania spp. em felinos
domésticos em regides endémicas no estado de Pernambuco. Para tanto, foram
avaliados 128 animais, nos quais foram coletadas e analisadas 347 amostras
biologicas, sendo 256 amostras de swab conjuntival, 91 amostras de sangue e trés
amostras de linfonodos. As amostras de sangue e swab foram submetidas ao
diagnostico molecular por meio da Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) para os
primers MC1/MC2 (Leishmnia infantum) e B1/ B2 (Leishmania brasiliensis) e, a partir
das amostras de linfonodo popliteo, foi realizado o diagnostico parasitolégico direto.
Da citologia de linfonodo, 33,33% (1/3) foram positivas, onde foram identificadas
formas amastigotas de Leishmania sp. Na PCR, todas as amostras de swab
conjuntival foram negativas para os primers B1/B2 e MC1/MC2. As amostras de
sangue foram negativas para os primers B1/B2 e 1,10% (01/91) foi positiva para os
primers MC1/MC2. ApGs o0 sequenciamento genético foi constatado que o DNA da
amostra era compativel com DNA de Leishmania infantum. Desta forma, este estudo
€ um passo importante na determinacdo da ocorréncia e epidemiologia da infeccéo

de felinos domeésticos por L. Infantum na regido Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: leishmaniose, zoonose, diagndstico molecular, medicina felina.



ABSTRACT
Leishmaniasis are considered zoonosis and are currently among the six endemics
considered to be a priority in the world. Leishmaniasis in felines has been reported in
some countries, but there are still few studies on the subject in regions endemic to the
disease. Northeast Brazil is considered an endemic region and there are no studies
that report visceral leishmaniasis in felines in the state of Pernambuco. Therefore, the
present study aimed to investigate the frequency of infection by Leishmania spp. in
Felis catus domesticus in the state of Pernambuco. For this purpose, 128 animals were
evaluated, in which 347 biological samples were collected and analyzed, with 256
samples of conjunctival swabs, 91 blood samples and three lymph node samples.
Samples of blood and swabs were submitted to Polymerase Chain Reaction (PCR) for
primers MC1, MC2 and B1, B2 and, from the popliteal lymph node samples, stretches
were made on glass slides. Of the lymph node cytology, 33.33% were positive through
parasitological examination, where amastigote forms of Leishmania sp. In PCR, all
samples of conjunctival swabs were negative and 1.10% of the blood samples were
positive for the primers MC1, MC2. Thus, this study is an important step in determining
the frequency of infection of domestic felines by L. infantum in the Northeast region of

Brazil.

Key words: leishmaniasis, zoonosis, molecular diagnosis, feline medicine
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1. INTRODUCAO

Em mais de 80 paises do mundo a leishmaniose é uma zoonose endémica
de grande importancia, ocupando o terceiro lugar entre as doencas vetoriais mais
importantes em regides tropicais e subtropicais do Velho e Novo Mundo (OTRANTO,
2013). Estima-se que, aproximadamente, 350 milhdes de pessoas no mundo vivem
em areas com risco de transmissao e que 12 milhées de pessoas estdo infectadas por
alguma das espécies de Leishmania (TERREROS & GALVIS, 2009; FLEURI et al.,
2011; MARODIN, 2011).

As leishmanioses sdo doencas que acometem diversas espécies de animais
domeésticos e silvestres (GUSHI, 2008), sendo consideradas endémicas na Africa, na
Asia, no sul da Europa e nas Américas do Sul e Central (TERREROS & GALVIS, 20009;
BASTOS, 2015; BANETH, 2013). Ha trés formas de apresentacdo clinica das
leishmanioses: cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV) (OMS, 2016).

Os parasitos do género Leishmania (ROSS, 1903) sao protozoarios intracelulares
da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, os quais estdo agrupados e
classificados em dois subgéneros: o subgénero Leishmania e o subgénero Viannia
(LAINSON & SHAW, 1987). As principais espécies do subgénero Viannia estédo
distribuidas apenas no Novo Mundo e as espécies do subgénero Leishmania em
varias partes do globo terrestre (LAINSON, 2010).

Estima-se que, a cada ano, ocorram cerca de 900 mil a 1,3 milhdes de novos casos
de leishmaniose (LC, LMC e/ou LV), com 20 a 30 mil 6bitos em todo o0 mundo (OMS,
2016). Em se tratando da LV, aproximadamente 90% dos casos ocorrem na India,
Bangladesh, Nepal, Sudéo e Brasil.

Como resultado da acao antropica, a urbanizacdo da LV tem apresentado perfis
epidemioldgicos diferentes, onde os cdes (Canis lupus familiaris) tém participado do
ciclo de transmissédo da LV em zonas urbanas no Brasil (TERREROS & GALVIS, 2009;
MARODIN, 2011; BANETH, 2013). Sendo assim, com a expansédo da LV nas areas
urbanas brasileiras, o envolvimento de outras espécies animais passou a ser motivo
de indagacdo (MARODIN, 2011; CHATZIS et al, 2013) pela participacdo de outros
hospedeiros suscpetiveis no ciclo de transmissao (OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2008).

Apesar da possivel resisténcia natural a infeccdo por Leishmania sp., alguns
autores chegaram a sugerir que os felinos domésticos poderiam ser vistos como
hospedeiro acidental deste agente (SIMOES-MATTOS et al., 2005). Os sinais clinicos
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da leishmaniose felina independem da espécie do parasito envolvido, como também
os felinos podem ser assintométicos perante a infeccdo por Leishmania sp. Relatos
de infeccao por L. infantum nessa espécie animal tem sido descritos em varios paises
europeus, Asia e América do Sul, inclusive no Brasil (OLIVEIRA et al., 2015).

Devido a expansédo dos casos notificados de leishmaniose em animais no Brasil e
tendo em vista a endemicidade da regidao Nordeste, particularmente o estado de
Pernambuco, este estudo tem por objetivo identificar e caracterizar molecularmente
Leishmania spp. em felinos domésticos (Felis catus domesticus) em areas endémicas

no estado de Pernambuco, Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da leishmaniose felina e ciclo de transmisséao

As leishmanioses sdo causadas por protozodrios intracelulares da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (ROSS, 1903), os quais
estdo agrupados e classificados em dois subgéneros: o subgénero Leishmania e o
subgénero Viannia (LAINSON & SHAW, 1987). As principais espécies do
subgénero Viannia estdo distribuidas apenas no Novo Mundo e as espécies do
subgénero Leishmania em varias partes do globo terrestre.

A doenca pode se apresentar com aspectos clinicos diferentes, dependendo da
espécie de Leishmania envolvida na infeccdo. As formas cutdanea, mucocutanea e
cutanea difusa, denominadas de leishmaniose tegumentar, sdo causadas por varias
espécies. Sendo as mais importantes: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi e L.
(V.) lindenbergi (LAINSON & SHAW, 1987; BRASIL, 2010). A forma visceral, que afeta
orgaos como figado, baco, linfonodos e intestinos, denominada leishmaniose visceral,
tem como agente etiolégico, no Brasil, a espécie L. infantum (sinonimia L. chagasi)
(DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006).

O vetor de Leishmania spp. pertence ao género Lutzomyia, subfamilia
Phlebotominae, que apresenta ampla distribuicdo no Brasil, em regifes do sul até o
norte do pais (BRASIL, 2007). A falta de saneamento basico, o acumulo de lixo e de
matéria organica proporcionam um ambiente favoravel ao ciclo reprodutivo do inseto
(PIRAJA, 2013). Diferentes espécies de mamiferos sdo consideradas hospedeiros
primarios, incluindo o homem e animais de estimacéo, particularmente canideos e
felideos (OLIVEIRA-PEREIRA et al.,2008; COLOMBO, 2012).

Existem relatos de ocorréncia de leishmaniose felina em diversos locais no mundo,
mas o papel do felino doméstico no ciclo de transmisséo ainda nao foi esclarecido
completamente (LONGONI et al., 2012).

A primeira descricdo da doenca nessa espécie animal foi em 1912, na Argélia,
sendo relatada em um felino doméstico de quatro meses de idade que convivia com
um cdo e uma crianca infectados por Leishmania. Apesar do diagnostico
parasitolégico ter se baseado na presenca de formas amastigotas do parasito em

medula éssea, ndo foi realizada a identificacdo da espécie (SERGENT et al., 1912).
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Somente depois de uma década, foi registrado em 1927 outro caso em felino
doméstico na Argentina (BRUMPT, 1949).

A partir dai outros casos de leishmaniose felina foram registrados em diversos
paises, como Venezuela (BONFANTE & GARRIDO et al., 1991), Brasil (SAVANI et
al., 2004), Suica (RUFENACHT et al., 2005), em paises asiaticos como Vietn3, Iraque,
Israel, Palestina (TERREROS & GALVIS, 2009), paises da costa mediterranea
(TERREROS & GALVIS, 2009), Estados Unidos (TRAINOR et al., 2010) e México
(LONGONI et al., 2012).

Entre os agentes etiologicos envolvidos na infec¢do felina no mundo, cinco
espécies de Leishmania ja foram descritas, sendo elas L. infantum (MOSALLANEJAD
et al., 2013; OLIVEIRA et al, 2015; GODOI et al., 2016), L. amazonensis (DUARTE et
al., 2010), L. braziliensis (SCHUBACH et al., 2004), L. mexicana (TRAINOR et al.,
2010) e L. venezuelensis (BONFANTE-GARRIDO et al., 1991).

O primeiro relato de leishmaniose felina no Brasil foi descrito por CHAGAS et al.
(1938), onde foi realizado um estudo epidemiolégico das leishmanioses no estado de
Sao Paulo (CHAGAS et al., 1938). Apds Savani et al. (2004) registrar um caso de
leishmaniose felina em Cotia- SP, area ndo endémica para leishmaniose visceral,
onde nenhum caso autoctone de leishmaniose humana ou canina havia sido relatado,
os estudos sobre felinos domeésticos infectados por Leishmania sp. no Brasil se
intensificaram (COSTA et al., 2010).

No Brasil, os agentes etiologicos envolvidos na infeccéo de felinos domésticos séo
L. infantum (OLIVEIRA et al, 2015), L. amazonensis (DUARTE et al., 2010) e L.
braziliensis (SCHUBACH et al., 2004). Portanto, pode-se afirmar que os felinos
domésticos estdo susceptiveis a infeccdo pelas mesmas espécies de Leishmania
encontradas em outras espécies animais na mesma area geografica (PENNISI et al.,
2015).

Até o momento a leishmaniose felina ja foi relatada em oito estados brasileiros,
sendo eles: Sdo Paulo (CHAGAS et al., 1938; SAVANI et al., 2004; SERRANO et al.,
2008; COELHO et al., 2010; COSTA et al., 2010; BENASSI, 2015; ALVES, 2016),
Bahia (SHERLOCK, 1996), Rio de Janeiro (SCHUBACH et al., 2004; FIGUEIREDO et
al., 2009), Mato Grosso do Sul (DE SOUZA et al., 2005; DUARTE et al., 2010; NOE
et al., 2015), Minas Gerais (SILVA et al., 2010), Distrito Federal (MARODIN, 2011),
Tocantins (SOUSA, 2017) e Paraiba (ARRUDA et al., 2017).
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Em Pernambuco, um estudo com 153 amostras de soro de gatos das cidades de
Recife e Petrolina, foram detectados anticorpos IgG anti-L. infantum em 3,9% dos
animais, sendo todos os animais sororeagentes oriundos de Petrolina, &rea endémica
com condic¢des favoraveis para o desenvolvimento dos vetores (SILVA et al., 2014).

O ciclo bioldgico de Leishmania spp. no felino doméstico € idéntico ao ciclo canino,
onde h& a participacdo do agente etiologico (Leishmania spp.), dos vetores (insetos
do género Lutzomyia) e dos hospedeiros (mamiferos) (MARODIN, 2011).

Fémeas de Lutzomyia, naturalmente infectadas com Leishmania spp, ao realizarem
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, inoculam formas promastigotas
metaciclicas juntamente com a saliva (CAMPOS & PONCE, 2005). Na epiderme do
hospedeiro, estas formas sobrevivem ao ataque do sistema imunoldgico e ainda
invadem macrofagos através da manipulacdo de receptores celulares (CAMPOS &
PONCE et al., 2005). No interior dos macrofagos diferenciam-se em amastigotas e
multiplicam-se até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberacdo destas formas
gue serao fagocitadas por novos macrofagos num processo continuo (BRASIL, 2014).
Uma vez infectado o hospedeiro torna-se reservatorio de Leishmania (BASTOS et al.,
2015).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas se alimentam do sangue de
mamiferos infectados, vindo a ingerir macrofagos parasitados por formas amastigotas
de Leishmania. O ciclo do parasito no inseto se completa em torno de 72 horas
(BRASIL, 2014). (Figura 1).

A transmissao do protozoario para o felino doméstico néo difere da transmissao ao
cao e ocorre principalmente através da picada dos vetores fémeas (fleb6tomos) (SVS,
2004). Outras formas de transmissao em cédes tém sido discutidas (COUTINHO et al.,
2005; DUBEY et al., 2005; DE FREITAS et al., 2006; SILVA et al., 2009), no entanto
outras rotas de transmisséo, vertical (durante a gestacéo, parto ou amamentacao) ou
horizontal (de um animal para o outro), ainda ndo foram descritas em felinos
domésticos.

Alguns estudos ja demonstraram que o felino doméstico € fonte de sangue para 0s
flebotomineos (MAROLI et al., 2007; DA SILVA et al.,, 2010), mas ainda existem
divergéncias quanto ao papel dessa espécie no ciclo de transmissédo de Leishmania
spp. Estudos realizados através de xenodiagnostico, sugerem que, em locais

endémicos, os gatos participam do ciclo de transmisséo de L. infantum (MAROLI et
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al., 2007; DA SILVA et al., 2010). Esta evidéncia de transmissibilidade dos parasitos
de felinos a um vetor sugere que essa espécie animal pode participar de forma ativa
no ciclo de transmissao de leishmaniose (MAROLI et al., 2007).

»

.....

Figura 1. Ciclo do agente, destacando ambas as fases do parasito dentro do vetor transmissor

e no hospedeiro. Adaptado de Frezard (2016).

2.2 Resposta imunoldgica dos felinos domésticos na leishmaniose

A resposta da infeccdo por Leishmania spp. em felinos parece envolver a
imunidade mediada por células, ocorrendo ativacdo de macrofagos para a destruicao
de formas amastigotas de Leishmania spp. (SOARES et al., 2016). Por outro lado, a
hipergamaglobulinemia detectadas em alguns felinos domésticos a semelhanca dos

caninos, ndo confere imunidade contra a doenca (BARBIERI, 2006).
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Entretanto, alguns estudos demonstraram que animais com maior titulo de
anticorpos anti-Leishmania ndo foram positivos na PCR, enquanto que a maior
positividade através da PCR ocorreu com maior frequéncia nos animais com baixos
titulos de anticorpos (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; COSTA et al., 2010).

2.3 Patogénese e sinais clinicos

O quadro clinico da leishmaniose felina é inespecifico (PIRAJA & LUCHEIS, 2011),
e a doenca pode assumir eventualmente uma forma aguda tipica, com evolugdo em
algumas semanas para o 0bito (OZON et al., 1998) como também o animal pode ser
assintomatico (PIRAJA et al., 2013), o que reforca a hipétese de que os felinos
domésticos possam ser classificados como resistentes a infeccdo (SOLANO-
GALLEGO et al., 2007; NASEREDDIN et al., 2008; MAIA et al., 2010).

Em um estudo realizado com 200 felinos domésticos provenientes do estado de
Séo Paulo, apenas dois animais revelaram sinais clinicos, especificamente lesdes
crostosas da regido dorso cervical, juntamente com hepatoesplenomegalia (COSTA
et al., 2010).

Vale salientar que os primeiros relatos de leishmaniose felina foram caracterizados
por manifestacdo cutanea, sem envolvimento visceral (BONFANTE-GARRIDO et al.,
1996; OZON et al., 1998; HERVAS et al., 1999; PENNISI, 2002; BOURDOISEAU,
2011) com lesd@es locais secas na forma de papulas e nédulos e lesdes exsudativas
na forma de crostas e ulceras (MAROLI et al., 2007; GRAMICCIA, 2011).

A importancia do rastreamento de felinos domésticos com dermatite, nodular ou
ulcerativa, foi demonstrada em 15 felinos infectados com Leishmania sp.
apresentando lesGes de pele na juncdo mucocutanea (nariz, labios e orelhas), bem
como lesdes oculares (NAVARRO et al., 2010). Também foram descritos perifoliculite

granulomatosa, dermatite liquendide e pododermatite (COELHO et al., 2011).

Da mesma forma, um caso clinico de um felino domeéstico de 14 anos,
diagnosticado com o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), 3 anos de pododermatite
recorrente, ndo responsiva a antibioticos e caracterizados por lesdes exsudativa e
eritematosa, foi relatado. Além de uma perda de peso de 20%, o animal apresentou

trés lesbes cutaneas circunscritas, sendo elas na base da orelha, cabeca e regido
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interescapular, todos com pépulas ulceradas ou hemorragicas (POCHOLLE et al.,
2012).

O exame histopatologico dessas lesdes cutaneas revelou a presenca de
macroéfagos, com corpos de incluséo citoplasmaticos, consistente com as formas de
espécies de Leishmania. Apds exame parasitologico de bidpsia da pele detectou
espécies de Leishmania. Uma quarta lesao no pavilhdo auricular foi consistente com
carcinoma de ceélulas escamosas (POCHOLLE et al., 2012).

A linfadenomegalia € o sinal clinico mais frequente e, portanto, 0 mais importante,
mas pode ser observado hipertermia, anorexia, depressdo, diarreia, émese,
desidratacéo, emaciacao, ictericia, lesbes da mucosa oral com gengivite (OZON et al.,
1998; POLI et al., 2002; LEIVA et al., 2005; MAROLI et al., 2007; MARCOS et al.,
2009; VIDES et al., 2011; PIRAJA et al., 2013), descamagcéo e alopecia da cabeca e
abdome, Ulceras em proeminéncias Osseas, histérico de aborto (HERVAS et al.,
1999), estomatite, gengivite, periodontite leve (MAROLI et al., 2007), onicogrifose,

caquexia com atrofia muscular e fraqueza (DA SILVA et al., 2010).

Também foram descritas alteracdes oculares (POLI et al., 2002), como edema de
coérnea, uveite purulenta, Ulceras exsudativas da cornea, nodulos de palpebras,
panuveite e pan-oftalmite (LEIVA et al., 2005; NAVARRO et al., 2010). As alteracdes
bioquimicas e hematoldgicas encontradas em gatos se assemelham as descritas para
a espécie canina, como trombocitopenia e leucocitose ou leucopenia (OZON et al.,
1998; HERVAS et al., 2001; TERREROS & GALVIS, 2009).

Embora seja menos evidente do que em caes a insuficiéncia renal também ja foi

descrita, associada a leishmaniose felina (NAVARRO et al., 2010).

Por outro lado, também tem sido proposto um sinergismo entre o carcinoma de
células escamosas e leishmaniose felina, dado que enquanto o carcinoma poderia
aproveitar a proliferacdo do protozoario, o parasita poderia iniciar o desenvolvimento
da neoplasia, ou ambos (SOARES et al., 2015). LesGes compativeis com carcinoma
de células escamosas foram descritos na regido temporal esquerda (GREVOT et al.,
2005) e no pavilhdo auricular (POCHOLLE et al., 2012) de dois gatos positivos para

Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV).
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A Imunodeficiéncia felina (FIV) e / ou virus da leucemia felina (FeLV) tém sido
apontadas como fatores predisponentes da leishmaniose felina explicado pela
imunossupressao resultante (PENNISI et al., 2002; SIMOES-MATTOS et al., 2005;
COSTA et al., 2010).

Em alguns estudos uma alta positividade (~70%) de leishmaniose felina e FIV
(PENNISI et al., 2002) ou mesmo uma correlacao significativa com leishmaniose e FIV
(SOBRINHO et al., 2012) e FeLV (SHERRY et al.,, 2011) foram detectadas. Em
contrapartida, outros estudos contradizem essa correlacdo entre FIV e / ou FelLV e
leishmaniose (OZON et al., 1998; SAVANI et al., 2004; VITA et al., 2005; MAROLI et
al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; MARCOS et al., 2009; DA SILVA et al.,
2010; MAIA et al., 2010; BOURDOISEAU, 2011; COELHO et al., 2011).

Em relacéo a infeccdo por Toxoplasma gondii, dos quais os felinos domeésticos sédo
hospedeiros definitivos, na maioria dos estudos nédo foi observada uma correlagao
positiva entre as duas enfermidades (NASEREDDIN et al., 2008; CARDOSO et al.,
2010; COELHO et al., 2011; SHERRY et al., 2011).

2.4 Métodos de diagndstico

O diagnéstico laboratorial das leishmanioses € comumente realizado através de
exames parasitolégicos (cultivo do parasito e/ou deteccdo do parasito em lesao),
imunologicos (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI) e Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) e moleculares (Reacdo de Cadeia em Polimerase - PCR)
(BRASIL, 2007).

Na leishmaniose felina clinicamente manifestada, o hemograma e a anélise
bioquimica frequentemente mostram leucocitose com neutrofilia, bem como ureia e
aspartato aminotransferase acima dos intervalos de referéncia. Creatinina, alanina
aminotransferase e alcalina fosfatase pode apresentar valores normais (DA SILVA et
al., 2010). Neutrofilia com monocitose e hiperglobulinemia com policlonal gamopatia
também foi relatada (LEIVA et al., 2005).

Exames parasitologicos permitem a observacdo direta do parasita através de
citologia e/ou biépsia de pele, de lesdes cutaneas, linfonodos ou medula 6ssea (OZON
et al., 1998; COSTA et al., 2010). A citologia por aspiragdo ou impresséo pode ser
realizada nos 6rgaos afetados, como baco, figado e rim (GREVOT et al., 2005;
BRESCIANI et al., 2010; MARCOS et al., 2009).
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O exame parasitolégico direto do linfonodo popliteo por citologia aspirativa tem se
demonstrado como mais sensivel em comparagdo com a citologia de outros érgaos,
como a medula 6ssea, baco ou figado (COSTA et al., 2010). Formas amastigotas de
L. infantum foram encontradas no citoplasma de neutréfilos em sangue de esfregagos
de buffy coat (4% dos neutréfilos), bem como no parénquima esplénico e nos centros
foliculares dos ganglios linfaticos (MARCOS et al.,, 2009). A histopatologia tem
mostrado sensibilidade e especificidade, especialmente para o diagnéstico de felinos
com lesdes (POCHOLLE et al., 2012).

A cultura de promastigotas de Leishmania spp é um método direto adicional, mas
com algumas desvantagens, pois apresenta baixa sensibilidade e por se tratar de um
teste demorado, leva muito tempo para obter resultados (POCHOLLE et al., 2012).
Devido a baixa parasitemia nessa espécie animal alguns autores ndo consideram o
sangue uma amostra sensivel para cultura, podendo ser usadas amostras de medula
6ssea ou linfonodo (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007).

Os métodos sorolégicos convencionais para detectar infeccéo ativa em gatos nem
sempre s&o confiaveis (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007), visto que os titulos de
anticorpos anti-Leishmania em gatos permanecem baixos, o que pode ser resultado
da resposta imune celular potencialmente predominante nessa espécie animal (VITA
et al.,, 2005; MARCOS et al.,, 2009; MAIA et al., 2010; LONGONI et al., 2012;
SOBRINHO et al., 2012).

A resisténcia natural de felinos domeésticos frente a infecgcdo por Leishmania é
amplamente sugerida pela cura espontanea da lesdo, que muitas vezes é
caracterizada pelo minimo ou limitadas alteracfes patologicas (NAVARRO et al.,
2010; SIMOES-MATTOS et al., 2005).

As técnicas moleculares apresentam uma maior sensibilidade para o diagndstico
de leishmaniose felina, como PCR, que permite ainda a confirmacao de L. infantum
(SOLANO-GALLEGO et al., 2006; GRAMICCIA, 2011; PENNISI et al., 2013). E
também uma boa opcéo para confirmar o diagnéstico e para detec¢édo do parasita em
pacientes assintomaticos (GRAMICCIA, 2011). Porém, a deteccdo de DNA de L.
infantum pode nao significar necessariamente a existéncia de uma infeccao ativa, visto
gue alguns estudos demonstraram que felinos domésticos infectados por L. infantum
ndo se mostraram com manifestagdes clinicas, ou seja, ndo desenvolveram a doenga
(PIRAJA et al., 2013).
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Para o diagndstico molecular pode-se utilizar fragmentos de pele, mucosas, sangue
periférico, medula éssea, érgaos do sistema fagocitico-mononuclear (BRASIL, 2010)
ou swab de conjuntiva ocular que tem se mostrado capaz de detectar felinos
infectados com Leishmania. A coleta de amostras da conjuntiva tem se mostrado um
método simples, menos invasivo e pouco estressante para os felinos domésticos
(OLIVEIRA et al., 2015).

2.5 Tratamento e profilaxia

No Brasil ndo existem protocolos para o tratamento da leishmaniose felina. As
informagdes sobre o tratamento nessa espécie animal sdo extremamente limitadas,
pois existem poucos relatos de caso ho mundo, dentre esses relatos descritos poucos
foram seguidos (PENNISI et al., 2015). A eficacia terapéutica em casos de
leishmaniose felina ainda € questionavel, visto que a maioria dos medicamentos anti-
Leishmania foram estudados apenas para a espécie canina, ainda assim as opcdes
de tratamento para cédes nao séo consideradas capazes de cura completa (SOLANO-
GALLEGO et al., 2006).

Felinos naturalmente infectados ndo parecem se recuperar sem terapia anti-
Leishmania especifica (SOLANO-GALLEGO et al., 2007). No entanto, um estudo de
monitoramento na Espanha, em um periodo de 12 meses, relatou que 11/27 gatos
diagnosticados por IFI e/ou PCR com leishmaniose evidenciou evolu¢cdo na melhora
clinica sem qualquer tratamento para espécies de Leishmania (MARTIN-SANCHEZ et
al., 2007).

Pentamidina, administrada por via intramuscular na mesma dose recomendada
para caes, permitiu que um gato obtivesse cura clinica (PENNISI, 2002). O alopurinol
€ geralmente bem tolerado pelos gatos, no entanto, ja foi relatada a elevacdo das
enzimas hepaticas em um animal (RUFENACHT et al., 2005). A melhora clinica é
observada dentro de algumas semanas,na maioria dos casos tratados com alopurinol,
apls o inicio do tratamento, mesmo em casos de animais diagnosticados com
imunodeficiéncia viral felina (PENNISI et al., 2004; SANCHES et al., 2011; RICHTER
et al., 2014) ou lentamente apds 6 meses (RUFENACHT et al., 2005).
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O tratamento com alopurinol (10 mg/kg BID) seguido de antimoniato de N-
metilglucamina também se mostrou eficaz, onde foi realizado o monitoramento
rigoroso do paciente nos 24 meses seguintes, que indicaram a seguridade da terapia
combinada e a cura clinica foi alcancada sem mais recidivas ou efeitos colaterais
(BASSO et al., 2016).

Algumas outras drogas orais, como o fluconazol, itraconazol, metronidazol e
espiramicina, administrados a um gato em momentos diferentes da infeccdo foram
consideradas como nao eficazes (PENNISI et al., 2004). A remocao dos ndédulos
cutaneos atraves de intervencdo cirdrgica foi seguida por recaida de lesées (COSTA-
DURAO et al., 1994; HERVAS et al., 1999).

De forma geral a profilaxia baseia-se na reducdo da populacdo do mosquito
vetor e na promocao de atividades de educacdo em saude (MONTEIRO, 2017). Nao
h& na literatura nenhuma informacdo preventiva especifica para a espécie felina,
entdo a profilaxia baseia-se de forma semelhante ao que € estipulado para os céaes,
com 0 uso de inseticidas topicos. Como a maioria dos piretréides € tOxico para os
gatos, os colares de fumetrina sdo, atualmente, a Unica formulacdo piretroide
licenciada para gatos (Leishvet guidelines, 2016). Estudos em cdes sugerem que este
colar age tanto para reduzir o risco de infeccdo em areas endémicas tanto para limitar

a infec¢do nos animais ja positivos (PENNISI et al., 2015).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
e |dentificar e realizar a caracterizagcdo molecular de Leishmania spp. em felinos

domésticos no estado de Pernambuco.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a frequéncia da infec¢do por Leishmania sp. em felinos domésticos,
no estado de Pernambuco;

e Identificar as espécies de Leishmania sp. que acometem os felinos domésticos
no estado de Pernambuco;

e Realizar a caracterizagdo molecular das espécies de Leishmania spp. em
felinos domésticos no estado de Pernambuco;

e Avaliar a sensibilidade das amostras biologicas no diagndstico de leishmaniose
felina;

e Caracterizar os sinais clinicos da leishmaniose felina.
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Infeccé@o por Leishmania infantum em Felis catus domesticus em areas

endémicas para leishmaniose visceral no estado de Pernambuco, Brasil

RESUMO

A leishmaniose em felinos ja vem sendo relatada em alguns paises, mas ainda
existem poucos estudos em regides endémicas para a doenga em humanos, como a
regido nordeste do Brasil. Desta forma, o presente estudo teve por objetivo determinar
a frequéncia de infecgdo por Leishmania infantum em Felis catus domesticus no
estado de Pernambuco. Para tanto, foram coletadas amostras de sangue, aspirado
de linfonodo e swab conjuntival de ambos os olhos. As amostras de sangue e de swab
foram submetidas a extracdo de DNA e posterior Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR), e a partir das amostras de linfonodo popliteo foram confeccionados estiracos
para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp. Na PCR, todas as amostras
de swab conjuntival foram negativas e 1,10% (1/91) das amostras de sangue foram
positivas, permitindo a amplificacdo de 447 pares de base do DNA. Formas
amastigotas de Leishmania spp. foram detectadas no estiraco de linfonodo do mesmo
animal. Este estudo reporta pela primeira vez a infec¢do de felino doméstico por L.
infantum com diagndstico através de exames parasitoldgico e molecular no estado de
Pernambuco. Este estudo é um passo importante na determinacdo da frequéncia da

infeccéo de felinos domésticos por L. Infantum na regido Nordeste do Brasil.
Palavras-chave: leishmaniose felina, diagndstico molecular, zoonose.
ABSTRACT

Leishmaniasis in felines has been reported in some countries, but there are still few
studies in regions endemic to the disease in humans, such as the northeastern region
of Brazil. Therefore, the present study aimed to determine the frequency of infection
by Leishmania infantum in Felis catus domesticus in the state of Pernambuco. Blood
samples were collected, aspirated lymph node and conjunctival swab from both eyes.
Blood and swab samples were submitted to DNA extraction and subsequent
Polymerase Chain Reaction (PCR), and strains were prepared from the popliteal lymph
node samples to investigate amastigote forms of Leishmania spp. In PCR, all

conjunctival swab samples were negative and 1.10% (1/91) of the blood samples were
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positive, allowing the amplification of 447 DNA base pairs. Amastigotes forms of
Leishmania spp. were detected in the lymph node stretch of the same animal. This
study reports for the first time the infection of domestic feline by L. infantum with
diagnosis through parasitological and molecular tests in the state of Pernambuco. This
study is an important step in determining the frequency of infection of domestic felines

by L. infantum in the Northeast region of Brazil
Key words: feline leishmaniasis, molecular diagnosis, zoonosis.
INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas vetoriais, causadas por protozoarios do
género Leishmania, de grande importancia para a saude publica devido ao seu carater
antropozoonotico (MURRAY et al., 2005). Nas Américas, estes protozoarios séo
transmitidos por insetos do género Lutzomyia (MARODIN, 2011), que se adaptam
facilmente ao peridomicilio (MARCONDES & ROSSI, 2013; BRASIL, 2014).

Como resultado da acéo antropica, a urbanizacao da leishmaniose visceral (LV)
no Brasil tem apresentado perfis epidemioldgicos diferentes, nos quais os caes (Canis
lupus familiaris) sdo considerados os principais reservatorios em areas urbanas
(TERREROS & GALVIS, 2009; MARODIN, 2011; BANETH, 2013). No entanto, o
envolvimento de outras espécies animais, como os felinos domeésticos, aves,
roedores, equinos, entre outros, passou a ser motivo de estudo (OLIVEIRA-PEREIRA
et al., 2008; MARODIN, 2011; CHATZIS et al, 2013).

Nos ultimos anos, o numero de casos clinicos de leishmaniose felina tem
aumentado consideravelmente (MANCIANTI, 2004; PENNISI, 2004; COSTA et al.,
2010; SOUSA et al., 2017). No Brasil foram identificados trés agentes etiolégicos que
estdo envolvidos na infeccéo de felinos domésticos por Leishmania, sendo eles a L.
infantum (OLIVEIRA et al, 2015), L. amazonensis (DUARTE et al.,, 2010) e L.
braziliensis (SCHUBACH et al., 2004).

Tendo em vista que os relatos de leishmaniose felina tem aumentado em todo
o Brasil, 0 objetivo desse estudo foi investigar a infeccdo por Leishmania infantum em
felinos domésticos (Felis catus domesticus) em areas endémicas para leishmaniose

visceral no estado de Pernambuco, regido nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS



36

Area estudada

O estudo foi realizado nas mesorregides: Metropolitana do Recife (Itamaraca,
Jaboatdo dos Guararapes, Moreno, Olinda e Paulista), Zona da Mata (Agua Preta e
Pombos) e Agreste (Caruaru, Cupira e Lagoa dos Gatos), &reas endémicos para
leishmaniose visceral no estado de Pernambuco.
Animais

A populagdo do estudo foi composta por 128 felinos domésticos, de ambos 0s
sexos, idades variadas, sem raca definida. Os animais foram selecionados através de
amostragem por conveniéncia ndo probabilistica (OLIVEIRA et al., 2012) e a coleta
de material biolégico foi realizada somente ap6s o consentimento do tutor. O estudo
recebeu licenca da Comiss&do de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (CEUA/UFRPE) (N° 52/2017).

Inicialmente os animais foram avaliados clinicamente, sendo realizada a inspecéao,
palpacdo e auscultacdo com base nas condi¢cdes gerais de saude e presenca de
alteracoes dermatoldgicas. As informacdes gerais sobre 0s tutores e seus animais,
foram registradas em folhas de dados individuais. As amostras biologicas foram
coletadas de junho a setembro de 2017.

Coleta e processamento de amostras bioldgicas

Dos animais estudados foram coletadas e analisadas 347 amostras biologicas,

sendo, 256 amostras de swab conjuntival, 91 amostras de sangue e trés amostras de

linfonodo popliteo.

Nos animais que apresentavam linfadenomegalia apds a assepsia do local, foi
realizada a puncdo do linfonodo popliteo, com auxilio de seringa e agulha
descartaveis. Com o material coletado, foram confeccionados estiracos, 0s quais
foram fixados e corados com o Pandtico e examinados em microscopio éptico, para a

pesquisa de amastigotas de Leishmania spp.

Para a analise do DNA de L. infantum, foram coletadas 91 amostras de sangue
em microtubos plasticos contendo acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), por meio
de venopuncao cefalica, jugular ou safena lateral. Também foram coletadas 256
amostras de swab conjuntival (de ambos olhos), as quais foram acondicionadas em

tubos de polipropileno estéreis.
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O DNA gendmico foi extraido a partir das amostras de swab conjuntival e de 200
pL de sangue através do kit da PROMEGA, de acordo com as instru¢des do fabricante.
Os primers utilizados foram MC1 (5" - GTT AGC CGATGG TGG TCT TG - 3") e MC2
(5"CACCCATTTTTCCGATTT TG - 3"), que permitem a amplificacdo de 447 pares
de base do DNA (CORTES et al., 2004). Todas as PCR foram realizadas utilizando
controles positivos (DNA extraido a partir de medula 6ssea de cdo naturalmente
infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi) e negativos (agua
ultrapura). As reacgdes de amplificagéo foram conduzidas em termociclador com ciclos
de: 1 ciclo de desnaturacéo a 94°C — 2 min, 30 ciclos de desnaturacao a 94°C — 20
seg, anelamento a 60 °C — 20 seg, extensao a 72°C — 30 seqg, extensao final a 72°C

— 5 min.

Os produtos amplificados foram analisados por meio de eletroforese horizontal em
gel de agarose 2% em um tampao TAE 1X, utilizando o corante BlueGreen® e
marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder — GibcoBRL-Life Technologies, MD,
USA). Posteriormente, os geéis foram observados e analisados por meio de um
transiluminador ultravioleta acoplado a um computador com software de imagens. As
amostras positivas foram isoladas e purificadas a partir das bandas do gel de agarose
com o kit comercial de purificacdo da INVITROGEN, o material foi sequenciado e as
sequéncias foram alinhadas com o banco de dados BLAST e comparadas com outras

sequéncias através do programa BLASTIN 2.8.0+.

RESULTADOS

Dos animais estudados, 59,38% (76/128) eram provenientes da regido
Metropolitana do Recife (Itamaraca, Jaboatdo dos Guararapes, Moreno, Olinda e
Paulista), 28,91% (37/128) do Agreste (Caruaru, Cupira e Lagoa dos Gatos) e 11,72%
(15/128) da Zona da Mata (Agua Preta e Pombos).

Com relacéo ao sexo, 51,56% (66/128) eram fémeas e 48,43% (62/128) machos,
com idades variando de um més a 120 meses, todos sem raca definida. Destes,
61,72% (79/128) apresentavam-se clinicamente saudaveis; 22,66% (29/128) com
alteracbes dermatolégicas como alopecia, rarefacdo pilosa, dermatite ulcerativa,
dermatite crostosa e dermatite iumida; 15,62% (20/128) com alterac¢des clinicas como

secrecdo ocular e nasal, caquexia, desidratagdo e mucosas hipocoradas; 3,12%
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(04/128) com linfadenomegalia, sendo 2,34% (03/128) de linfonodo popliteo e 0,78%
(01/128) do linfonodo submandibular. Ocasionalmente, um mesmo animal

apresentava mais de um sinal clinico.

Das citologias de linfonodo, foram identificadas formas amastigotas de
Leishmania sp. em 33,33% (1/3) através do exame parasitologico. Na PCR, todas as
amostras de swab conjuntival foram negativas e 1,10% (1/91) das amostras de sangue
foram positivas e apds 0 sequenciamento genético foi constatado que o DNA da

amostra era compativel com o de L. infantum.
DISCUSSAO

O animal positivo em nosso estudo é proveniente da llha de Itamaraca, regido
endémica para a leishmaniose visceral (DANTAS TORRES et al., 2006), onde no
periodo de maio de 1990 a dezembro de 1992, Alves e colaboradores evidenciaram
mudanca no padrao de ocorréncia dos casos, que predominaram na Zona da Mata e
na Regido Metropolitana de Recife, destacando-se 0os municipios de Surubim e
Itamaracd, responsaveis por 20% do casos do Estado. O municipio também apresenta
alta positividade de cées para a leishmaniose canina (DANTAS TORRES et al., 2006),

mas este € o primeiro registro da doenca em felino domeéstico.

Os achados clinicos observados no animal positivo para leishmaniose felina
foram mucosas oral e ocular hipocoradas e linfadenomegalia de linfonodo popliteo,
gue foram semelhantes aqueles relatados anteriormente para gatos infectados com L.
infantum (VIDES et al., 2011; CHATZIZ et al., 2014;). Porém, como a presenca de
coinfeccdes nao foi investigada, ndo se pode afirmar que os sinais clinicos foram
causados apenas pela leishmaniose felina. Alguns sinais clinicos, como
linfadenomegalia e mucosas hipocoradas, ocorreram tanto em individuos infectados

guanto nao infectados.

O exame parasitolégico direto do linfonodo popliteo por citologia aspirativa
(33,33%) mostrou-se eficaz, como descrito por Costa et al., (2010) que considerou
amostras de linfonodo como mais sensivel em comparagdo com a citologia de outros

orgaos.



39

Apesar de estudos demonstrarem a eficacia do diagnoéstico de leishmaniose
canina através de amostras de swab conjuntival por PCR, tendo se mostrado um
diagnostico altamente sensivel em cées sintométicos (STRAUSS-AYALI et al., 2004;
FERREIRA et al., 2008; PILATTI et al., 2009) e assintomaticos (ALMEIDA FERREIRA
et al., 2012), neste estudo nenhuma amostra de swab conjuntival foi positiva para os
primers MC1 e MC2 (L. infantum), o que também foi registrado por Oliveira et al.
(2015) em felinos no estado de S&o Paulo. Um estudo realizado por Chatzis e
colaboradores em 2014 mostrou a baixa sensibilidade da amostra de swab conjuntival
para o diagndstico de leishmaniose na espécie felina (3,1%).

Apesar do uso de swab conjuntival em felinos domeésticos n&o ter se
demonstrado sensivel para o diagnostico de leishmaniose nessa espécie animal ele
teve sua eficacia comprovada no diagnéstico de outros agentes etiologicos. A PCR, a
partir desse material biologico, tem sido um método diagnostico usado com sucesso
para detectar doencas como herpesvirus (FHV-1), Chlamydophila felis e Mycoplasma
felis (HILLSTROM et al., 2012).

Apesar da hipotese dos felinos domeésticos apresentarem baixa parasitemia
(COURA et al., 2018), amostras de sangue tém se demonstrado eficazes no
diagnostico, através de PCR, da infeccdo de felinos domeésticos por Leishmania
infantum. Das amostras de sangue uma foi positiva para estes mesmos primers MC1

e MC2, onde, apos sequenciamento, foi compativel com DNA de L. infantum.

Os resultados obtidos no presente estudo com a PCR, foram inferiores aos
obtidos por Sherry et al. (2011) (8,7%) em analise de prevaléncia em lbiza-Espanha,
mas foram superiores aos descritos por Vilhena et al. (2013) (0,3%) nas regides norte
e central de Portugal. A frequéncia encontrada foi muito abaixo do que foi relatado no
sul da Espanha (25,7%) (MARTIN-SANCHES et al., 2007), Lisboa (30,4%) (MAIA et
al., 2008) e na Grécia (41%) (CHATZIZ et al., 2014), regides nas quais a leishmaniose

é endémica.

Esta variagdo nos resultados pode ser devido a diferencas nas amostragens,
gue foram aleatérias, bem como a variedade de material bioldgico utilizado para o

diagndstico.
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Comparando os resultados obtidos neste estudo foi verificado que Metzdorf et
al. (2017) (6%) obteve uma maior prevaléncia na regido Centro-oeste do Brasil, tal
fato pode ser devido ao fato do diagndstico ter sido realizado ndo apenas com
amostras de sangue e swab conjuntival, mas também com amostras de medula 6ssea
e aspirado de linfonodo, considerados mais sensiveis, para os testes moleculares. Em
estudos realizados com animais com altera¢fes dermatoldgicas, como o conduzido
por Vides et al. (2011), as prevaléncias sdo maiores, quando comparado com

amostras aleatérias, como no presente estudo.

Este € o primeiro registro de caracterizagdo molecular de L. infantum em felino

doméstico em Pernambuco.

Embora a leishmaniose ainda ndo seja a principal suspeita de enfermidade
em felinos domeésticos, esse estudo mostra que tal doenca precisa ser investigada em
animais provenientes de areas endémicas. O diagnéstico ndo deve ser obtido de
forma acidental ao investigar outra enfermidade, pois o0 monitoramento dos
hospedeiros de Leishmania se faz necessario para que possa ser realizado o controle

de forma eficaz da transmisséo da doenca.

Devido a alta especificidade, praticidade e baixo custo, os exames
citolégicos podem ser adotados inicialmente para o diagndstico. Exames
complementares, usando técnicas moleculares, podem ser realizados quando a
citologia for negativa, mas o animal apresente sinais clinicos (MAIA e CAMPINO,
2011).

Conclui-se que apesar de pouco relatada, a leishmaniose em felinos deve
compor o quadro de diagndstico diferencial das doencas de falinos provenientes de
regides endémicas. Atualmente a citologia se mostra como um método seguro, de
baixo custo, sendo altamente especifico, enquanto que a PCR de swab conjuntival se
mostrou ineficaz no diagndéstico da doenca. A PCR de sangue mostrou-se sensivel
para diagnosticar felinos com leishmaniose. Este estudo € um passo importante para
identificar a frequéncia da infeccdo de felinos domésticos por L. Infantum na regido

Nordeste do Brasil, bem como na determinagéo do ma.
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Leishmaniose felina no Brasil: Revisao de literatura

INTRODUGCAO

As leishmanioses sédo doencas com potencial zoonotico que ocupam o
terceiro lugar entre as doencas vetoriais mais importantes em regides tropicais e
subtropicais no Velho e no Novo Mundo (OTRANTO, 2013). Causada por protozoarios
do género Leishmania, € comumente classificada em duas formas clinicas:
leishmaniose tegumentar (LT) ou leishmaniose visceral (LV), na dependéncia do
agente etiolégico (CASTRO, 1996).

No Brasil sdo reconhecidas pelo menos sete espécies de Leishmania
responsaveis pela doenca em humanos, sendo a forma tegumentar causada
principalmente pela Leishmania (Viannia.) braziliensis, e a Leishmania (L.) infantum
sendo responsavel pela forma visceral da doenca (VALE, 2005).

Em funcdo das alteracdes no perfil de transmisséao, hoje a LV encontra-se
urbanizada em véarias cidades brasileiras de médio e grande porte com a interacéo
da interface silvestre, sinantropica e ambiente domiciliar (GOES et al., 2014), tendo o
0 cdo como principal reservatoério nos centros urbanos (ALENCAR et al., 1991). Por
outro lado, a domiciliacdo da transmissao da LT tem sido sugerida pela associacao
observada entre a infeccdo em humanos e animais domésticos, como cédes e
equideos, em ambientes peridomésticos (PITTNER,et al., 2009).

Outras espécies de animais também tém sido incriminadas como
reservatorios da LV nos grandes centros urbanos, e neste ponto os gatos tém sido
apontados como reservatorios secundarios (BENASSI et al., 2015).

O aumento no registro do numero de felinos domésticos infectados por
Leishmania sp. pode ser explicado por trés hipéteses: aumento na investigacao ativa
do protozoario neste hospedeiro, melhora das técnicas de diagnéstico e aumento da
taxa de prevaléncia da doenca em felinos domésticos (NETO et al., 2015).

Este estudo teve por objetivo revisar a etiologia, prevaléncia, sinais clinicos e
diagndstico de leishmaniose felina, e avaliar a melhor forma de abordagem aos felinos

felinos domésticos frente a doenca no Brasil.

Historico da leishmaniose felina no Brasil, distribuicdo geografica e agentes

etiolégicos envolvidos
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Em 1938 ocorreu o primeiro estudo epidemiologico que registrou o primeiro caso
de leishmaniose felina no Brasil, em Sdo Paulo (CHAGAS et al., 1938), porém os
estudos sobre felinos domeésticos infectados por Leishmania sp. no territorio brasileiro
se intensificaram somente cinco décadas apos esse primeiro registro. Nos anos 2000,
0 registro de um caso de LV em um gato da regido de Cotia- Sdo Paulo, chamou
atencdo por ser uma area ndo endémica (SAVANI et al., 2004). Essa regido se tornou
endémica para leishmaniose canina em 2008 (BEPA, 2008), mas ainda nao existem
registros de infeccdo em humanos (CVE, 2018), o que demonstra que o fato de uma
area ser endémica para leishmaniose em cées nado torna essa espécie animal

responsavel pela disseminagcédo da doenca em humanos.

Desde entdo, o Brasil (SAVANI et al., 2004; COSTA et al., 2010) é considerado o
pais que registra 0 maior nimero de casos de leishmaniose felina no mundo
(DANTAS-TORRES et al., 2006). A tabela 1 mostra os casos de Leishmaniose Felina

(LF) ja relatados no Brasil até o presente momento em todo territério nacional.
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Tabela 1. Ocorréncia de leishmaniose felina no Brasil.

Estado Referéncia
Piratuba — SP Chagas et al., 1938
Grotinha — BA Sherlock, 1996

Belo Horizonte — MG
Fortaleza — CE
Cotia— SP

Rio de Janeiro — RJ
Campo Grande — MS
Aracatuba — SP

Rio de Janeiro — RJ
Aracatuba — SP

Rio Pardo — MS
Barra Mansa — RJ
Aracatuba — SP
Andralina — SP
Aracatuba — SP

Belo Horizonte — MG
Aracatuba — SP
Brasilia — DF
Aracatuba — SP
Andralina — SP
Aracatuba — SP
Pirassununga e Sao
Lourenco da Serra — SP

Aracatuba — SP

Aracatuba — SP
Teresina — Pl
Petrolina — PE
Pirassununga — SP
Campo Grande — MS
Campo Grande — MS
Belém — PA

Ilha Solteira — SP
Campo Grande — MS
Cascavel — PR
Araguaina—TO
Sousa — PB

Campo Grande — MS
Belo Horizonte — MG

Passos et al., 1996
Simdes-Mattos et al., 2001
Savani et al., 2004
Schubach et al., 2004

De Souza et al., 2005
Rossi, 2007

Da silva et al., 2008
Serrano et al., 2008

De Souza et al., 2009
Figueiredo et al., 2009
Costa et al., 2010

Coelho et al., 2010
Bresciani et al., 2010

Silva et al., 2010

da Silveira Neto et al., 2011
Marodin et al., 2011

Vides et al., 2011

Coelho et al., 2011
Sobrinho et al., 2012
Benvenga et al., 2013

Cardia et al., 2013

Rossi et al., 2013
Mendonca et al., 2014
Silva et al., 2014
Benassi, 2015

Noé et al., 2015
Metzdorf et al., 2015
Oliveira et al., 2015
Alves, 2016
Antunes et al., 2016
Godoi et al., 2016
Sousa et al., 2017
Arruda et al., 2017
Metzdorf et al., 2017
Coura et al., 2018

Os agentes etiolégicos envolvidos na infeccéo de felinos domésticos no Brasil sdo
L. amazonensis (DE SOUZA et al. 2005; SOUZA et al. 2009) L. braziliensis
(SCHUBACH et al., 2004; FIGUEIREDO et al. 2008), sendo a L. infantum a especie
mais frequentemente encontrada (SAVANI et al. 2004; COELHO et al. 2010;
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OLIVEIRA et al, 2015; SOUZA S.A.P. 2017). Portanto, pode-se afirmar que os felinos
domésticos estdo susceptiveis a serem infectados pelas mesmas espécies de

Leishmania encontradas em outras espécies animais na mesma area geografica
(PENNISI et al., 2015).

Fatores de risco associados ainfecgéo por Leishmania spp. em felinos

Os felinos tém demonstrado uma resisténcia natural frente a infeccado por
Leishmania que vem sendo sugerida pela cura espontanea da lesdo, que muitas
vezes € caracterizada pelo minimo ou limitadas alteracdes patoldgicas (NAVARRO et
al., 2010; SIMOES-MATTOS et al., 2005). Por outro lado, tem sido proposto uma
associagao entre o carcinoma de células escamosas e a multiplicacdo de Leishmania
nos tecidos, resultando no desenvolvimento da neoplasia, ou vice-versa (SOARES et
al., 2015).

O perfil dos felinos infectados por Leishmania spp. parece apresentar uma relacao
semelhante (SIMOES-MATTOS et al., 2005; SOBRINHO et al. 2012; PIRAJA et al.
2013) ao que tem sido observada em humanos infectados com a sindrome da imuno
deficiencia adquirida (AIDS) e a ocorréncia de doencas oportunistas, (de SOUSA
FILHO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014),

Neste sentido a Imunodeficiéncia Felina (FIV) e / ou virus da leucemia felina (FeLV)
tém sido apontadas como fatores predisponentes da leishmaniose felina devido a
imunossupressao resultante (PENNISI et al., 2002; SIMOES-MATTOS et al., 2005;
COSTA et al., 2010). Em alguns estudos uma alta positividade (~70%) de
leishmaniose felina e FIV (PENNISI et al., 2002) ou mesmo uma correlacéo
significativa com leishmaniose e FIV (SOBRINHO et al., 2012) e FeLV (SHERRY et

al., 2011) foram detectadas.

Em contrapartida, outros estudos contradizem essa correlacéo entre FIV e/ou FeLV
e leishmaniose, pois tais enfermidades ndo foram observadas como fator promotor
para desencadear a leishmaniose felina (OZON et al., 1998; BOURDOISEAU et al.,
2011; COELHO et al., 2011).

Em relacéo a infeccdo por Toxoplasma gondii, dos quais os felinos domésticos sdo

hospedeiros definitivos, na maioria dos estudos néo foi observada uma correlagcéo



49

positiva entre as duas enfermidades (NASEREDDIN et al., 2008; CARDOSO et al.,
2010; COELHO et al., 2011; SHERRY et al., 2011).

Sinais clinicos

Os felinos domésticos podem apresentar sinais clinicos variados perante a
infeccdo por Leishmania sp. como também podem ser assintomaticos (OLIVEIRA et
al., 2015). A apresentacado clinica mais comum da doenca é o comprometimento
cutaneo, caracterizada por lesdes ulceradas e nodulares em plano nasal e pavilh&do
auricular, além de alopecia e descamacao (SCHUBACH et al. 2004; SOUZA et al.
2009; SOBRINHO et al. 2012). Também podem ser observados sinais clinicos
sisttmicos, como linfadenomegalia, lacrimejamento ocular e Ulceras orais
(MARONDIN et al. 2011; NOE et al. 2015; METZDORF et al. 2017).

Estudos demonstraram ulcera cutanea no plano nasal (SCHUBACH et al.,
2004; FIGUEIREDO et al., 2008) ou dorso do nariz, lesédo vegetativa na mucosa nasal
(SCHUBACH et al., 2004), lesdes em orelhas e nariz (SIMOES-MATOS et al., 2005),
linfadenomegalia (SIMOES-MATOS et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008), nariz e
plano nasal edemaciados, apatia, desnutricdo, desidratacdo e mucosas oral e ocular

hipocoradas (FIGUEIREDO et al., 2008) em felinos infectados com L. braziliensis.

Nas infeccdes de felinos domésticos por L. amazonenses foi observada lesao
nodular Unica no nariz e nodulos de diferentes tamanhos nas orelhas e nas regides
distais de todas as patas (SOUZA et al., 2005), lesbes ulceradas e hemorragicas em
focinho e nédulos de tamanhos variados nas bordas de ambas as orelhas (SOUZA et
al., 2009).

As alteracBes dermatolégicas (BRESCIANI et al., 2010; SILVA et al., 2014;
ALVES et al., 2016; SOUSA, 2017) observadas em infec¢des por L. infantum foram
lesdo de orelha (ALVES et al., 2016), lesdo nodular no nariz (SAVANI et al., 2004),
dermatites extensas com formacéo de crostas, pequenas Ulceras na face, e também
nas regiées palmar e plantar dos membros posteriores (COELHO et al., 2010), lesdes
na cabec¢a, membros, no tronco dorsal, cauda, abdémen, cervical e ponta do nariz

(VIDES et al., 2011), descamagéao e ulceras com crostas hemorragicas (SOBRINHO
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et al., 2008), alopecia (SOBRINHO et al., 2008; ANTUNES et al., 2016; METZDORF
et al., 2017).

Em felinos infectados por L. infantum também foram observadas Ulceras orais
(METZDORF et al.,, 2017), complexo gengivite estomatite, secrecdo nasal
(METZDOREF et al., 2017), alteracbes oftalmicas como lesdo ocular (ALVES et al.,
2016; SOUSA, 2017), lacrimejamento ocular bilateral (NOE et al., 2005), mucosa
ocular com secrecdo mucopurulenta (VIDES et al., 2011; METZDOREF et al., 2017),
distarbios sistémicos como desidratacdo (SAVANI et al., 2004; SOBRINHO et al.,
2008; VIDES et al., 2011), caquexia (MENDONCA et al., 2014; ALVES et al., 2016),
perda de peso (SOBRINHO et al., 2008; VIDES et al., 2011; METZDORF et al., 2017),
mucosas hipocoradas (MARODIN et al., 2011; ALVES et al., 2016), diarreia, (VIDES
et al.,, 2011), esplenomegalia, hepatomegalia, (SOUSA, 2017), hiperplasia de
linfonodo inguinal (ANTUNES et al., 2016), linfadenomegalia (SAVANI et al., 2004;
SOBRINHO et al., 2008; MARODIN et al., 2011; VIDES et al., 2011; SOUSA, 2017),

bem como alguns felinos apresentaram-se assintomaticos (SILVA et al., 2008).

Métodos de diagndstico

O exame parasitolégico direto do linfonodo, particularmente popliteo, por citologia
aspirativa tem se demonstrado como mais sensivel em comparacdo com a citologia
de outros 6rgaos, como a medula éssea, baco ou figado (COSTA et al., 2010).

A cultura de espécies de Leishmania € um método direto adicional que pode ser
utilizado, mas possui algumas desvantagens, pois apresenta baixa sensibilidade e por
se tratar de um teste demorado, leva muito tempo para obter resultados (POCHOLLE
et al., 2012). Devido a baixa parasitemia nos felinos domésticos alguns autores néo
consideram 0 sangue uma amostra sensivel para cultura, podendo ser usadas
amostras de medula 6ssea ou linfonodo (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007).

Dentre as técnias sorolégicas utilizadas para cédes, o exame de triagem
recomendado pelo Ministério da Saude é o Dual Path Plataform (DPP ®) -
BioManguinhos/Fundacéo, um teste rapido imunocromatografico que utiliza a proteina
recombinante K39 como antigeno, e o ELISA como teste confirmatério (BRASIL,
2006).

Estudos demonstram que na LF os titulos de anticorpos anti-Leishmania

permanecem baixos, 0 que pode ser resultado da resposta imune celular
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potencialmente predominante nessa espécie animal (VITA et al., 2005; MARCOS et
al., 2009; MAIA et al., 2010; LONGONI et al., 2012; SOBRINHO et al., 2012). Portanto,
testes sorolégicos ndo sdo considerados os mais confidveis para o diagnéstico de
leishmaniose na espécie felina (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007), como demonstrado
na tabela 2. Rossi e colaboradores (2013) afirmam que o diagndstico soroldgico deve
ser usado com cautela e, se possivel, em combinacdo com o diagndstico
parasitolégico.

As técnicas moleculares apresentam uma maior sensibilidade e especificidade para
o diagnostico de infeccao natural de felinos domésticos por Leishmania sp., permitindo
ainda a confirmacdo da espécie envolvida na infeccdo através do sequenciamento
genético (SOLANO-GALLEGO et al., 2007; GRAMICCIA, 2011; PENNISI et al., 2013).
Esse método € uma excelente opcéo para confirmar o diagndstico em casos suspeitos
e para deteccédo do parasita em pacientes assintomaticos (GRAMICCIA, 2005).

Para o diagndstico molecular pode-se utilizar fragmentos de pele, mucosas, sangue
periférico, medula 6ssea, 6rgaos do sistema fagocitico-mononuclear (BRASIL, 2011)
ou swabs de conjuntiva ocular. A coleta de amostras da conjuntiva tem se mostrado
um metodo simples, eficaz, menos invasivo e pouco estressante para os felinos
domesticos (OLIVEIRA et al., 2015).

O teste laboratorial que tem se demonstrado mais sensivel é a demonstracao do
parasito em material de biépsia ou punc¢éo aspirativa de tecidos, como de baco, sendo
mais sensivel que de medula 6ssea (GONTIJO, 2004). A tabela 2 descreve os
métodos de diagndstico utilizados no Brasil nos ultimos 10 anos e suas respectivas

prevaléncias.
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Tabela 2. Métodos de diagndstico utilizados no Brasil nos ultimos 10 anos.

Técnica Prevaléncia (%) Referéncia
Citologia 8/200 (4,0) Rossi, 2007
ELISA 6/200 (3,0)

RIFI 1/200 (0,5)

RIFI 2/8 (25,0) da Silva et al., 2008
PCR 2/8 (25,0)

RIFI 0/43 (0,0) Figueiredo et al., 2009
ELISA 1/43 (2,4)

Citologia 8/200 (4,0) Costa et al., 2010
ELISA 23/200 (11,5)

Citologia 2/283 (0,7) Bresciani et al., 2010
RIFI 0/283 (0,0)

ELISA-CAG 26/113 (23,0) da Silveira Neto et al., 2011
ELISA-FML 15/113 (13,3)

ELISA-rK39 18/113 (15,9)

ELISA 14/55 (25,4) Vides et al., 2011
RIFI 6/55 (10,9)

IH 9/55 (16,4)

Citologia 10/55 (18,2)

Citologia 30/302 (9,9) Sobrinho et al., 2012
ELISA 39/302 (12,9)

RIFI 14/302 (4,6)

RIFI 3/7 (42,8) Benvenga et al., 2013
PCR 2/7 (28,6)

ELISA - 1gG 23/200 (11,5%) Rossi et al., 2013
ELISA A 6/200 (3,0%)

RIFI 1/200 (0,5%)

Citologia 8/ 200 (4%)

PCR 8/ 200 (4%)

RIFI 18/443 (4,06) Oliveira et al., 2015
TAD 25/443 (5,64)

RIFI 22/84 (26,2) Sousa et al., 2017
PCR 5/113 (4,4)

Citologia 3/57 (5,3)

RIFI 54/100 (54) Coura et al., 2018
Citologia 0/100 (0,0)

Cultura 0/100 (0,0)

PCR 0/100 (0,0)

ELISA: ensaio imunoenzimatico, ELISA-CAG: ELISA de antigeno bruto, ELISA-FML.:
ELISA de antigeno do ligante fucose-manose, ELISA-rK9: ELISA de antigeno K39

recombinante, IH: imunohistoquimica, RIFI: teste de imunofluorescéncia indireta,

PCR: reacao em cadeia de polimerase, TAD: teste de aglutinacéo direta.

Tratamento e profilaxia
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Poucos relatos na literatura trazem informacdes a respeito do tratamento da
leishmaniose em felinos, fato esse que pode ser justificado pela falta de estudos sobre
o0 comportamento da doenca nestes animais, fazendo com que os felinos domésticos
ainda nédo pertencam a cadeia de transmissédo desta enfermidade. Alguns estudos
empiricos realizados fora do Brasil mostram que o mesmo tratamento utilizado em

cées é seguro e eficaz para o tratamento dos felinos (Leishvet guidelines, 2016).

Dentre os poucos relatos descritos, Basso et al. (2016) demonstraram sucesso
no tratamento de um animal em Portugal utilizando alopurinol e antimoniato de
antimoniato de meglumina. Porém, como ndo se tem seguranca sobre o uso desses
medicamentos em gatos, recomenda-se 0 monitoramento rigoroso do animal por meio

de exames laboratoriais regulares (PENNISI et al., 2015).

Embora a terapia combinada de antimoniato de meglumina e alopurinol seja a
primeira opcdo de protocolo terapéutico em cdes na Europa, o uso de N-metil-
glucamina (Glucantime®) € proibido no Brasil de acordo com a Portaria Interministerial
n° 1.426, de 11 de julho de 2008. No entanto, em 2016, o Ministério da Saude
juntamente com o Ministério da Agricultura aprovou para comercializacdo no Brasil
um farmaco para o tratamento da leishmaniose visceral canina, o Milteforan™, porém

ainda nao ha estudos sobre o uso dessa medicacao para o tratamento da LF.

Como ndo ha nenhuma informacdo preventiva especifica para gatos, a
profilaxia baseia-se de forma semelhante ao que é estipulado para os caes, com o
uso de inseticidas topicos. Como a maioria dos piretréides é toxico para 0s gatos, 0s
colares de fumetrina séo, atualmente, a Unica formulacao piretroide licenciada para
gatos (Leishvet guidelines, 2016). Estudos em caes sugerem que este colar age tanto
para reduzir o risco de infeccdo em areas endémicas tanto para limitar a infeccédo nos
animais ja positivos (PENNISI et al., 2015).
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