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RESUMO

A leishemaniose visceral (LV) é uma zoonose parasitaria causada pela espécie Leishmania
infantum nas Américas. O cdo doméstico é considerado o principal reservatério e, no ambiente
urbano, a LV em gatos vem ganhando destaque. Entretanto, a participagdo destes animais no
ciclo biologico da L. infantum era desconhecida. Portanto, o objetivo geral deste estudo foi
avaliar a participacdo do gato doméstico (Felis catus) no ciclo epidemioldgico da LV. Foram
examinados 307 gatos, os quais foram submetidos a anamnese para verificar a ocorréncia de
sinais clinicos relacionados a leishmaniose, coleta de sangue para exame hematoldgico,
quantificacbes bioquimicas, sorologia para retrovirus e sorologia para leishmaniose, aspirado de
linfonodo popliteo e medula 6ssea e raspado de pele com lesdo para confirmar a infeccdo pelo
método de pesquisa direta de Leishmania. As Leishmania isoladas dos gatos foram submetidas a
estudos moleculares (PCR-RFLP e sequenciamento) para identificacdo das espécies, 12 dos
animais infectados foram submetidos a xenodiagndstico para verificar a capacidade de infectar o
vetor e cinco foram necropsiados para estudo histopatoldgico de bacgo, figado e rim. Um dos
gatos com LV e um cdo saudavel foram utilizados para testar a possibilidade de transmissédo da
doenca do gato para o cdo. Os resultados deste estudo revelaram que os gatos se infectam por L.
infantum e foi observada uma prevaléncia de 6,5% no exame parasitoldgico, 12,1% no ELISA e
9,1% no TR DPP®. Os gatos infectados estavam presentes em todas as zonas demogréaficas da
cidade. As principais alteracdes clinicas e laboratoriais observadas nos animais com LV foram:
linfadenopatia, alopecia, emagrecimento, lesdo ulcerativa na pele, nddulos na pele, reducdo
significativa nos valores de hemacias e hematdcrito, presenca de Leishmania em baco, hepatite,
degeneracdo hepatica e infiltrados inflamat6rios em rim. Os 20 gatos positivos para LV estavam
infectados pela espécie L. infantum e o sequenciamento apontou ndo haver diferenca entre 0s
parasitos isolados de gatos com os de cées publicados no GenBank. 67% dos animais submetidos
ao xenodiagndstico infectaram o vetor e a transmissao da LV do gato para o cdo foi confirmada.
Conclui-se que a LV em gatos de Teresina-Pl apresenta elevada prevaléncia e foi demostrado
gue gatos infectados por L. infantum sdo capazes de infectar o vetor bioldgico Lutzomyia
longipalpis e transmitir a infeccdo para outro individuo ndo infectado, confirmando a

participacao ativa destes animais no ciclo epidemiologico da LV.

Palavras-chave: Epidemiologia; Leishmania infantum; calazar; sequenciamento; anemia; lesdo

cutanea.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (LV) is a parasitic zoonosis caused by the Leishmania infantum species in
the Americas. The domestic dog is considered the main reservoir and, in the urban environment,
LV in cats has been gaining prominence. However, the participation of these animals in the
biological cycle of L. infantum was unknown. Therefore, the general objective of this study was
to evaluate the participation of the domestic cat (Felis catus) in the epidemiological cycle of VL.
A total of 307 cats were examined, which were submitted to anamnesis to verify the occurrence
of clinical signs related to leishmaniasis, blood collection for hematological examination,
biochemical quantifications, serology for retroviruses and serology for leishmaniasis, aspiration
of popliteal lymph node and bone marrow and scaling of skin scraping with lesion to confirm the
infection by the direct search method of Leishmania. The isolated Leishmania of the cats were
submitted to molecular studies (PCR-RFLP e sequencing) to identify the species, 12 of the
infected animals were submitted to xenodiagnosis to verify the infection of the vector and five
were necropsied for histopathological study of spleen, liver and kidney. One of the cats with LV
and a healthy dog were used to test the possibility of transmission of cat disease to the dog. The
results of this study show that the cats are infected by L. infantum and a prevalence of 6.5% was
observed in parasitological examination, 12,1% in ELISA and 9.1% in TR DPP®. Infected cats
were present in all demographic areas of the city. The main clinical and laboratory abnormalities
observed in animals with VL were: lymphadenopathy, alopecia, weight loss, ulcerative lesions
on the skin, nodules on the skin, significant reduction in red blood cell and hematocrit values,
presence of Leishmania in spleen, hepatitis, liver degeneration and inflammatory infiltrates in
kidney. The 20 LV-positive cats were infected by the L. infantum species and the sequencing
showed no difference between the parasites isolated from cats and those from dogs published in
GenBank. 67% of the animals submitted to xenodiagnosis infected the vector and the LV
transmission from the cat to the dog was confirmed. It is concluded that LV in Teresina-PI cats
presents high prevalence and it has been demonstrated that cats infected by L. infantum are able
to infect the biological vector Lutzomyia longipalpis and transmit the infection to another
uninfected individual, confirming the active participation of these animals in the epidemiological
cycle of LV.

Keywords: Epidemiology, Leishmania infantum; calazar; sequencing; anemia; cutaneous injury.
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1 INTRODUCAO

Leishmanioses sdo infecgbes parasitarias causadas por protozoarios do género
Leishmania, que acomete tanto os humanos quanto Vvérias espécies animais domésticos e
silvestres (Harhay et al., 2011), incluindo os gatos domésticos (Felis catus) (Mendonca et al.,
2017). E uma doenca sistémica causada por espécies de Leishmania que fazem parte do
complexo Donovani, sendo a L. infantum responsavel por causar leishmaniose visceral (LV) nas
Ameéricas e tem o cdo como principal reservatorio (Harhay et al., 2011; Marcondes et al., 2013).

A LV apresenta ampla distribui¢do no Brasil, sendo relatados casos em todas as regides
do Pais (Sousa et al., 2009). No Estado do Piaui, no ano de 2017, foram registrados 230 casos
humanos da doenca (Brasil, 2017). Quanto aos cées, de 1995 a 2013, a soro-prevaléncia da LV
nesses animais, em Teresina, variou de 1,6% em 1996 a 41% em 2013, com média de 9%
(Oliveira, 2014).

Nos gatos, estudos anteriores relatam que esses animais sdo acometidos por LV, mas sua
participacdo no ciclo da doenca ndo se encontra completamente esclarecida. Entretanto, a
possivel infeccdo de flebotomineos relatada ao realizar xenodiagndstico em gato infectado
(Maroli at al., 2007; Silva et al., 2010), reforca a hipGtese de esses animais fazerem parte do
ciclo epidemiologico da LV.

O primeiro caso de infeccdo natural em gato por Leishmania sp. no Brasil foi registrado em
1939, em um gato com Uulceras nas orelhas e no nariz, localizado no estado do Para, porém, a
espécie causadora ndo foi identificada (Mello, 1940). Outros estudos realizados no Brasil
relataram a infeccdo em gatos domésticos por Leishmania spp. em Aura-PA (Mello, 1940),
Leishmania do subgénero Viannia em Belo Horizonte-MG (Passos et al., 1996), L. infantum em
Cotia-SP (Savani et al., 2004), Aracatuba-SP (Vides et al., 2011), Andradina-SP (Coelho et al.,
2011) e Teresina-Pl (Mendonga et al., 2017), L. amazonensis em Campo Grande-MS (Souza et
al., 2005) e em Ribas do Rio Pardo-MS (Souza et al., 2009). Também foi observada a presenca
de anticorpos anti-Leishmania sp. em gatos em outras partes do Brasil, em Barra Mansa-RJ
(Figueiredo et al., 2009) e Recife e Petrolina-PE (Silva et al., 2014).

Em Teresina, Piaui, Brasil, onde a LV é endémica, tanto em cdes quanto em humanos,
também ha relato da infec¢do em gatos, sendo registrados trés gatos domésticos infectados por L.
infantum de 83 animais examinados (Alves, 2011; Harhay et al., 2011; Mendonca et al., 2017).

Vérios estudos relataram a infeccdo em gatos, entretanto h4 poucas informag@es sobre as

possiveis alteragdes hematologicas, bioquimicas e histopatoldgicas da leishmaniose nesses
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animais. Alguns pesquisadores relataram a presenca do parasito em 6rgdos linfoides (baco,
figado, linfonodo e medula), mas ndo se sabe com precisdo sobre os danos provocados pela
visceralizacdo da Leishmania em gatos.

Alguns sinais clinicos ja foram observados em gatos parasitados. Os frequentemente
relatados sdo: alteracGes dermatoldgicas (Ulceras, nddulos, alopecia) e enfartamento ganglionar
(Navarro et al., 2010). Entretanto, o diagnostico clinico é complexo e dificil de ser realizado,
devido aos sinais clinicos observados em gatos com leishmaniose serem compativeis aos
observados em outras enfermidades que ocorrem nesses animais.

Além disso, os gatos, possivelmente, apresentam resposta imunoldgica mais eficiente
que os cdes a infeccdo por L. infantum, tornando-os resistentes e, geralmente sé desenvolvem
sinais clinicos quando ocorre imunodepressao (Grevot et al., 2005; Duarte et al., 2010). Na
literatura, h& estudos mostrando associacdo positiva entre a co-infeccdo L. infantum e retrovirus
(Virus da Imnuodeficiéncia Felina-FIV e Virus da Leucemia Felina-FeLV) e os gatos que
apresentam co-infeccdo com FIV e FeLV geralmente desenvolvem sinais clinicos (Vicente
Sobrinho et al., 2012).

2 JUSTIFICATIVA

Em revisdo de literatura realizada por Pennise et al. (2015) a respeito da LV em gatos
fica evidente a caréncia de informacdes acerca: da distribuicdo geografica da infeccdo nesses
animais, da participagdo dos gatos no ciclo de transmissdo da doenca, das alteracGes
bioguimicas, hematoldgicas e histopatologicas dos animais infectados e da identidade genética
das espécies gque parasitam o0s gatos.

A identificacdo de gatos infectados por Leishmania, sobretudo por L. infantum, e a
possibilidade de infeccdo de flebdtomos por este parasito ao realizar xenodiagndstico em gatos
naturalmente infectados em Teresina-Pl, &rea de elevada transmissdo de LV, alerta as
autoridades a buscarem novas medidas de controle da doenca, visto que apenas a eutanasia de
cdes sororreagentes (principal medida adotada pelo Ministério da Saude no controle da LV
canina e humana no Brasil) ndo tem sido suficiente para o controle da doenca em areas
endémicas, devendo, portanto levar em consideracdo a possibilidade da ocorréncia de outros
reservatorios.

Outros trabalhos ja demonstraram a possibilidade de infec¢do de flebotominios por L.

infantum em Messina na Italia (Maroli at al., 2007) e em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
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(Silva et al., 2010). Porém, ndo haviam estudos demonstrando que os gatos com LV em Teresina
eram capazes de infectar o vetor. Este estudo se fez necessario devido a possibilidade de a L.
infantum em Teresina, apresentar caracteristica genética distinta da espécie isolada em outras
regides demogréficas (Ribolla et al., 2016). Diferenca que pode interferir na capacidade de
infeccdo, tanto para 0s gatos quanto para o vetor, sendo esta, uma importancia de investigar a
evolucdo da doenca em gatos de Teresina, identificar o padrdo genético dos parasitos e a
possibilidade de infeccdo do vetor neste cendrio distinto, onde a LV necessita de muita atencao,
tanto na salde humana quanto animal. Além disso, ndo havia estudos investigando a
possibilidade de transmissdo da LV do gato para o céo.

Os indices de transmissdo da LV em Teresina sdo muito elevados, tornando esta cidade
um cendrio ideal para investigar a real prevaléncia de infeccdo em gatos. Devido a ampla
disseminacédo da doenca na cidade € possivel que esses animais estejam sendo alvo, com elevada
frequéncia, de insetos infectados por L. infantum. A elevada transmissao e distribui¢do da doenca
na Cidade, sugere que as condi¢Oes ambientais nessa regido sejam ideais para 0 aumento da
populacdo de flebotomineos, sobretudo, Lutzomyia longipalpis, possibilitando encontrar gatos
infectados em todas as areas demogréaficas da Cidade, tornando evidente a necessidade de
investigar a doenga nos animais dessa regiéo.

Devido ao aumento dos casos relatados de Leishmania sp. e, especialmente, de L.
infantum em gatos domeésticos e a ocorréncia de infeccdo em gatos em Teresina-Pl (Mendonga et
al., 2017), surgiu a necessidade de estudar a prevaléncia da infeccdo desses animais nessa cidade,
area endémica para LV canina e humana. Além disso, estudar a possivel participacdo desses
animais no ciclo epidemioldgico da LV nesse cenério de transmissdo, as alteragdes clinico-

patoldgicas da infeccdo em gatos e caracterizar a cepa de Leishmania presente nesses animais.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia e taxonomia

O género Leishmania pertence ao Subreino Protozoa, Ordem Kinetoplastida e Familia
Trypanosomatidae e apresenta o Subgénero Leishmania onde estdo presentes as espécies L. (L)
archibaldi, L. (L) donovani, L. (L) chagasi e L. (L) infantum que fazem parte do complexo
donovani e sdo responsaveis por causar LV, das quais a Ultima é o agente etiol6gico da LV no
Continente Americano (Banuls et al., 2007; Harhay et al., 2011). Para Mendes et al. (2014) a LV
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nas Américas é causada pela L. (infantum) chagasi, considerando se tratar de uma Unica espécie.
A L. infantum e L. chagasi devem ser consideradas como sindnimos e 0 home primeiramente
determinado prevalece, sendo L. infantum o nome valido para o agente causal da LV no
Continente Americano (Dantas-Torres, 2006).

A classificagdo taxondmica da Leishmania foi inicialmente baseada em critérios
ecobiologico, como: vetores, distribuicdo geogréafica, tropismo, propriedades antigénicas e
manifestacdo clinica. No entanto, a analise bioquimica e molecular mostrou que os critérios
patoldgicos e geograficos foram muitas vezes inadequados e, portanto, outros critérios, tais como
0s padrbes de polimorfismo exibidos por marcadores moleculares da regido kinetoplastica do
DNA (kDNA), proteinas ou fatores antigénicos, bem como avaliacdo da sequencia de
nucleotideos, passou a ser utilizados para identificacdo de parasitos do género Leishmania
(Banuls et al., 2007; Benassi et al., 2017).

Cinco espécies pertencentes ao género Leishmania ja foram identificadas em gatos: L.
mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum, sendo a espécie L.

infantum a mais frequentemente encontrados parasitando o gato doméstico (Tabela 1).

Quadro 1: Localizacdo geografica e métodos de identificacdo das espécies de Leishmania spp.
encontradas em gatos.

Espécie Localizacdo geografica | Método de identificacdo | Referéncia

Eletroforese

USA (Texas) . . Barnes et al., 1993
isoenzimatica
L. mexicana USA (Texas) PCR e Sequenciamento | Trainor et al., 2010
Ven I PCR-RFLP .
¢ ezu.e.a ¢ . © Rivas et al., 2018
(Barquisimeto) Sequenciamento
Imunomarcagdo com
. Venezuela anticorpo monoclonal e Bonfante-Garrido
L. venezuelensis .
(Barquisimeto) Eletroforese etal., 1991

isoenzimatica

Brasil (Belo Horizonte,

Minas Gerais) PCR e Hibridizacéo Passos et al., 1996
L braziliensis Brazil (Rio de Janeiro, Eletroforese Schubach et al.,
Rio de Janeiro) isoenzimatica 2004
Rougeron et al.,

Franca (French Guiana) | PCR e Sequenciamento 2011

Brasil (Campo Grande, Imunomarcagdo com

. Souza et al., 2005
Mato Grosso do Sul) anticorpo monoclonal

L. amazonensis
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Espécie Localizacdo geografica | Método de identificacdo | Referéncia
Brasil (Teresina, Piaui) PCR-RFLP gﬁ)elr;donga etal,

L. infantum (Sin.
L. chagasi)

Brasil (Cidade de
Aracatuba, Sao Paulo)

PCR e Sequenciamento

Vides et al., 2011

PCR e Sequenciamento

Vicente Sobrinho
etal., 2012

Brasil (Cidade de
Andradina, Sao Paulo)

PCR e Sequenciamento

Coelho et al., 2011

Brasil (Cidade de Belo
Horizonte, Minas Gerais)

Sorologia e PCR

Silva et al., 2010

Brasil (Cidade de Cotia,
Sé&o Paulo)

PCR e Sequenciamento

Savani et al., 2004

Brasil (Campo Grande,
Mato Grosso do Sul)

PCR-RFLP

Noé et al., 2015

Brasil (Cidade de
Pirassununga, Sdo Paulo)

PCR e Sequenciamento

Benassi et al., 2017

Ird (Provincias de Fars e
Azerbaijdo Oriental)

PCR e Eletroforese
isoenzimaética

Hatam et al., 2010

Italia (Imperia, Liguria) | PCR-RFLP Poli et al., 2002
- . - Eletroforese Gramiccia et al.,
Italia (Messina, Sicilia) isoenzimética 2005

Italia (ilha de Lipari,
Sicilia)

Eletroforese
isoenzimaética e PCR-
RFLP

Maroli et al., 2007

Suica PCR e Sequenciamento Richter et al., 2014
Fran,gg (Alpes !Eletrofor(?s_e Ozon et al., 1998
Maritimos) isoenzimatica

Espanha (Barcelona)

PCR e Sequenciamento

Tabar et al., 2008

Espanha (comunidade de
Madrid)

PCR e Sequenciamento

Ayllon et al., 2012
Perillo et al., 2013

Espanha

Imunomarcagdo com
anticorpo monoclonal

Navarro et al.,
2010

Espanha (Maiorca)

PCR-RFLP

Millan et al., 2011

Portugal (regido de
Lisboa)

PCR e Sequenciamento

Maia et al., 2008
Maia et al., 2010

Portugal (regides de
Lisboa e Algarve)

PCR e Sequenciamento

Maia et al., 2014

Grécia (Tessalia e
Macedonia)

PCR e Sequenciamento

Chatzis et al.,
2014a




22

3.2 Transmisséo e ciclo bioldgico

A transmissdo da L. infantum, agente etiologico da LV no Brasil, ocorre quando as
fémeas do inseto vetor, comumente denominado de flebotomineo, da espécie L. longipalpis e L.
cruzi, realizam o repasto sanguineo. A fémea, que é hematdfaga, ingere a Leishmania ou células
contendo Leishmania na forma amastigota, posteriormente evoluindo-se para promastigota no
tubo digestivo do inseto, que sera regurgitada no hospedeiro vertebrado durante um novo repasto
sanguineo (lIkeda-Garcia et al., 2007).

Em relacdo a LV, a infeccdo do vetor ocorre quando existe parasitismo na pele ou em
sangue periférico do hospedeiro (Brasil, 2010). O potencial de transmisséo de cées, avaliado por
xenodiagnostico utilizando L. longipalpis, apontou o0s cdes sintomaticos como 0s responsaveis
pela infeccdo do inseto, ndo encontrando infeccdo do inseto utilizando cdes assintomaticos
(Vercosa et al., 2008).

Em gatos, ha evidéncia que esses animais podem fazer parte do ciclo epidemioldgico da
LV, devido a possibilidade de infectar L. longipalpis ao realizar xenodiagnostico em gatos
infectados por L. infantum, conforme ja relatado em estudo realizado em Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil (Silva et al., 2010) e pela infeccdo de Phlebotomus perniciosus ao realizar
xenodiagndstico também em gato infectado por L. infantum em Messina na Italia (Maroli et al.,
2007).

Uma vez regurgitadas as Leishmania na pele do hospedeiro vertebrado, estas invadem
os macrofagos, se diferenciam para amastigotas e se multiplicam por divisdo binaria (Santos-
Gomes et al., 2000). Posteriormente ocorre o rompimento dos macréfagos e liberagdo dos
parasitos, sendo entdo fagocitados por novos macréfagos, favorecendo a sua disseminacao por
via hematologica e linfatica podendo ser encontradas células infectadas em tecidos como baco,

medula éssea e linfonodo (Figura 1) (Santos-Gomes et al., 2000; Harhay et al., 2011).
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Ciclo de vida da Leishmania
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Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania em mamiferos e no vetor.
Fonte: (Harvey et al., 2011)

3.3 Epidemiologia

Com base em dados coletados no periodo de 2007 a 2011, observou-se que
aproximadamente 0,2 a 0,4 milhGes de casos humanos de LV surge a cada ano, dos quais 90%
ocorrem em seis paises: India, Bangladesh, Sud&o, Suddo do Sul, Etiopia e Brasil (Alvar et al.,
2012). E uma doenca potencialmente fatal com distribuicio mundial, sendo relatada em 76
paises. Em 12 paises das Américas a doenca apresenta de forma endémica e cerca de 96% dos
casos das Ameéricas ocorrem no Brasil, pais em que sdo diagnosticados aproximadamente 3299
novos casos de LV humana a cada ano (OPAS-OMS, 2018).

O processo de expansdao e urbanizacdo da LV no Brasil foi bastante intenso,
encontrando-se grande numero de casos da doenca em varias cidades de grande e médio porte. O
aumento consideravel do numero de casos de LV esta relacionado a existéncia de novas praticas
agrarias, modelos de exploragdo do solo, processo de urbanizacdo e as condigdes de moradias
inadequadas nos centros urbanos que contribuiram para a adaptacdo do vetor a novos nichos

ecologicos (Rodrigues, 2008).
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O ciclo de transmissdo, que anteriormente ocorria no ambiente silvestre e rural,
atualmente também se desenvolve em centros urbanos. Apos o registro da primeira epidemia
urbana em Teresina-Pl, o processo de urbanizacdo se intensificou com a ocorréncia de
importantes epidemias em varias cidades da regido Nordeste (Sdo Luis, Natal e Aracaju), Norte
(Boa Vista e Santarém), Sudeste (Belo Horizonte e Montes Claros) e Centro Oeste (Cuiaba e
Campo Grande) (Gontijo e Melo, 2004). No Estado do Piaui, foram registrados 157 casos
humanos de LV em 2009 sendo que a capital correspondeu a 39,5% do total de casos do estado
(Brasil, 2011). Informacgdes mais recentes mostram que em 2017 o numero de casos da doenca
em humanos no Piaui foram 230 (Brasil, 2017).

Amplamente difundida no Brasil e considerada uma zoonose, a LV acomete
principalmente o homem, porém o céo é considerado o principal reservatdrio dessa enfermidade
(Souza et al., 2008; Sousa et al., 2009). O primeiro trabalho documentando a infec¢do canina nas
Américas foi publicado no Brasil na década de 1930 por Evandro Chagas que encontrou 4,1%
dos cdes infectados nas localidades de Moju e Abaetetuba no estado do Para. Desde entdo vem
aumentando significativamente o nimero de casos de leishmaniose visceral canina (LVC) no
Brasil se tornando um aspecto epidemiologico preocupante (Cimerman e Cimerman, 2003). Em
Teresina, em 2009, foram registrados 3.332 casos de LVC, sendo considerada area endémica
para a doenga (Alves, 2011). De 1995 a 2013, a soro-prevaléncia da LVC em Teresina variou de
1,6%, em 1996 a 41% em 2013, com média de 9% (Oliveira, 2014).

Do ponto de vista epidemioldgico, a doenca canina no Brasil é considerada de grande
importancia, pois além de os cdes apresentarem elevada suceptibilidade, quando infectados
apresentam intenso parasitismo cutaneo sendo, portanto, a principal fonte de infec¢do para o
vetor, caracterizando esse animal como o principal elo doméstico na cadeia de transmissao da
LV (Neves et al., 2011). Entretanto, é possivel que o gato doméstico também tenha importancia
no ciclo de transmissdo, devido a capacidade destes animais também infectarem o vetor
bioldgico (L. longipalpis), conforme j& relatado em estudos realizado por Silva et al. (2010),
representando, portanto, potenciais reservatorios dessa zoonose.

Apbs o primeiro relato de leishmaniose em gato doméstico por Sergent et al. 1912,
varios casos de leishmaniose em gatos tém sido registrados (Simdes-Mattos et al., 2004;
Schubach et al., 2004; Da Silva et al., 2008; Vides et al., 2011), ocorrendo com maior frequéncia
em areas endémicas para LV (Sal6 et al., 2007; Maia et al., 2008; Costa et al., 2010). Além
disso, pesquisadores da Italia e do Brasil demonstraram a presenca de promastigotas de L.

infantum no intestino de flebotomineos, comprovando a transmissibilidade para o vetor, ao



25

realizar repasto sanguineo em gatos infectados (Maroli et al., 2007; Silva et al., 2010). Esta
evidéncia de transmissibilidade comprovada dos parasitas de gatos a um vetor sugere que estes
animais podem exercer o papel de reservatorios domésticos da doenca ao inves de simplesmente
um hospedeiro acidental.

Quanto a ocorréncia de L. infantum em gatos, tem sido relatada no Ird, Israel, Egito,
Grécia, Albania, Italia, Franca, Espanha, Portugal e Brasil, com prevaléncia variando de 0,7% a
85,4% na pesquisa direta do parasito, 0,6% a 68,5%, utilizando métodos soroldgicos e 0% a 60%
utilizando métodos moleculares (Pennisi et al., 2015). No Brasil, a L. infantum em gatos ja foi
relatada nas cidades de Cotia-SP (Savani et al., 2004), Aragatuba-SP (Bresciani et al., 2010;
Vides et al., 2011; Vicente Sobrinho et al., 2012), Belo Horizonte-MG (Silva et al., 2010),
Andradina (Coelho et al., 2011), Campo Grande-MS (Noé et al., 2015), Pirassununga-SP
(Benassi et al., 2017) e Teresina-P1 (Mendonca et al., 2017), com prevaléncia variando de 0,7% a

18,2% na pesquisa direta do parasito e de 1,9% a 2,7 na PCR.

3.4 Patogenia e patologia

A LV é uma doenca infecciosa grave e pode ser fatal se ndo tratada, devido a falha na
resposta imunoldgica desenvolvida pelos hospedeiros. Nos cédes, o periodo de incubacdo é
bastante variado, podendo chegar a 25 meses e minimo de dois meses (Silva, 2007). Essa
variacdo no periodo de incubacdo provavelmente esta relacionada a sensibilidade dos cées ao
agente etioldgico da LV. Nos cées sensivies, com perfil de citocina Th2, o agente etiolégico ou
os imunocomplexos provocam lesdes nas viceras, evoluindo para a morte, caso ndo haja
intervencdo terapéutica (Silva, 2007). Porém, alguns cées sdo resistentes, 0s quais desenvolvem
resposta imunoldgica do tipo Thl (Silva, 2007). Nestes se observa baixa carga parasitaria e
resposta inflamatéria reduzida, com baixa producdo de imunocomplexos (Costa, 2012). A
infeccdo em cées resistentes pode evoluir para a cura espontanea, persistir no animal sem
manifestacdo clinica ou, pelo menos, a evolugdo da doenca neste grupo de animais € muito mais
lenta que nos animais sensiveis.

Ap0Os a regurgitacdo pelo vetor, as Leishmania sdo disseminadas pelo corpo atingindo
varios orgaos como pele, nodulos linfaticos, medula, bago, figado e varios outros orgaos (Costa,
2012). Além disso, a resposta imunoldgica, com intensa producdo de anticorpos, causa varias

complicagdes clinicas em decorréncia do acimulo de imunocomplexos, atingindo varios 6rgéos
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inclusive os rins, sendo as alteragdes renais uma das maiores causas de morte em cdes com LV
(Koutinas e Koutinas, 2014).

Em relacdo aos gatos, pouco se sabe sobre a patogénese da leishmaniose nesses animais.
Entretanto, os gatos parecem desenvolver resposta imunologica eficiente contra a Leishmania,
apresentando, portanto, resisténcia natural, decorrente de fatores genéticos, que inibe o
desenvolvimento dos parasitos (Costa et al., 2010). Esta possivel resisténcia foi observada numa
infeccdo experimental realizada por Kirkpatrick et al. (1984), que detectou a presenca de L.
infantum na inspecdo post-mortem de todos os animais na quarta semana de infeccdo, mas nédo
detectou parasitas na vigesima quarta semana.

Em contrapartida, estudo realizado por Navarro et al. (2010), demonstra tanto alteraces
cutaneas (Ulceras e nodulos) quanto envolvimento visceral (alteracGes hepaticas, esplénicas e
renais), além de alteracBes oculares (conjuntivite, blefarite e/ou ceratite). Além disso, as
alteracbes observadas estavam relacionadas com a presenca de antigenos de Leishmania
detectados por imunohistoquimica. Entretanto, ndo foi realizada a pesquisa de retrovirus, nem

qualquer outra analise do comprometimento imunoldgico dos animais.

3.5 Sintomatologia clinica

O gato doméstico pode ser infectado por diversas espécies de Leishmania, podendo
apresentar sinais clinicos ou ndo (Longoni et al., 2012). Todavia, alguns autores relatam que o
aparecimento de sinais clinicos esta relacionado a alguma imunossupressdo (Grevot et al., 2005;
Duarte et al., 2010). Geralmente a doenga em gatos esta associada a outras enfermidades como a
FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) e FeLV (Virus da Leucemia Felina), responsaveis por
causar imunossupressao (Vicente Sobrinho et al., 2012).

O quadro clinico na leishmaniose em gatos é inespecifico e assemelha-se aos sinais
clinicos apresentados pela espécie canina. Ja foram observados em gatos parasitados: Ulceras nas
orelhas e no nariz (Mello, 1940), Glcera na regido entre os digitos (Passos et al., 1996), nddulo no
nariz, emagrecimento, desidratagdo, aumento dos nddulos linfaticos (Savani et al., 2004),
alteracfes dermatologicas (Bresciani et al., 2010), dermatite com crostas e Ulceras na face e
regides palmares e plantares (Coelho et al., 2010) e conjuntivite, blefarite e ceratite (Navarro et
al., 2010).
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3.6 Diagndstico

O diagnostico clinico da leishmaniose felina € complexo e dificil de ser realizado, porque
outras doencas de ordem dermatogénica séo frequentes entre estes animais. A investigagéo do
historico e a relagdo dos aspectos epidemioldgicos constituem pontos importantes a serem
considerados para a obtencdo do diagndstico clinico correto, porque na préatica, as dermatopatias
representam a maior parte dos atendimentos na rotina clinica desses animais, que podem ser
confundidas com alguns sinais vistos na leishmaniose.

A maioria dos exames utilizados para diagnosticar a leishmaniose canina também podem
ser utilizados para diagnosticar a doenga em gatos (Pennisi et al., 2015). A leishmaniose pode ser
diagnosticada pelo método de exames parasitologicos (identificacdo do parasita em esfregaco
sanguineo efou cultivo do parasita), imunolégicos (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) e moleculares (Reagdo de Cadeia em Polimerase —
PCR) (Brasil, 2007; Silveira-Neto et al., 2011; Chatzis et al., 2014b).

O diagndstico definitivo pode ser feito utilizando o método de exames parasitologicos,
baseados na demonstracdo de formas amastigotas do parasita, tanto dentro do macréfago como
na forma livre, também pela pesquisa de formas promastigotas ao semear amostras em meio de
cultura, além de diagndstico molecular, ambos utilizando amostras de pele, mucosas, sangue
periférico, medula 6ssea ou 6rgdos do sistema fagocitico-mononuclear (Brasil, 2011; Vides et
al., 2011; Chatzis et al., 2014b).

Em estudo realizado por Vides et al. (2011), ao pesquisar infecgdo por Leishmania em
gatos utilizando diferentes métodos de diagndsticos, incluindo testes soroldgicos, pesquisa direta
e de antigenos do parasito, mostraram que a concordancia entre os testes foi muito baixa e, ao
avaliar os resultados dos animais positivos, verificou-se que a maioria dos gatos eram positivos
em apenas um dos métodos empregados. Sabendo disso, fica evidente a necessidade de utilizar

mais de um método de diagnosticar a leishmaniose nesses animais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar os aspectos epidemioldgicos e as altera¢fes clinicopatolégicas da leishmaniose
visceral em gatos domeésticos (Felis catus), bem como a possivel participacdo desses animais no

ciclo de transmissédo da doenca.

4.2 Especificos

— Avaliar a prevaléncia da leishmaniose em gato doméstico no municipio de Teresina-PI,
area endémica para LVC;

— Auvaliar os aspectos clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e histopatoldgicos de gatos
domesticos infectados por Leishmania sp.;

- Identificar as espécies de Leishmania isolada de gatos naturalmente infectados;

- Estudar a variabilidade genética das Leishmania isoladas de gatos domésticos e comparar
com as cepas isoladas de cées;

— Auvaliar a influéncia da coinfeccdo por FIV e FeLV na apresentacdo clinica da
leishmaniose visceral em gatos;

— Avaliar a infeccdo de flebotomineos ao realizar repasto sanguineo em gatos domésticos
infectados por Leishmania sp.;

—  Verificar a ocorréncia de parasitismo na pele e érgdos linfaticos e relacionar com a
infectividade do vetor;

—  Verificar a possibilidade de transmissdo da infeccdo por L. infantum de gato para céo.

5 HIPOTESES

HO: Os gatos ndo fazem parte do ciclo epidemiolégico da leishmaniose visceral.

H1: Os gatos fazem parte do ciclo epidemioldgico da leishmaniose visceral.
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6 ESTRUTURA DA TESE

Este estudo de Tese apresenta a seguinte estrutura formal: resumo, abstract, introducdo,
justificativa, revisdo de literatura, objetivos, estrutura da tese, cinco capitulos contendo artigos
completos elaborados seguindo as normas da revista para as quais serdo submetidos, conclusdes
gerais, considerac@es finais, referéncias bibliograficas gerais, anexos e apéndices. Os titulos dos
capitulos produzidos com os resultados deste estudo de Tese e a identificacdo das respectivas

revistas (titulo, classificacdo e fator de impacto) encontram-se descritos abaixo.

Capitulo |

TITULO: Aspectos epidemioldgicos e identificacdo molecular de Leishmania em gatos de area
endémica para leishmaniose visceral no Brasil

REVISTA: Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, B1 e 1,489

Capitulo 11

TITULO: Avaliacdo clinica, hematoldgica, bioquimica e histopatoldgica em gatos domésticos
(Felis catus) com leishmaniose visceral

REVISTA: Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, A2 e 0,259

Capitulo 111
TITULO: Infeccdo de Lutzomiya longipalpis em gatos infectado por Leishmania infantum
REVISTA: Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, A2 e 2,833

Capitulo IV
TITULO: Transmission of Leishmania infantum from a cat to a dog
REVISTA: Parasitology Research, A2 e 2,558
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7 CAPITULO |

Aspectos epidemioldgicos e identificacdo molecular de Leishmania em gatos de area

endémica para leishmaniose visceral no Brasil

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) em gatos tem sido relatada com frequéncia em todo o
mundo. No Brasil os relatos sdo mais frequentes em areas endémicas da doenga. O nUmero
crescente de relato da doenca nessa espécie estimulou-nos a desenvolver este estudo, cujo
objetivo foi avaliar os aspectos epidemioldgicos de gatos com LV em Teresina-Piaui, area de
elevada transmissdo da doenca, bem como identificar a Leishmania isolada destes animais. O
estudo transversal e randomizado foi realizado entre setembro de 2014 a dezembro de 2018. 307
animais, entre 4 meses a 14 anos de idade, machos e fémeas e de ragas variadas, foram
submetidos a coleta de sangue para diagnostico soroldgico de LV e aspirado de linfonodo
popliteo, medula Gssea e raspado de pele com lesdo para confirmar a infeccdo utilizando o
método de pesquisa direta de Leishmania em cultivo e esfregaco em lamina. Uma vez isoladas
em meio de cultura foram submetidas a estudos moleculares para identificacdo da espécie. Os
resultados mostraram prevaléncia de 6,5% no exame parasitoldgico, 12,1% no ELISA e 9,1% no
TR DPP®. Os gatos infectados estavam amplamente disseminados na cidade de Teresina, sendo
encontrados animais positivos em todas as zonas da cidade: norte, sul, leste, sudeste e centro. Foi
observada prevaléncia mais elevada nos animais adultos e a doenga nos gatos esteve associada
com algum problema de salde nos animais da mesma residéncia. O estudo molecular revelou
gue os 20 animais positivos estavam infectados pela espécie L. infantum e indicou ndo haver
diferenca entre isolados de gatos e cdes. Este € o0 primeiro estudo randomizado sobre a LV em gatos
e através deste foi possivel verificar elevada prevaléncia da infeccdo por L. infantum nesses
animais, os quais estdo amplamente disseminados na cidade de Teresina, Piaui, area endémica

para LV, podendo esta participando de forma significativa na transmisséo da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Epidemiologia. Prevaléncia. Leishmania infantum. Gatos domesticos.
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INTRODUCAO

Leishmanioses séo infeccOes parasitarias causadas por protozoarios do género Leishmania,
que acomete tanto os humanos quanto vérias espécies animais domésticos e silvestres'?,
incluindo os gatos domésticos (Felis catus). E uma doenca sistémica causada por espécies de
Leishmania que fazem parte do complexo Donovani, sendo a L. infantum (Sin. L. chagasi)
responsavel por causar leishmaniose visceral (LV) nas Américas e tem o cdo como principal
reservatorio®=.

A LV apresenta ampla distribuicdo no Brasil, sendo relatados em todas as regides do Pais*.
No Estado do Piaui, no ano de 2009, foram registrados 157 casos humanos sendo que a capital
correspondeu a 39,5% do total de casos do estado®. De 1995 a 2013, a soro-prevaléncia da
leishmaniose visceral canina (LVC) em Teresina variou de 1,6% em 1996 a 41% em 2013, com
média de 9%°.

Estudos anteriores relatam que os gatos sdo acometidos por LV. O primeiro caso de
infeccdo natural por Leishmania sp. nesses animais, aqui no Brasil foi registrado em 1939, em
um animal com ulceras nas orelhas e no nariz, no estado do Para, porém, a espécie do parasito
n&o foi identificada’. Quanto & infecgdo por L. infantum em gatos no Brasil, estudos ja relataram
a ocorréncia em Cotia®, Aragatuba® e Andradinal®, no estado de S&o Paulo e em Teresina, no
Piaui*'. Também foi observada a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. em gatos de Barra
Mansa, estado do Rio de Janeiro*? e de Recife e Petrolina, estado de Pernambuco®®.

Teresina apresenta indices bastante elevados de transmissdo da LV, tornando esta cidade
um cenério ideal para estudar a epidemiologia da infeccdo em gatos, devido a possibilidade
desses animais estarem sendo alvo, com elevada frequéncia, do vetor infectado. Devido a
elevada transmisséo e distribuicao da doenca na Cidade, suspeita-se que as condi¢cbes ambientais
nessa regido contribuem para o aumento da populacdo de flebotomineos, sobretudo, Lutzomyia
longipalpis, possibilitando encontrar gatos infectados em todas as areas demograficas da Cidade.

Devido ao aumento dos relatos de L. infantum em gatos domésticos, surgiu a necessidade
de pesquisar o comportamento da LV nesses animais em Teresina, Piaui, uma area de elevada
prevaléncia da doenca em cdes e no homem. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar 0s
aspectos epidemioldgicos da LV em gatos de Teresina, estado do Piaui, Brasil, bem como

identificar a Leishmania isolada dos animais infectados.
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METODOLOGIA

Consideracdes éticas

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Universidade
Federal do Piaui (CEUA/UFPI), sob parecer n°® 102/15 e realizado seguindo diretrizes da Lei N°
11794, 8-10-2009, que estabelece procedimentos para a utilizacdo de animais em atividade de

pesquisa cientifica.

Desenho experimental

Este estudo transversal da infeccdo por Leishmania em gatos foi realizado entre setembro
de 2014 a dezembro de 2018. Os animais incluidos no estudo foram selecionados por
randomizacdo das residéncias a serem visitadas. Para tanto, utilizou-se a relagéo de residéncias
cadastradas no sistema da Central elétrica de Teresina - Eletrobras/Piaui. Foram randomizadas
200 residéncias e as que ndo tinham gatos eram substituidas pela localizada imediatamente a sua
direita. Este critério foi adotado até chegar a uma residéncia que tinha gato. Os enderegos
incluidos no estudo tinham numero de gatos variando de um a sete e todos eram examinados,
totalizando 307 animais. A randomizacao foi realizada utilizando o programa estatistico BioEstat
5.3.

Os 307 animais, tinham idade variando entre 4 meses a 14 anos, machos e fémeas e com
racas variadas. Os proprietarios assinaram o termo de consentimento permitindo a realizagdo dos
procedimentos com 0s animais e responderam ao questionario socioambiental, o qual foi
realizado com o propdsito de detectar caracteristicas ambientais relacionadas a ocorréncia da
Leishmania nos gatos.

Os animais foram anestesiados com associa¢do de 15 mg/kg de cloridrato de cetamina, 0,3
mg/kg de diazepan e 0,03 mg/kg de acepromazina, ambos na mesma seringa e administrados por
via intramuscular. Em seguida, submetidos a coleta de sangue para diagnostico sorolégico para
LV, aspirado de linfonodo popliteo, medula dssea e raspado de pele com lesdo para confirmar a
infeccdo utilizando métodos de pesquisa direta de Leishmania.
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Diagnostico parasitologico para leishmaniose visceral

O exame parasitologico foi realizado utilizando amostra de medula éssea e linfonodo
popliteo e distribuidos em meio de cultura NNN (Novy, MacNeal, Nicolle) com 1mL de
Schneider’s suplementado com penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 png/mL), soro fetal
bovino 10% e urina humana 2%. Uma aliquota da medula 6ssea, linfonodo popliteo, além de
raspado da pele de animais que tinham alopecia, lesdo de pele ou nodulo subcutaneo, foi

submetida & realizacio de esfregaco em lamina para pesquisa direta do parasito®®.

Deteccéo de anticorpo anti-Leishmania sp. por imunoadsorcéo enzimatica (ELISA)

O teste ELISA foi realizado utilizando o kit EIE — Leishmaniose Visceral Canina (Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ, Brasil), seguindo metodologia descrita pelo fabricante, com
modifica¢fes para utilizacdo nos gatos. O conjugado especifico para cées, fornecido no Kit, foi
substituido pelo conjugado de rato anti-lgG de gato A20-120P. As placas utilizadas foram as do
Kit, as quais ja foram fornecidas sensibilizadas com antigeno soltvel de Leishmania major-like.

Antes da realizacdo dos testes, realizou-se a padronizagdo do ELISA para determinar a
diluicdo ideal para o conjugado e para 0 soro sanguineo. No processo de padronizacdo foram
utilizadas duas amostras de soro, uma controle positivo, obtido de um gato infectado por L.
infantum com elevado valor de densidade 6tica (DO) no ELISA e uma controle negativo, obtidas
de um animal sem alteracdo clinica e negativo nos exames parasitolégicos, soroldgico e
molecular para LV. As duas amostras de soro foram adquiridas de animais do estudo
desenvolvido por Mendonga et al.!l. Realizou-se diluicio seriada do conjugado 1:10.000 a
1:80.000 e do soro 1:100 a 1:800. As diluicdes do soro e do conjugado foram testadas em
triplicatas. A DO foi medida a 450 nm num leitor de microplacas URIT-660 (URIT Medical
Electronic Co., Ltd, Guangxi, China). A maior razdo controle positivo/controle negativo foi
obtida na diluicdo do soro 1:400 e conjugado 1:20.000, as quais foram utilizadas para realizar o
teste ELISA nos 307 animais deste estudo.

Todas as mostras foram testadas utilizando o mesmo kit EIE — Leishmaniose Visceral
Canina (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Brasil), seguindo metodologia descrita pelo fabricante,
com as seguintes alteragcdes no protocolo: as amostras de soro foram diluidas 1:400 e substituiu-
se 0 conjugado especifico para cées pelo conjugado de rato anti-lgG de gato A20-120P, o qual

foi diluido 1:20.000. Para determinacdo do ponto de corte, utilizou-se amostra de soros de 10
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gatos controle, os quais foram adicionados em todas as placas. Os soros dos 10 animais também
foram obtidos do estudo de Mendonga et al.*, os quais foram adquiridos de animais que
residiam em bairros de Teresina onde o LV canina apresentava baixa prevaléncia e todos eram
negativos na PCR de medula 6ssea. O ponto de corte foi calculado pela média da densidade otica
dos controles negativos mais trés vezes o valor do desvio padréo da DO dos controles negativos.

Os animais que apresentaram DO maior que 0 ponto de corte foram considerados reativos.

Deteccdo de anticorpo anti-Leishmania sp. por Teste Rapido Plataforma de Dupla Corrida (TR
DPP®)

Para realizacdo deste teste utilizou-se amostra de soro sanguineo dos gatos, a qual foi
testada utilizando o kit “TR DPP® — Leishmaniose Visceral Canina” (Bio-Manguinhos, Rio de
Janeiro, Brasil). Na realizacdo do teste, seguiu-se rigorosamente os procedimentos descritos pelo
fabricante do kit, substituindo apenas amostra de soro canino pela amostra de soro dos gatos a

ser testada.

Identificacdo de Leishmania sp. por reacdo em cadeia da polimerase e polimorfismo de
fragmento de restricdo (PCR-RFLP) da regido ITS1

O DNA das formas promastigotas isoladas do linfonodo popliteo de todos os gatos
infectados foi extraido utilizando o kit “QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)”,
seguindo protocolo descrito pelo fabricante. A regido (ITS1) do DNA de Leishmania foi
amplificado utilizando iniciadores LITSR (5-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3) e L5.8S (5-
TGA TAC CAC TTATCG CAC TT-3). A mistura para a reagao de PCR foi composta por 2.0 pl
do DNA, 0.2 mM de cada dNTP, 0.1 nmol de cada primer, 2.5 U da AmpliTag Gold® (Applied
Biosystems), 2.5ul do 10X buffer (Tris—HCI 50 mM, [pH 8.3], KCI 50 mM), 2.0 mM de MgClI2
para um volume final de 15 pl. Como controle de referéncia, utilizou-se trés cépas de
Leishmania infantum previamente identificadas no estudo de Mendonca et al.'t. Um controle
negativo sem DNA foi incluido em todos os testes. As condi¢cdes de amplificacdo foram as
seguintes: desnaturacdo inicial 95°C por 2 min, 32 ciclos incluindo 95°C por 20s, 53°C por
1min, 72°C por 1 min e extensdo final a 72°C por 6 min, a qual foi realizada utilizando o
termociclador HID Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Os amplicons com

300-350 pares de base (pb) foram submetidos ao sistema de eletroforese vertical “Bolt Welcome
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Pack (Invitrogen™)”, a 100V em tampao 1X tris/acido borico/EDTA em gel com 5% de
acrylamida/bis-acrylamida 39:1 e corados com nitrato de prata.

O produto da PCR foi digerido com enzima endonuclease BsuRI (Haelll) (Thermo Fisher
Scientific Inc.), seguindo instrucOes descrita pelo fabricante. Os fragmentos de restricdo foram
submetidos ao sistema de eletroforese vertical “bolt welcome pack (Invitrogen™)” a 100V em
tampédo 1X tris/acido bérico/EDTA em gel com 5% de acrylamida/bis-acrylamida 39:1, corados
com nitrato de prata e comparados com os fragmentos de DNA das Leishmania utilizadas como

controle de referéncia.

Identificacdo de Leishmania sp. por sequenciamento total dos minicirculos

As formas promastigotas de Leishmania, adquiridas de culturas positivas da medula 6ssea,
linfonodo popliteo e nodulos na pele foram submetidas a extracdo de DNA, utilizando o kit
“QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)”, seguindo protocolo descrito pelo
fabricante.

A sequencia alvo para a realizacdo do sequenciamento foi o minicirculo total do
cinetoplasto do DNA da Leishmania o qual foi amplificado utilizando as seguintes sequéncias de
nucleotideos: Lchagl  144F (TAAACGGGGCTAGGGCTTTG), Lchagl  314R
(CATTACCCCGCCACCGAATA), Lchage 7F (TGTAAAATAGGGCCGGGTGG), Lchag6
202R (CCCACGCATACCCTAAAGCA), Lchagll 270F (GAGGCCGATGGGAATTGGAT),
Lchagll 628R (CCATCCAACACGTCCCAACA), desenhados especialmente para este estudo,
nas seguintes combinagdes: Lchagl 144F x Lchagl 314R, Lchag6 7F x Lchag6 202R, Lchagll
270F x Lchagll 628R e Lchagll 270F x Lchagb6 202R, para o sequenciamento total do
minicirculo.

A PCR foi realizada usando o kit KOD Plus NEO ® Master Mix (Toyobo, Japan),
conforme especificagbes do fabricante. O volume total da reagdo foi de 50 microlitros e as
condicdes da PCR foram: 98 °C por 2 min, 30 ciclos de (94 °C por 30 seg e 68 °C por 30 seg) e
72 °C por 7 min.

Os fragmentos amplificados foram purificados usando o Fast Gene Gel/PCR extraction kit
(Nippon Genetics) para purificagdo do DNA amplificado, conforme especificagdes do fabricante.
O produto purificado foi sequenciado no ABI3730XL sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA) no Departamento de Medicina Tropical e Parasitologia de Dokkyo
Medical University, conforme descrito por Sanguankiat et al.** e Otake Sato et al.*®.
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Os contigs gerados do sequenciador foram montados utilizando o pacote de programas
STADEN, em seguida realizou-se um BLASTnN para recuperar todas as sequéncias que tiveram
pelo menos 50% de cobertura. Um Popset foi montado e utilizou-se 0 GUIDANCE web server
para alinhar as sequéncias, utilizando o algoritmo PRANK. Para tratar o alinhamento foram
utilizados 0 GBLOCK e as duas saidas do GUIDANCE. O “melhor” alinhamento (GBLOCKYS)
foi convertido em arquivos nexus e phylip para rodar Inferéncia Bayesiana (IB) e Maxima
verossimilhanca (ML). Os valores dos ramos foram expostos de modo que para IB >=95% e ML
>=70.

Analise dos dados

Para verificacdo da eficiéncia do teste ELISA e TR DPP® em diagnosticar a LV em gatos
foi mensurada a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo,
levando em consideragdo 0 exame parasitolégico como padrdo ouro. Ainda na avaliacdo dos
exames para LV foi realizada a analise de concordancia Kappa entre os testes.

A possivel relacdo entre as caracteristicas dos gatos (idade, sexo e raca) e a infeccdo foi
analisada utilizando o Teste Exato de Fisher e Odds Ratio. Estes dois testes também foram
utilizados para verificar se alguns fatores de risco, obtidos com a realizacdo de questionario
socioambiental, estavam interferindo na ocorréncia de LV nos gatos. As analises foram
executadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA) e admitindo probabilidade de erro de 5%.

RESULTADOS

Os resultados deste estudo mostram que o0s gatos se infectam por Leishmania sp. e foi
observada uma prevaléncia de 6,5% no exame parasitologico, 12,1% no ELISA e 9,1% no TR
DPP®. Considerando-se 0 exame parasitolégico como padrdo ouro, observou-se que o teste
ELISA apresentou elevada especificidade e elevado valor preditivo negativo em diagnosticar a
LV nessa espécie animal (Tabela 1). Na identificacdo das espécies de Leishmania sp. isoladas
dos gatos ao analisar a regido ITS1 do DNA do parasito pelo metodo de PCR-RFLP, observou-se
gue a caracteristica molecular do parasito foi compativel com a espécie L. infantum, mesma

espécie responsavel por causar LV em cdes e humanos no Brasil.
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Tabela 1: Resultado dos exames parasitolégico e ensaio imunoenzimatico (ELISA) para

diagnostico de leishmaniose visceral em gatos de Teresina-Pl.

Exame Parasitologico Total Sen % Esp % VPP % VPN %
sorolégico Pos Neg (IC95%)  (IC95%)  (IC95%)  (IC 95%)
ELISA Pos 17 20 37 85,0 93,6 46,0 99,0
ELISA Neg 3 267 270 62,1-96,8 894-957 295-63,1 96,8—99,8
TR DPP® Pos 16 12 28 80,0 95,8 57,1 98,6
TR DPP® Neg 4 275 279 56,3-943 928-978 37,2-755 96,4-99,6

Legenda: Pos — Positivo; Neg — Negativo; Sen — sensibilidade; Esp — especificidade; VPP — valor

preditivo positivo e VPN — valor preditivo negativo.

Quanto a concordancia entre os exames para diagnostico de LV, obteve-se como indice de
concordancia Kappa e o0s respectivos intervalos de confianca os seguintes resultados:
Parasitologico x ELISA 55,9% (45,3% - 66,5%) concordancia moderada, Parasitologico x TR
DPP® 63,9% (52,9% - 74,9%) concordancia substancial e ELISA x TR DPP® 46,8 (35,7% -
57,8%) concordancia moderada. A atribuicdo de moderada e substancial seguiu-se classificacdo
determinada por Landis e Koch®®.

Também foi observado que os gatos infectados estavam amplamente disseminados na
cidade de Teresina (Figura 1). Dos 20 animais infectados trés eram da zona sudeste, cinco da
zona leste, seis da zona centro, quatro da zona norte e um da zona sul da cidade. Os bairros onde
se encontrou gato com LV foram: Primavera (4 animais), Planalto Uruguai (3), Centro (3),
Matinha (3), Dirceu (2), Planalto Ininga (2), Bela Vista (1 animal), Cabral (1) e S&o Jodo (1).
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Ao analisar as caracteristicas dos gatos, observou-se que nos animais adultos (3 a 8 anos) a
prevaléncia da LV foi significativamente superior a observada nos animais jovens (Teste Exato
de Fisher, p=0,04). Nao foi observada relacao significativa ao avaliar as caracteristicas: sexo e
raca (Teste Exato de Fisher, p>0,05). Entretanto, numericamente, o percentual de animais
infectados da raca Siamés (20%) foi bem superior aos sem padréo racial definido (SRD) (6,1%),

merecendo destaque (Tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas dos gatos domésticos incluidos no estudo e comparagdo entre 0s

infectados e ndo infectados.

Frequéncia p-valor  Relacdo de Odds

Caracteristicas Examinados Positivos
(%) (0,05) (IC 95%)

Idade

Jovem (< 3 anos) 139 5 3,6

Adulto (3 a 8 anos) 79 9 11,1 0,04* 3,5(1,1-10,7)*

Senil (> 8 anos) 13 4 30,8 0,08 3,5(0,9-13,6)
Sexo

Fémea 155 8 572

0,36 1,6 (0,6 —4,0)

Macho 152 12 7.9
Raca

SRD 297 18 6,1

Siamés 10 2 20,0 0.13 39(0.8-196)

* Estatisticamente significativo: jovem x adulto (teste Exato de Fisher’s, p<0,05 e Relacéo de

Odds, Intervalo de Confianga-1C 95%). Legenda: SRD — Sem padréo racial definido.

Ao avaliar o questionario socioecondmico observou-se que 25% dos gatos infectados
viviam em residéncia com acumulo de lixo no quintal, 40% viviam em ambientes proximos a
acumulo de lixo e proximos a areas com vegetacdo. Em 80% tinham cées infectados e em outras
70% relataram-se a presenca de cdes com LV no vizinho. 30% dos gatos infectados ficavam
sempre no interior da casa, 45% circulavam dentro e fora e 25% ficavam sempre fora da casa.
Em nenhuma das residéncias dos animais infectados foi relatada a presenca de pessoas infectadas
nas proximidades e nenhuma delas era desinsetizada.

Ao realizar a analise estatistica dos dados, obtidos com a realizacdo de guestionamentos

aos proprietarios e observacao do local pela equipe, observou-se que as residéncias nas quais 0s
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gatos j& haviam apresentado algum problema de salde apresentaram maior probabilidade do

animal esta infectado (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise de probabilidade e fatores de risco associados a infec¢do por L. infantum, em
gatos domésticos, na cidade de Teresina - PI, Brasil.

Infectado Nao p-valor Odds ratio
infectado (0,05) (1C 95%)
. A Casa 20 270
Tipo de residéncia Agartamento 0 17 0,61 2,65 (0,15 —45,7)
, . . Sim 5 128
Acumulo de lixo no quintal N30 15 159 0,11 0,41 (0,15-1,17)
Acumulo de lixo nas Sim 12 195
proximidades N30 3 92 0,47 0,71 (0,28 - 1,79)
Areas de vegetagio nas Sim 13 182
proximidades N30 7 105 1,00 1,07 (0,41 - 2,77)
Ja teve cdo com LV na Sim 4 29
residéncia N0 16 258 0,25 2,22 (0,70 -7,10)
Céo com LV na residéncia Sim 6 65
de vizinhos N3o 14 999 0,42 1,46 (0,54 — 3,96)
Pessoa com LV nas Sim 0 15
proximidades N0 20 272 0,61 0,43 (0,03 - 7,43)
- . Sim 13 160
Criagao de outros animais N0 , 127 0,49 1,47 (0,57 - 3,81)
e A Sim 0 73 .
Desinsetizagdo na residéncia N0 20 214 0,01 0,07 (0,00 - 1,19)
O gato ja teve alguma Sim 14 115 * 3 *
doenca N0 6 172 0,01 3,49 (1,30 - 9,35)
Ja levou o gato ao Sim 11 98
veterinario N0 9 189 0,09 2,36 (0,95 - 5,88)
O gato ja teve algum Sim 9 84
problema de pele N3o 11 203 021 1,98 (0,79 - 4,94)
Local d idenci d Dentro 6 85
ocal ca residencia onde Fora 5 45 052 0,63 (0,18 2,20)
vive 0 gato
Dentro/fora 9 157

Na identificacdo das espécies de Leishméania sp. dos gatos pelo método de PCR-RFLP,
observou-se que a caracteristica molecular dos parasitos, isolados dos 20 gatos com

leishmaniose, foi compativel com a espécie L. infantum (Figura 2).
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Figura 2: Gel de eletroforese da PCR-RFLP, regido ITS1 do DNA de Leishmania infantum
isoladas de cinco dos 20 gatos (linhas 1, 2, 3, 4, 5), A: produto da PCR (300-350pb) da regido
ITS1 do DNA do género Leishmania, com marcador molecular (M) de 100pb. B: fragmentos de
restricdo da regido ITS1 do DNA do género Leishmania cortado com a enzima Hae I11. Legenda:
CP - controles positivos de L. infantum, indicando os fragmentos de 187 pb, 72 pb e 55 pb; CN —
reacao de controle negativo; M1 - marcador molecular de 100pb e M2 — marcador molecular de
25pb.

Para confirmar os resultados de identificacdo por PCR-RFLP, também realizou-se
sequenciamento do DNA de 14 cépas isoladas de sete gatos. Ao avaliar toda a sequéncia do
minicirculo do KDNA da Leishmania isolada do mesmo animal, porém de regido diferente
(medula dssea, linfonodo popliteo e nddulo na pele), observou-se que duplicatas ou triplicatas de
cada animal eram 100% similar, ndo apresentavam divergéncia em nenhum dos 681
nucleotideos.

Apdbs geracdo do contig a partir das 14 amostras, a sequéncia do contig foi submetida a
analise NCBI-BLAST para homologia (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e todos as sequéncias
detectadas eram geradas de L. infantum, L. chagasi e L. donovani, espécies responsaveis por
causar LV, apresentando similaridade variando de 81% a 97%. Este resultado confirma que os
gatos estavam mesmo infectados pela L. infantum, agente etiol6gico da LV nas Américas.

As sequencias registradas no GenBank que apresentaram acima de 50% foram utilizadas
para elaboracéo da arvore filogenética, junto com as sequéncias dos isolados dos gatos. A analise
filogenética revelou a formacgéo de dois grandes grupos. Um formado pelas L. infantum e outro
composto pelos isolados dos gatos (1 a 14), L. chagasi (Sin. L. infantum) e L. donovani (Figura
3).
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Figura 3: Arvore filogenética desenhada com base nas sequéncias dos minicirculos (681 pb) do

DNA de Leishmania sp. isoladas de gatos doméstico de Teresina, Piaui, Brasil.
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DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que apresenta resultados importantes da real prevaléncia e
distribuicdo de gatos infectados por L. infantum na cidade de Teresina, Piaui, Brasil, area
endémica para LV. Através deste estudo foi possivel verificar que, além da cidade apresentar
indices elevados da doenca em cdes e humanos, também apresenta alta prevaléncia da LV nos
gatos (6,5%), utilizando como método de diagndstico a pesquisa direta do parasito em amostra
de medula Ossea, linfonodo popliteo e pele. O elevado nimero de gatos infectados por L.
infantum na cidade, aliado ao comportamento destes animais de sair das residéncias para cagar
ou ir & busca de parceiro sexual, bem como a grande quantidade de animais errantes na cidade,
indicam que estes animais podem apresentar elevada importancia para salde publica no
municipio.

Em outros estados brasileiros, a LV em gatos também ja foi relatada. Estudos no estado de
Sdo Paulo relatou a ocorréncia de 9,9% utilizando esfregaco de puncéo aspirativa de medula
6ssea e nodulos linfaticos, na cidade de Aracatuba-SPY’, 0,7% utilizando imprints de linfonodo,
também em Aracatuba-SP*8, prevaléncia de 5,8% na pesquisa de formas amastigotas em nodulos
linfaticos em Andradina-SP*° e 1,9% utilizando PCR de swab conjuntival, em Pirassununga-
SPY®. Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, foi relatada prevaléncia de 2,7% na PCR
de nddulos linfaticos, em gatos previamente triados por exame soroldgico?®. Os estudos apontam
gue a LV nesses animais apresenta ampla ocorréncia no Brasil, sobretudo em areas endémicas
para LV.

A soroprevaléncia, utilizando o teste ELISA e TR DPP®, neste estudo revelou percentuais
elevados, 12,1% e 9,1, respectivamente. Porém, ao avaliar o desempenho dos testes soroldgicos
em diagnosticar a LV observou-se que ambos apresentaram baixa sensibilidade em detectar
gatos verdadeiramente infectados e a concordéncia entre os testes ficou abaixo de 80%. Estudo
realizado por Vides et. al.%, mostrou que os testes soroldgicos (Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta e ELISA) apresentaram baixa concordancia com a pesquisa de amastigota em esfregacos
de medula 6ssea, linfonodos, baco e figado e com a imunohistoquimica de pele lesionada.
Apontando a necessidade da combinacao de diferentes métodos de diagndstico para minimizar a
ocorréncia de resultados falso negativos.

Quanto a localizacdo dos gatos infectados, os resultados mostraram que estdo amplamente
distribuidos na cidade de Teresina. Por muitos anos a LV foi considerada doenca de ambiente

rural, evoluindo, ao longo dos anos, para a periferia de areas urbanas, devido a diversos fatores
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ambientais e interferéncia humana?!. Hoje sabemos que em areas endémicas a doenca no co ja
estd disseminada em toda cidade. O resultado da distribuicdo espacial de gatos com L. infantum
ndo foi diferente, 35% foram de residéncias localizadas na zona central da cidade. Entretanto,
ainda ndo se sabe se 0s gatos sdo vitimas da alta ocorréncia da doenca na cidade ou se 0s
mesmos apresentam papel significativo na transmissdo da doenca para cdes e para 0 homem,
visto que, as medidas de controle da doenca, por a¢des voltadas para os cdes, ndo apresentaram
resultados satisfatorio?®?>24, indicando a possivel existéncia de outros hospedeiros com
importancia epidemioldgica no ambiente urbano.

Ainda sobre a localizagdo geogréafica dos gatos com LV, uma possivel causa da alta
ocorréncia de animais infectados na zona central da cidade € a hidrografia do municipio. Dois
grandes rios, Parnaiba e Poty, atravessam a cidade e limitam a zona centra em sua extremidade
Oeste e Leste, respectivamente. E possivel que nas margens desses rios, o acimulo de matéria
organica e a umidade, fornecam condi¢des ambientais ideais paro o aumento na populacdo de
flebotomineos, contribuindo para maior transmissdo da doenca nesses locais e,
consequentemente, maior prevaléncia da doenga nos gatos da zona central, visto que, a maioria
dos bairros situados nesta area da cidade se localiza na margem de um dos rios.

Quanto aos fatores de risco da doenca nos gatos, observou-se que 0s mais jovens (até 3
anos) parecem ser mais resistentes ou a doenca nos gatos apresentam evolucéo lenta e a infeccao
é detectada, com maior frequéncia, quando os animais ja estdo adultos ou senil (> 3 anos).
Estudos anteriores tém relatado que 0s gatos sdo resistentes a LV e a doenca se manifesta nesses
animais quando os mesmos apresentam alguma imunodeficiéncia, apresentando alta relagdo com
os Virus da Imunodeficiéncia Felina e o Virus da Leucemia Felina?®2%27, sendo a resisténcia
natural dos gatos a infeccdo por L. infantum uma possivel causa da baixa prevaléncia em animais
com idade inferior a trés anos.

N&o se sabe ao certo a real participacdo dos gatos no ciclo epidemioldgico da LV. Mas
dois estudos anteriores ja relataram a infeccdo de flebotomineos ao se alimentarem em gatos
infectados por L. infantum?®?°, Neste contexto, é possivel que estes animais estejam participando
ndo somente como fonte alimentar para flebotomineos, mas também como responsaveis pela
infeccdo do vetor, sendo necessarios mais estudos para verificar se os gatos com LV em Teresina
sdo capazes de infectar o L. longipalpis e transmitir a infeccdo para outros animais e para o
homem.

Quanto as técnicas moleculares utilizadas neste estudo para identificacdo da espécie de

Leishmania, a analise da regido ITS1, utilizando como metodologia a Reacdo em Cadeia da
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Polimerase (PCR), seguida de Polimorfismo de Fragmento de restricdo (RFLP) com a enzima
Hae |11, foi considerada uma valiosa ferramenta na determinacdo das espécies infectantes de
Leishmania sp. do Novo Mundo em um tempo relativamente curto, sendo, portanto,
recomendado a sua utilizagdo, até mesmo em areas endémicas com a presenca de mdaltiplas
espécies®. Portanto, sendo possivel afirmar que todos os gatos estavam infectados pela espécie
L. infantum.

A analise de toda a sequéncia de nucleotideos dos minicirculos do KDNA do parasito por
sequenciamento reforcou o resultado da PCR-RFLP e foi possivel verificar que a L. infantum
presente no gato apresentou caracteristica molecular semelhante aos isolados de cdes. Os
minicirculos de KDNA séo os alvos preferidos para identificagdo de Leishmania sp., pois estdo
presentes em alto nimero de copias e contém blocos de sequéncias conservados, apresentando
elevada sensibilidade na deteccao de diferencas genéticas presentes em protozoarios do género
Leishmania®L,

Este é o primeiro estudo a fazer sequenciamento dos minicirculos do DNA de Leishmania
sp. isolada de gatos e o primeiro a comparar as sequencias de nucleotideos dos parasitos isolados
de gatos com os isolados de cées. Outros estudos ja relataram a realizacdo de sequenciamento de
DNA de Leishmania sp., porém utilizando outras regides da sequéncia de nucleotideos do
parasito. Os genes RNA ribossomal 5.85%23% ¢ RNA ribossomal 185, ja foram alvo de
sequenciamento, porém realizado apenas com o objetivo de confirmar a infeccdo por L. infantum
nos gatos.

Em conclusdo, este é o primeiro estudo sobre os aspectos epidemioldgicos da infec¢do por
L. infantum em gatos no Nordeste brasileiro, onde encontramos elevada prevaléncia em Teresina,
Piaui e ampla distribuicdo de animais infectados na cidade, indicando que a doenca nos gatos
pode apresentar elevada importancia para saude publica no municipio. Os achados da analise
molecular confirmaram que os gatos domésticos de Teresina, Piaui, Brasil, portador de
leishmaniose, sdo infectados pela espécie L. infantum, agente etiolégico da LV nas Ameéricas e
ndo foi observada diferenca ao comparar os isolados de cées e gatos. Os resultados deste estudo
indicam ainda, a necessidade de mais atengdo a LV nos gatos, no que diz respeito a realizacéo de
mais estudos para esclarecer a importancia epidemiologica desses animais no ciclo de
transmisséo da LV e implantacdo de medidas de controle da doenca voltada para os gatos, visto
que, os mesmo podem estar participando de forma significativa na manutencdo dos elevados

indices da doenca em Teresina, Piaui.
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8 CAPITULO Il

Avaliacao clinica, hematolodgica, bioquimica e histopatoldgica em gatos domésticos (Felis

catus) com leishmaniose visceral

Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de alteracdes clinicas, hematoldgicas,
bioquimicas e histopatologicas em gatos com leishmaniose visceral (LV). Sessenta animais,
provenientes de Teresina, Piaui, Brasil, foram submetidos a avaliacdo clinica, diagndstico
soroldgico e parasitologico para LV, hemograma e quantificacdes séricas de ureia, creatinina,
proteina total, albumina, globulina, alaninoaminotransferase (ALT) e aspartatoaminotransferase
(AST). Os 60 animais foram divididos em trés grupos. Grupo infectado: 20 animais com L.
infantum, diagnosticados por exame parasitologico. Grupo suspeito: 20 animais com alteracao
clinica sugestiva de LV ou com sorologia positiva para LV, porém negativos no exame
parasitologico. Grupo controle: 20 animais negativos no exame soroldgico e parasitologico para
LV e sem nenhuma alteracdo na avaliacdo clinica. Amostra de soro dos 20 animais com LV
também foi utilizada para diagnostico do virus da imunodeficiénia felina e o virus da leucemia
felina e cinco dos animais infectados foram necropsiados para realizacdo de estudo
histopatolégico de baco, figado e rim. Os principais achados clinicos e laboratoriais nos gatos
com LV foram: linfadenomegalia, emagrecimento, alopecia, lesdo e nédulos na pele, localizados
principalmente na regido da cabeca, redugdo significativa nas hemécias e no hematdcrito,
hiperplasia e presenca de Leishmania em baco, hepatite, degeneracdo hepética e nefropatia
inflamatdrios. Conclui-se que gatos com LV apresentam alteraces clinicas, hematoldgicas e

histopatologicas significativas, compativeis com a infec¢do por L. infantum.

Palavras-chave: Leishmania infantum, felino, hemograma, leucograma, histopatologia.
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Introducéo

No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é causada pela espécie Leishmania infantum,
responsavel por causar LV nas Américas e tem o cdo como principal reservatério (Harhay et al.,
2011; Marcondes et al., 2013). A LV acomete tanto os humanos quanto varias espécies de
animais domesticos e silvestres (Harhay et al., 2011; Zanette et al., 2014). Tem sido relatada em
gatos em varios paises, ocorrendo principalmente em areas endémicas para LV canina e humana.
Em Teresina, Piaui, Brasil, onde a LV € endémica, também ha relato da infeccdo em gatos, sendo
registrados trés gatos domésticos infectados por L. infantum de 83 animais examinados
(Mendonga et al., 2017).

A LV ¢ conhecida por ser uma doenca infecciosa grave, sistémica e pode ser fatal se ndo
tratada (Silva, 2007). Entretanto, a infeccdo em gatos ainda é pouco estudada, havendo, portanto,
uma caréncia de informacdo sobre a patogénese da leishmaniose nos gatos. Estes animais
parecem desenvolver resposta imunoldgica eficiente contra a L. infantum e apresentam
resisténcia natural, decorrente de fatores genéticos, que inibe o desenvolvimento dos parasitos
(Costa et al., 2010). Muitos estudos tém relatado a infeccdo em gatos, muito deles apresentando
sinais clinicos graves, porém as alteracdes clinicas se manifestam principalmente em animais
imunodeficientes (Pennisi, 2015; Pennisi et al., 2015).

Em estudo realizado por Navarro et al. (2010), demonstram tanto alteracBes cutaneas
(Ulceras e nddulos) quanto envolvimento visceral (alteracdes hepaticas, esplénicas e renais), além
de alteragbes oculares (conjuntivite, blefarite e/ou ceratite). Entretanto, quantificacdes
hematoldgicas e bioquimicas em gatos com LV ainda sdo pouco conhecidas e ainda ndo ha
publicacbes analisando possivel diferenca entre o grupo de animais infectados e um grupo de
animais sadios utilizando estes parametros clinicos.

Devido ao numero crescente de relatos de LV em felinos e a caréncia de informacéo sobre
o perfil clinico da doenca nesses animais (Pennisi et al., 2015), objetivou-se avaliar os sinais
clinicos e as alteracbes hematoldgicos, bioquimicas e histopatoldgicas, que eventualmente

podem estar presentes em gatos domésticos portadores de LV.
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Material e métodos

Local e declaracéo de ética

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Sanidade Animal (LASAN) e Laboratorio de
Patologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui
(UFPI). Foi aprovado pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFPI, sob parecer n°
102/15 e desenvolvido seguindo diretrizes da Lei N° 11794, 8-10-2009, que estabelece
procedimentos para a utilizacdo de animais em atividade de pesquisa cientifica.

Desenho experimental

Foram incluidos no estudo 60 gatos domésticos (Felis catus) provenientes da cidade de
Teresina, Piaui, Brasil. Os quais foram submetidos a avaliacdo clinica, exames soroldgico e
parasitologico para LV e quantificacdes hematoldgicas e bioquimicas. Apds resultado dos
exames soroldgicos e parasitoldgicos para leishmaniose, dividiu-se 0s animais em trés grupos.
Grupo infectado: 20 animais com LV, diagnosticados pela visualizagdo do parasito em exame
parasitoldgico de medula 6ssea, linfonodo popliteo ou pele. Grupo suspeito: 20 animais com
alteracdo clinica sugestiva de LV ou com sorologia positiva para LV, porém negativos no exame
parasitologico para LV. Grupo controle: 20 animais negativos no exame soroldgico e
parasitolégico para LV e sem nenhuma alteragdo na avaliacdo clinica. Cinco dos animais
infectados por L. infantum foram submetidos a necropsia para verificar possiveis alteracdes em
orgaos, fazer aspirado de baco e figado para pesquisa do parasito e coletar fragmentos de baco,

figado e rim para avaliacdo histopatoldgica.

Exame parasitoldgico e soroldgico para diagnéstica de leishmaniose visceral

Amostras de linfonodo popliteo, medula dssea, baco e figado foram submetidas a pesquisa
de Leishmania sp. utilizando meio de cultura semeadas em tubos contendo meio de cultura
bifasico NNN (Novy, MacNeal, Nicolle) com 1 mL de Schneider’s suplementado. Esfregaco em
lamina, utilizando amostras de linfonodo popliteo, medula dssea e raspado de pele com leséo,
bem como “imprint” de baco e figado, foram corados pelo Giemsa para pesquisar formas

amastigotas do parasito. A cultura de Leishmania sp. e metodologia de coloracdo pelo Giemsa
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foram realizadas seguindo descri¢do de Mendonca et al. (2017).

Na realizacdo do teste ELISA utilizou-se o kit EIE — Leishmaniose Visceral Canina (Bio-
Manguinhos, FIOCRUZ, Brasil) com as seguintes alteracbes no protocolo descrito pelo
fabricante: o soro sanguineo foi diluido 1:400 e o conjugado especifico para cées foi substituido
pelo conjugado de rato anti-lIgG de gato A20-120P na diluicdo 1:20000. Para determinagéo do
ponto de corte, foram utilizadas amostras de soros de 10 gatos controle, obtidas do estudo de
Mendonca et al. (2017), as quais foram adicionadas em todas as placas. Os 10 animais residiam
em bairros de Teresina, onde a LV canina apresentava baixa prevaléncia e todos eram negativos
na PCR de medula 6ssea. O ponto de corte foi calculado pela média da densidade ética dos
controles negativos mais trés vezes o valor do desvio padrdo da DO dos controles negativos.

Quantificacdo hematologica e bioguimica

Todos os animais incluidos no estudo foram submetidos a hemograma e leucograma. Para
tanto realizou-se a coleta de 2 mL de sangue em tubos a vacuo com EDTA, ambos com agulhas
25 x 0,8 mm. O hemograma foi realizado em contador automatico (BC-2800 Vet Mindray) com
kit ABX Vetpack e contagem diferencial de leucécitos em esfregaco sanguineo corado com
pandtico rapido.

O soro obtido através da coleta de sangue em tubo a vacuo sem anticoagulante e
centrifugacdo do mesmo a 1600 rpm, foi utilizado para quantificacdo de ureia, creatinina,
alaninoaminotransferase (ALT/TGP), aspartatoaninotransferase (AST/TGO), albumina e
proteina total, utilizando aparelho semiautomatico (Analisador Bioquimico BA 88 BIOCLIN) e
kits da Labtest seguindo as recomendacdes descritas pelo fabricante. A concentracdo de

globulina foi obtida pela subtracédo da proteina total menos a albumina.

Diagnostico histopatol6gico

Para avaliacdo histopatoldgica, cinco gatos com LV, 0s quais 0s proprietarios optaram pela
eutanasia por estarem infectado por Leishmania sp. foram submetidos ao procedimento de
eutanasia utilizando o seguinte procedimento: sedacdo com tiopental sodico 2,5% (80 mg/kg) e,
apos confirmacdo da auséncia de sensibilidade e dos reflexos, os animais foram sacrificados com

solucdo de cloreto de potéssio a 20%. Ambos administrados por via endovenosa.
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Durante a necropsia, realizou-se a avaliagdo macroscéopica completa, aspirado de bago e
figado, os quais também foram semeados em meio de cultura NNN enriquecido com Schneider
para pesquisa de Leishmania sp. e coleta de fragmentos de ambos os rins, baco e figado, os quais
foram fixados em solugdo de formalina a 10% tamponada por, no minimo, 24 horas. Em seguida,
os fragmentos foram submetidos a técnica rotineira de processamento histolégico que consiste na
desidratacdo, diafanizacdo, embebicao e inclusdo do tecido em parafina, microtomia (4 pm), com
posterior desparafinizacdo, hidratagdo, coloracdo com hematoxilina e eosina, desidratacdo dos
cortes histoldgicos e montagem das laminas. As alteracGes histopatoldgicas foram classificadas
segundo a intensidade (discreto, moderado e severo) e distribuigdo (ausente, focal, multifocal e
difuso).

Diagndstico de retrovirus

Para avaliar o impacto de retrovirus imunossupressores, 0s animais com leishmaniose
foram submetidos a pesquisa de antigeno (p27) do virus da leucemia felina (FeLV) e anticorpo
IgG contra o virus da imunodeficiéncia felina (FIV). A detec¢do do antigeno de FeLV e do
anticorpo anti-FIV foi realizada utilizando um kit de ensaio comercial (Alere FIV Ac/FeLV Ag
Test Kit, Bionote Inc. 2-9 Seogu-dong, Hwaseong-si, Gyeonggi-do, Korea 440440), de acordo

com as recomendacdes do fabricante.

Analise estatistica

Os parametros hematologicos e bioquimicos foram analisados utilizando o teste de Kruskal
Wallis, pos-teste de Dunns, para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre os trés
grupos (infectado, suspeito e controle). Também realizou-se o teste de Mann Whitney para
analisar possivel diferenca significativa no nimero de sinais clinicos entre animais positivos e
negativos para FIV. Os testes estatisticos foram executados utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e admitindo probabilidade de erro de
5%.
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Resultados

Neste estudo clinico da LV em gatos foi observado que dos 20 animais infectados por L.
infantum, apenas dois (10%) ndo apresentaram nenhuma alteracdo clinica. As alteragdes mais
frequentes nos animais com LV foram: linfadenomegalia (65%), alopecia (55%), lesdo de pele e
emagrecimento (40%) e nddulos na pele (25%) (Tabela 1). 14 animais (70%) apresentavam mais
de uma alteracdo clinica e as lesdes na pele estavam localizadas com maior frequéncia na regiao

da cabeca, estando presente nas orelhas, regido periocular, focinho e labios (Tabela 1) (Figura 1).

Tabela 1: Numero e percentual de sinais clinicos em gatos com leishmaniose visceral.

Caracteristicas n=20 Numero de sinais clinicos Porcentagem (%)
Linfadenomegalia 13 65
Emagrecimento 8 40
Lesdes de pele 13 65
Alopecia 11 55
Leséo ulcerative 8 40
Nodulos 5 25
LesGes oculares 4 20
Uveite 3 15
Blefarite 2 10
Secrecdo ocular 1 5
Cegueira 1 5
Desidratagéo 1 5

Assintomatico 2 10
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Figura 1: AlteracGes clinicas observadas nos gatos infectados por L. infantum. A e B — Nédulos de
consisténcia amolecida nas bordas das orelhas (bilateral). C — Blefarite e lesdo periocular. D — Nédulo

que evoluiu para lesdo ulcerativa no labio superior.

Quanto as lesdes na pele, foi observado a presenca de nddulos de dimens@es variadas,
desde milimétricos até 5 cm de didmetro, aproximadamente (Figura 1A, 1B, 2A e 2B). Com a
evolucdo da doenga os nddulos ulceravam (Figura 2), e ao realizar esfregago utilizando o
exsudato dos nodulos foi possivel observar grande quantidade de formas amastigotas Leishmania
sp. (Figura 3).
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Figura 2: Nodulos e lesdes na pele de gatos infectados por L. infantum. A e B — Nodulos e lesdes
nas patas. C — Lesdo na regido da articulacdo coxofemoral. D — Lesdo envolvendo o focinho,
plano nasal e labio superior.
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Figura 3: Leishmania sp. na forma amastigota (setas) em esfregaco corado com GIENSA,
realizado utilizando o exsudato sanguinolento de nddulo localizado na orelha de gato infectado

por L. infantum.

Os 20 animais com L. infantum também foram submetidos ao diagndstico de retrovirus.
Nenhum foi positivo para FeLV e sete (35%) foram positivos para FIV. Ao avaliar a
interferéncia da infec¢do por FIV na ocorréncia de sinais clinicos nos animais infectados por L.
infantum, observou-se que ndo houve diferenca significativa no nimero de sinais clinicos em
animais positivos e negativos para FIV (teste de Mann Whitney, p=0,23).

Ao analisar o resultado do hemograma e bioquimicos observou-se que 0s animais com LV
apresentaram concentracdes de hemacias e hematdcrito significativamente inferior quando
comparados aos valores observados nos animais pertencentes aos grupos controle e suspeito e as
concentracOes de creatinina do grupo infectado foram inferiores as do grupo controle (teste de
Kruskal Wallis, pos-teste de Dunns, p<0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2: Média e desvio padrdo de pardmetros hematoldgicos e bioquimicos em gatos com
auséncia de sinais clinicos e exames para leishmaniose visceral (LV) negativos (grupo controle),
com alteracdo clinica ou sorologia positiva para LV e negativos na pesquisa de Leishmania sp.

(grupo suspeito) e com LV (grupo infectado).

ParAmetros Controle Suspeito Infectado Valores d_e
n=20 n=20 n=20 Referéncia

Hemacia (x 10%/uL) 7,0+£0,8 7,1+142 56+ 1,4° 5- 100
Hemoglobina (g/dL) 10,3+£1,22 10,8 £ 2,12 9,4+1,9 8 — 15*
Hematocrito (%) 31,5+3,3° 32,4+59° 26,6 £ 5,4° 24 — 45*
MCV (f1) 455 + 2,92 46,0 + 2,7% 48,9 + 4,5° 39 — 55*
MCHC (%) 32,6 +3,5° 33,3+2,1° 35,8 +6,8° 30 - 36*
Plaquetas (x10%/uL) 282,3 +114,9° 386,3 + 141,2° 300,1 + 198,5° 200 — 800*
Leucdcitos totais 15500 + 81012 18610 + 80522 15980 + 66962 5.500 — 19.000*
Segmentados 8758 £ 61872 13080 + 81732 10390 + 54942 2.500 - 12.500*
Linfocitos 5297 + 35722 2402 + 1698° 4212 + 4037 1.500 — 7.000*
Ureia (mg/dL) 54,6 + 14,0 50,1 + 10,7? 50,3 + 28,5° 20 — 30**
Creatinina (mg/dL) 14+042 1,2 +0,4% 1,0+0,4° 0,8 -1,8**
Proteina total (g/dL) 8,3+2,2° 8,6 £2,0° 8,9+1,6% 54 —7,8*%*
Albumina (g/dL) 2,1+0,5% 2,0+£0,5% 2,0+£0,5% 2,1-3,3**
Globulina (g/dL) 6,0+1,9% 6,6 £2,2% 6,8 +1,9% 2,6 —5,1**
Relagdo A/G (g/dL) 0,4+0,1° 0,4+0,2° 0,3+0,2° 0,45 -1,19**
ALT (U/L) 59,2 + 46,1° 52,9+ 31,0° 50,7 + 49,8 8 — 88**
AST (U/L) 33,3+13,12 41,1+ 28,12 53,0+ 92,22 26 — 43**

* (Jain, 1993); ** (Kaneko et al., 1997). Legenda: MCV - volume corpuscular médio; MCHC -
concentragdo de hemoglobina corpuscular média; ALT — alanina aminotransferase e AST — aspartato
aminotransferase. Letras a e b sobrepostas e distintas na mesma linha indicam diferenca significativa

entre os grupos (teste de Kruskal Wallis, pos-teste de Dunns, p<0,05).

Em seis (30%) dos animais com LV os valores de eritrocitos estavam abaixo dos valores
de referéncias descritos por Jain (1993). Em cinco 25% a anemia era do tipo normocitica
normocrémica e, em um (5%), a anemia era do tipo normocitica hipocrémica.

Além da avaliacéo clinica, hematoldgica e bioquimica, também foi realizada necropsia em
cinco animais infectados por L. infantum. A alteracdo macroscopica observada com maior
frequéncia foi linfadenomegalia generalizada, estando presente nos cinco animais necropsiados.
Quanto as lesBes microscopicas observou-se que hiperemia estava presente com elevada

frequéncia em bago (100%), figado (60%) e rim (80%). No baco e no figado, também foi
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observada a presenca de Leishmania sp., confirmando a visceraliza¢do do parasito em quatro dos

cinco animais submetidos a necropsia (Tabela 3).

Tabela 3: Ocorréncia de Leishmania sp. em baco e figado e alteragdes macroscépicas observadas
durante a necropsia e microscépicas observadas na histopatologia de baco, figado e rim, em

gatos infectados por L. infantum.

Parametros avaliados Animal

- - - Total (%)
Pesquisa de Leishmania sp. I i ur W
Baco - + + - +
Figado - - - +
Alteracdes macroscopicas
Linfadenomegalia generalizada + + + + + 5 (100)
Mucosas hipocoradas + + 2 (40)
Esplenomegalia + + 2 (40)
Hiperplasia de polpa branca + 1 (20)
Petéquias difusamente distribuidas em pulméo + 1(20)
Cianose + 1(20)
Pneumonia multifocal discreta + 1 (20)
Alteracdes microscopicas
Baco
Hiperemia + + + + 5 (100)
Hiperplasia de polpa branca + + 4 (80)
Hiperplasia de polpa vermelha + 1 (20)
Leishmania em macréfagos + + 2 (40)
Figado
Hiperemia + + + 3 (60)
Hepatite linfoplasmocitaria + + 2 (40)
Hepatite linfocitica + 1 (20)
Degeneracao hepatica + + + + 4 (80)
Rim
Hiperemia + + + + 4 (80)
Nefrite intersticial + 1 (20)
Gromerulonefrite proliferativa + + 2 (40)
Gromerulonefrite membranoproliferativa + 1 (20)

Legenda: + indica a ocorréncia de alteracdo patoldgica no animal ou a presenca de Leishmania sp. e —

indica resultado negativo na pesquisa de Leishmania sp.
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Ainda em relacdo as alteragdes histopatoldgicas, foi observado no figado que a hepatite era
de intensidade discreta e apresentava distribuicdo variando de focal a difusa e a degeneracao
hepatica variou de discreta a moderada e de multifocal a difusa. Nos rins, a nefrite intersticial e
gromerulonefrite  proliferativa eram discreta e multifocal e a gromerulonefrite

membranoproliferativa era moderada e multifocal.

Discussao

Estudo anterior relatou a ocorréncia da LV em gatos em Teresina, Piaui, Brasil (Mendonca
et al., 2017). Porém pouco foi revelado sobre as alteragdes clinicas que ocorrem em gatos
acometidos pela doenca, devido principalmente ao numero pequeno de animais positivo
encontrado no estudo, o qual limitou as informacdes, subnotificando as lesdes que ocorrem na
LV em gatos. Quanto as manifestacdes clinicas observadas nos animais incluidos neste estudo,
as alteracOes na pele apresentaram-se com frequéncia elevada. Alopecia, lesdo na pele e nédulos
na pele, apareceram com frequéncia de 52,6%, 36,8% e 26,3%, respectivamente. Outros estudos
em diferentes regides do Brasil, também tem relatado a elevada frequéncia de leses na pele de
gatos com LV (Navarro et al., 2010; Vides et al., 2011). Estes resultados indicam possivel carga
parasitaria elevada na pele e possivel fonte de infec¢do para o vetor.

Um fato curioso observado em dois dos 20 animais infectados é que os nodulos que
apareceram na borda das orelhas apresentavam consisténcia flacida, continha a presenca de
exsudato sanguinolento e macrofagos repletos de formas amastigotas de Leishmania sp.. Em
outros trés animais os nodulos apresentavam consisténcia endurecida, porém, também eram
hemorragicos e a quantidade de Leishmania sp. era muito elevada. Com a evolucéo da doenca 0s
nodulos ulceravam e alguns proprietarios relataram que faziam tratamento topico nas leses,
utilizando pomada antimicrobiana e ndo apresentavam resultado satisfatorio.

Estudos relacionados a LV em gatos tem relatado que os gatos apresentam resisténcia
natural a infeccdo por L. infantum (Kirkpatrick et al., 1984; Costa et al., 2010). Além disso,
relatam ser comum a co-infeccdo Leishmania com os retrovirus FIV e FeLV, por serem virus
que interferem na resposta imunologica dos gatos tornando-os mais susceptiveis a outras
infeccOes (Pennisi, 2002; Simdes-Mattos et al., 2005; Costa et al., 2010). Neste estudo, a analise
para verificar a interferéncia da infeccéo por retrovirus no namero de sinais clinicos mostrou que
a infeccdo por FIV ndo favoreceu de forma significativa 0 aumento no nimero de sinais clinicos

e nenhum animal era positivo para FeLV.
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Este € o primeiro estudo a fazer uma ampla avaliacdo das possiveis alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas, comparando grupo de animais infectados com grupo composto por
animais clinicamente sadios e, foi possivel observar que é frequente a ocorréncia de anemia em
gatos com LV. Além disso, outros nove animais ndo foram considerados anémicos segundo
valores de referéncia descrito por Jain (1993), porém apresentaram valores bem abaixo da média
observada no grupo de animais sadios. Assim como o observado nos gatos deste estudo, varios
outros trabalhos descreveram a ocorréncia de anemia em cdes com LV, sendo em ambos a do
tipo normocitica normocrémica a mais comum (Aguiar et al., 2007; lkeda-Garcia et al., 2008;
Medeiros et al., 2008; Mendonga et al., 2015).

Estudo realizado por Nicolato et al. (2013), documentou que em cdes com LV grave a
anemia esta associada a um disturbio no compartimento da medula dssea eritréide, com
contagem de hemacias significativamente reduzida. Também, é possivel que a anemia esteja
relacionada ao aumento da hemdlise no baco e figado, associado a uma resposta inflamatéria a
infecgdo por L. infantum (Saeed et al., 1998). Além disso, o ferro plasmético reduzido na
presenca de estoques de ferro bastante aumentados sugeriu que a hiperplasia reticuloendotelial
era acompanhada por retencdo anormal de ferro por macréfagos, tipicos da anemia de distarbios
cronicos, podendo limitar a resposta eritropoiética a anemia na LV crénica (Pippard et al., 1986).

Quanto as quantificagcbes bioquimicas, apesar dos resultados ndo apontar diferenca
significativa ao comparar animais infectados com os ndo infectados, indicando ndo haver les6es
em 6rgdos viscerais, os resultados da analise histopatoldgica revelou ndo somente a presenca de
lesbes em bago, figado e rim como também a ocorréncia do parasito em baco e figado,
confirmando a visceralizacdo da L. infantum nos gatos. A ndo detec¢do do parasito nos rins
sugere que as lesdes renais da LV em gatos podem ser desenvolvidas de forma semelhante ao
qgue ocorre nos cdes, causadas, ndo pela presenca do parasito e sim pela deposicdo de
imunocomplexos, que induzem a formagao de infiltrados inflamatérios, como gromerulonefrites
proliferativa e membranoproliferativa, que foram observadas nos gatos deste estudo e séo

observadas em cédes portadores de LV (Nieto et al., 1992; Alves et al., 2013).
Conclusdes
As alteragdes clinicas sdo muito comuns na LV em gatos, sobretudo linfadenomegalia,

emagrecimento e lesdes na pele localizada principalmente na regido da cabega. A observacao

destas manifestagdes clinicas, juntamente com as alteragdes observada no hemograma, contribui
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de forma significativa no diagnostico da doenca nesses animais e é perfeitamente vidvel para o
esclarecimento da evolucgédo da doenca.

Quanto aos parametros bioquimicos, a semelhanca estatistica entre animais com LV e
animais clinicamente sadios e negativos em exame soroldgico e parasitologico para LV, pode-se
concluir que a avaliacdo da bioquimica sérica, de forma isolada, ndo fornece informagdes
suficientes para os clinicos suspeitarem de LV em gatos.

Na avaliacdo de orgdos como baco, figado e rim, confirmou-se a visceralizacdo da L.
infantum nos gatos e a analise histopatoldgica desses orgaos revelou a elevada frequéncia de

lesGes sugestivas de LV.
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9 CAPITULO Il

Infeccdo de L. longipalpis em gatos com LV

Infeccdo de Lutzomiya longipalpis em gatos infectado por Leishmania infantum

Resumo

INTRODUCAO A leishmaniose visceral (LV) em gatos tem sido relatada no Brasil e em varios
outros paises. As manifestacGes clinicas mais frequentemente observadas sdo alteracdes

cuténeas, sugerindo elevada carga parasitaria na pele e possibilidade de infec¢éo do vetor.

OBJETIVOS Verificar a infectividade de flebotomineos ao realizar xenodiagndstico em gatos

infectados por L. infantum.

METODOS Neste estudo foram utilizados 12 gatos com LV provenientes da cidade de Teresina,
Piaui, Brasil, os quais foram diagnosticados pela visualizacdo direta do parasito, em meio de
cultura ou esfregaco em Iamina, utilizando amostra de medula 6ssea, linfonodo popliteo e pele.
Os animais também foram submetidos a avaliacdo clinica, diagnéstico de FIV e FeLV e
xenodiagndstico. No xenodiagndstico utilizou-se 14 a 83, média de 45 fémeas de Lutzomyia
longipalpis por animal. Os insetos criados em laboratério, portanto, livre de infecgdo por
Leishmania sp. foram submetidos ao repasto sanguineo durante 60 minutos nos gatos com LV.
No quinto e sexto dia apés realizacdo do repasto sanguineo realizou-se a dissecagdo dos

flebotomineos para pesquisa de formas promastigotas do parasito no sistema digestivo.
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RESULTADOS No xenodiagndstico oito gatos (67%) foram capazes de infectar o vetor. A
frequéncia de insetos infectados por animal variou de 21,9% a 94,4%, média 31,0%. Outro
destaque dos resultados deste estudo foi a frequéncia de insetos que se alimentaram nos gatos,
86,7% a 100%, média 95,2% insetos alimentados por animal. As L. infantum estavam
localizadas no estbmago, porcdo anterior do sistema digestivo e até na probdscide. Além disso,
observou-se grandes quantidade do parasito por inseto, ndo sendo possivel quantificar utilizando

apenas microscopio.

CONCLUSOES Com os resultados do xenodiagndstico foi possivel concluir que gatos, além de
atuarem como fonte de alimentagdo para o vetor, sdo capazes de infectar L. longipalpis e
provavelmente sdo responsaveis pela transmissdo da infeccdo para outros animais e para o

homem.

Palavras-chave: xenodiagnostico — gato — leishmaniose — infecgdo — flebotomineos.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenga causada por um protozoario do género
Leishmania, sendo a espécie L. infantum a mais comum detectada infectando cées e gatos no
Velho Mundo e na América Central e do Sul.® Nos gatos a doenca é cada vez mais relatada,
ocorrendo principalmente em &reas endémicas para LV canina e humana. No Brasil, ha relatos
na cidade de Cotia-SP,® Aragatuba-SP,*® Andradina-SP,* Belo Horizonte-MG,® e Teresina-
P1.®

O conhecimento sobre a LV em gatos ainda ndo esta bem consolidado e ndo se pode
descartar que existem diferengas importantes no desenvolvimento da doenca nesses animais em
comparagdo ao que ocorre em cdes. Além disso, o conhecimento sobre transmisséo,
imunopatogénese, desenvolvimento, manejo, prevencao e terapia da doenca em gatos ainda esta
em estagio inicial.) Pennisi et al.) ainda relatam que os casos publicados de leishmaniose felina
sdo provavelmente apenas uma parte minima de todos os casos diagnosticados e 0s que sao
diagnosticados podem ser apenas parte de todos 0s casos existentes.

Ndo ha informacgdes especificas sobre a infeccdo dos gatos. No entanto, a grande
quantidade de informacGes sobre a transmissdo vetorial da L. infantum, ndo ha davida que a
infeccdo desses animais seja através da picada de flebotomineos infectados. Isto significa que,
em areas onde ocorre a transmissdo da LV para cdes, gatos sdo susceptiveis de estarem em
contato com o parasito, podendo ser infectado,” entretanto a transmissio da infeccdo dos gatos
para outros animais e para 0 homem ainda precisa ser demonstrada.

Quanto a transmisséo da infeccdo por L. infantum do gato para o vetor, existe apenas dois
relatos no mundo, em regides distintas a que realizamos este estudo. O primeiro relato ocorreu
em Messina na lItalia, onde relataram a infeccdo de Phlebotomus perniciosus ao realizar

xenodiagndstico em um gato infectado por L. infantum.® O segundo em Belo Horizonte, Minas
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Gerais, Brasil os quais demonstraram a infeccdo de Lutzomyia longipalpis ao realizar
xenodiagndstico também em um Unico gato infectado por L. infantum.®

Apesar dos relatos mostrando a possibilidade de infeccdo do vetor, existe uma caréncia
enorme de informac0es sobre a frequéncia de insetos que se alimentam quando estdo em contato
com 0s gatos e as caracteristicas dos animais que determinam a infec¢do do vetor. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a infectividade de flebotomineos ao alimentarem-se em gatos
domeésticos infectados por L. infantum e verificar quais alteracdes clinicas e caracteristicas dos

gatos interferem na infeccéo do vetor.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo e ética - O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Sanidade
Animal - LASAN da Universidade Federal do Piaui - UFPI , Teresina, estado do Piaui, Brasil e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade Federal do

Piaui sob protocolo nimero 102/2015.

Desenho experimental - Neste estudo foram incluidos 12 gatos, proveniente de residéncias
escolhidas aleatoriamente localizadas na cidade de Teresina, Piaui. Os animais apresentavam
idade variando entre 1 ano e 2 meses a 14 anos, machos e fémeas e com ragas variadas e todos
eram positivos para LV, diagnosticados pela visualizacdo do parasito em medula dssea,
linfonodo popliteo ou pele.

Para a identificacdo da espécie do parasito e a confirmacéo da infeccdo por L. infantum nos
12 gatos infectados realizou-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers
especificos para amplificar 300 a 350pb do gene ITS1 do DNA do parasito, seguida de

polimorfismo de fragmento de restrigio (RFLP) utilizando a enzima Haelll.® Apos confirmacéo
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da infeccdo por L. infantum, todos os animais foram submetidos ao xenodiagnostico para
verificar possivel infecgdo do vetor.

Amostras de soro sanguineo dos 12 animais foram utilizadas para diagndstico do virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV) utilizando o teste rapido Alere
FIV Ac/FeLV Ag (Bionote Inc. 2-9 Seogu-dong, Hwaseong-si, Gyeonggi-do, Korea 440440) e

realizado seguindo recomendagdes descrita pelo fabricante.

Avaliacdo da infeccdo do vetor - Para realizacdo do xenodiagndstico, os gatos foram sedados
com associacdo de 15 mg/kg de cloridrato de cetamina, 0,3 mg/kg de diazepan e 0,03 mg/kg de
acepromazina, ambos administrados via intramuscular. As fémeas de L. longipalpis utilizadas no
estudo foram geradas na colénia de flebotomineos do LASAN. Utilizou-se no estudo 14 a 83,
insetos em média de 45 fémeas de primeira geracdo, com cinco dias de nascidas e desprovidas de
qualquer fonte alimentar nas ultimas oito horas que antecederam o teste, as quais foram
colocadas em caixas de pléstico escurecidas com aproximadamente cinco centimetros de
diametro e seis centimetros de altura, com um lado aberto e coberto por tecido de organza e
colocado sobre a pele externa da orelha do animal (Figura 1) por um periodo de 60 minutos,

sendo esta a Unica fonte alimentar de sangue para esses insetos.
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Figura 1: Xenodiagnostico realizado na parte posterior da orelha de um gato infectado por L.

infantum.

Posteriormente, os insetos foram acondicionados na incubadora B.O.D a 26°C com um
algoddo embebido em solugdo acucarada a 50%. No 5° e 6° dia apds o repasto sanguineo, 0s
insetos foram dissecados em lamina estéril para a pesquisa de promastigotas em objetiva de
40x. A pesquisa do parasito foi realizada no sistema digestivo do vetor (Figura 2A) e na
probdscide e a espécie L. longipalpis era confirmada através da observacéo das caracteristicas

morfoldgicas da espermateca (Figura 2B).
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Figura 2: Segmentos anatdmicos de inseto vetor submetido ao xenodiagndstico em gato

infectado por L. infantum. Legenda: A — Sistema digestivo. Al — Intestino anterior. A2 —
Estdmago e A3 — Intestino posterior. B — Espermateca apresentando caracteristicas morfoldgicas

compativeis com a espécie L. longipalpis (seta).

Analise dos dados - A possivel relacdo entre o nimero de sinais clinicos e a frequéncia de insetos
infectados no xenodiagndstico foi avaliada utilizando teste Correlagdo de Pearson, o qual foi
realizado através do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

EUA) e admitindo probabilidade de erro de 5%.

RESULTADOS

Dos 12 gatos com LV oito (67%) foram reativos no teste ELISA. Os animais tinham idade
variando de 1 ano e dois meses a 14 anos (média 5,8), oito eram do sexo masculino, 11 eram
SRD e 1 da raca siamés. Todos apresentavam sinais clinicos sugestivos de LV. As alteragdes

mais frequentes foram linfadenomegalia, alopecia e leséo de pele (Figura 3).
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Figura 3: Porcentagem de sinais clinicos observados nos 12 gatos com leishmaniose visceral.

Os 12 animais foram submetidos ao xenodiagndstico e oito (67%) infectaram o vetor. A

frequéncia de insetos alimentados por animal variou de 87% a 100% (média 95,2%) e de insetos

infectados variou de 0% a 94%, média 35,3% (Tabela 1). Nos 12 gatos foram utilizados, no total,

542 insetos, dos quais 118 se infectaram (21,7%). Na maioria dos insetos infectados as

promastigotas encontravam-se no intestino anterior e em quatro dos insetos infectados o0s

parasitos ja estavam na proboscide (Tabela 1).

Tabela 1: Resultado do xenodiagnostico realizado em gatos infectados por Leishmania infantum.

Media Minimo Maximo

Insetos utilizados (n) 45,2 14 83
Insetos alimentados (n) 43 14 72
Insetos alimentados (%) 95,2 87 100
Insetos infectados (n) 9,8 0 31
Insetos infectados (%) 35,3 0 94
Insetos com Leishmania no estdmago (n) 9,8 0 31
Insetos com Leishmania no intestino anterior (n) 4,3 0 20
Insetos com Leishmania na probdcita (n) 1,1 1 6




74

Na investigacdo das caracteristicas dos 12 gatos que foram submetidos ao xenodiagndstico
observou-se que todos os animais com L. infantum em medula 6ssea e pele infectaram o vetor
(Tabela 2). Portanto, este grupo de gatos, constitui um risco de transmisséo da doenga para

outros animais susceptiveis e para 0 homem.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas e infecciosas relacionadas ao resultado do xenodiagnéstico em

gatos infectados por Leishmania infantum.

Xenodiagndstico

Caracteristicas Examinados  Positivos  Frequéncia
(n=12) (n=8) (%)
Jovem (< 3 anos) 3 3 100
Idade Adulto (3 a 8 anos) 5 3 60,0
Senil (> 8 anos) 3 1 33,3
Macho 8 6 75,0
Sexo
Fémea 4 2 50,0
SRD 11 7 63,6
Raca
Siamés 1 1 100
o _ <3 5 2 40,0
NuUmero de sinais clinicos
>3 7 6 85,7
Sim 8 8 100
Leishmania em medula
Néao 4 0 0
Sim 12 8 66,7
Leishmania em linfonodo
Néao 0 0 0
Sim 8 8 100
Leishmania em pele
Nao 4 0 0
Positivo 3 2 66,7
Fiv )
Negativo 9 6 66,7

Legenda: FIV — virus da imunodeficiéncia felina.
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Quanto aos sinais clinicos relacionados ao xenodiagnostico, 85,7% dos animais que
apresentaram mais de trés alteracbes clinicas infectaram o vetor (Tabela 2). Também foi
observado que houve correlacdo significativa positiva entre 0 numero de sinais clinicos e a
frequéncia de insetos infectados (Correlagdo de Pearson, p=0,03). Numericamente a infec¢éo por
FIV ndo apresentou nenhuma influéncia na infeccdo do vetor (Tabela 2). Todos os 12 gatos eram
negativos para FeLV.

Também foi observado que nos insetos havia alta carga de L. infantum. O rompimento do
sistema digestivo dos flebotomineos provocava a liberagdo de grande quantidade do parasito, ndo

sendo possivel quantificar ao microscopio dptico comum (Figura 4).
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Figura 4: Leishmania na forma promastigota no sistema digestivo do inseto L. longipalpis, seis

dias apos a realizacdo de xenodiagnéstico em gato infectado por L. infantum. A — Leishmania
sendo liberadas devido ao rompimento do intestino anterior do inseto vetor. B — Leishmania

extravasando do estdmago do vetor apds rompimento do estdmago.
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DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel demonstrar que 67% dos gatos infectados por L. infantum foram
capazes de infectar o vetor. Até a realizacdo deste estudo, apenas dois outros trabalhos haviam
demonstrado a possibilidade de infeccdo de flebotominios por L. infantum em outras partes do
mundo, em Messina na Italia,® e em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil,® porém em ambos
foi utilizado apenas um animal.

Devido ao numero de animais utilizado neste estudo, também foi possivel analisar as
caracteristicas dos gatos que foram capazes de infectar o vetor. Um dos achados é que todos 0s
animais em que se encontrou a L. infantum na pele infectaram o vetor e os negativos na pele
também foram negativos no xenodiagnostico. Além disso, foi observado que 85,7% dos animais
que apresentavam mais de trés sinais clinicos e 40% dos que tinham menos de trés sinais
clinicos, sugestivos de LV, foram capazes de infectar o vetor. Também foi observado elevado
percentual de insetos infectados por animal (21,7%). Estes achados sdo muito relevantes, pois
revela que os gatos apresentam elementos suficientes que os capacitam a participar ativamente
na transmissao da LV em area endémica.

A pesquisa de L. infantum na pele e a observacdo das alteragdes clinicas dos animais deste
estudo demonstraram serem alternativas eficazes na deteccdo de gatos capazes de infectar o
veter. Porém, estudos utilizando cdes e humanos, como reservatérios, tém apresentado
alternativas para detectar hospedeiros infectantes para flebotomineos,®% que podem ser testadas
nos gatos para verificar o desempenho nestes animais. Uma dessas alternativas é a deteccéo de
parasitemia por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). Este meétodo, quando
utilizado em humanos, demonstrou que os pacientes que foram detectados o parasito no sangue
apresentaram alta probabilidade de infectar o vetor.!? Os testes soroldgicos também podem ser

alvo deste estudo. Em cées de area de elevada transmissdo a pesquisa de anticorpo anti-
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Leishmania sp. ndo foi eficiente em detectar animais capazes de infectar o vetor.® Porém, nos
gatos, o resultado pode ser diferente.

Dois estudos com xenodiagndstico em cées, também realizados em Teresina, obtiveram
como achados, percentuais de insetos infectados por animal de apenas 1,0%, e 5,8%,® ambos
utilizando metodologia semelhante & realizada neste estudo. Comparando os achados do
xenodiagndstico nos cdes com os encontrados em gatos deste estudo (21,7%), fica evidente que
0s gatos tém uma capacidade bem superior aos céaes para infectar o vetor. Nos estudos realizados
em Teresina também foi relatado o percentual de cdes que foram capazes de infectar o vetor,
29%,D e 46,5%,® também, inferior ao observado nos gatos deste estudo (67%). Resultados que
confirmam que os gatos apresentam grande importancia na manutengdo dos elevados indices de
LV na cidade de Teresina.

A identificacdo de gatos infectados por Leishmania sp., sobretudo por L. infantum, e a
possibilidade de infeccdo de flebdtomos por este parasito ao realizar xenodiagnostico em gatos
naturalmente infectados em Teresina-Pl, &rea de elevada transmissdo de LV, alerta as
autoridades a buscar novas medidas de controle da doenca, visto que apenas a eutanasia de cdes
sororreagentes (principal medida adotada pelo ministério da satde no controle da LV canina e
humana) pode ndo ser suficiente para o controle da doenca em areas endémicas, devendo,
portanto levar em consideracdo a importancia dos gatos como reservatorios.

Em concluséo, com este estudo, demonstrou-se que os gatos domésticos infectados por L.
infantum séo capazes de infectar o vetor bioldgico L. longipalpis e provavelmente fazem parte do
ciclo de transmissdo da LV, tornando a doenca um grave problema de saude publica, visto que,
essa doenca € uma zoonose e a espécie do parasito encontrada nos gatos € a mesma responsavel

por causar LV caes e humanos.
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10 CAPITULO IV

Transmission of Leishmania infantum from a cat to a dog

Abstract

Infections with Leishmania infantum in felines has been reported in several countries,
including Brazil, where there are reports on the states of. Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul and
Piaui. However, the transmission of visceral leishmaniasis (VL) from cats to another host had
not been proven yet. Therefore, the aim of this study was to verify the possibility of L. infantum
transmission from cat to the dog through the vector Lutzomyia longipalpis. Two animals were
used. One cat naturally infected by L. infantum and one dog not infected by Leishmania. In order
to verify the possibility of VL transmission from the feline to the dog, xenodiagnosis was carried
out in the VVL-positive cat, using 55 females of L. longipalpis. Five days later, 40 insects were
dissected in order to verify if they became infected. Still at the fifth and the sixth day after fed on
the cat, the remaining 15 females were placed to feed on the healthy dog. The potential infection
and disease progression in the dog were verified through clinical, serological, parasitological
examinations and PCR, three, six and twelve months after infection. Leishmania genetic
characteristics were analized through sequencing methods. All 55 L. longipalpis females fed on
the cat’s ear skin and became visibly engorged. In 11 out of the 40 insects dissected (27.5%)
Leishmania promastigotes were detected in its stomach. Leishmania infection in the dog was
confirmed imediately at the first evaluation, samples providing serological positive result and
Leishmania parasitological detection at popliteal lymph node. After sequencing was observed
that the parasite isolated from the cat was L. infantum and the nucleotide sequences showed
100% of similarity with other L. infantum DNA sequences isolated from dogs. By means of this
study, it was possible to confirm L. infantum transmission from domestic feline to dog through

its biological vector L. longipalpis.

Keywords: Transmission — leishmaniasis — cat — dog.
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Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is an infection caused by a protozoa of the genus Leishmania,
which affects both humans and several domestic and wild animal species (Harhay et al. 2011;
Zanette et al. 2014), including domestic cats (Felis catus). It is a systemic disease caused by
Leishmania species which are part of the Donovani complex, being Leishmania infantum
responsible for causing VL in the Americas and has the dog as it main reservoir (Harhay et al.
2011; Marcondes et al. 2013).

VL presents wide distribution in Brazil and it is reported in all regions of the country
(Sousa et al. 2009). In Teresina, capital of Piaui, Brazil, this disease is endemic both in dogs and
humans and there is also a report of infection in felines, it is registered registrados three domestic
cats infected with L. infantum of 83 animals examined (Mendonca et al. 2017a).

The first case of natural infection in feline caused by Leishmania sp. in Brazil was
registered in 1939, in a cat with ulcers in the nose and ear, in the state of Para, however, the
causative specie was not identified (Mello 1940). Other studies carried out in Brazil reported
infections in domestic cats by L. infantum in the cities of Cotia, Aracatuba, Andradina and
Pirassununga, state of Sdo Paulo, Campo Grande, state of Mato Grosso do Sul and Teresina,
capital of Piaui (Savani et al. 2004; Vides et al. 2011; Coelho et al. 2011; Benassi et al. 2017;
Metzdorf et al. 2017; Mendonca et al. 2017a).

Regarding to felines participation at the VL biological cycle, previous studies reported
potential infections of Plebotomus perniciosus and L. longipalpis by L. infantum while
performing xenodiagnosis on infected feline (Maroli at al. 2007; Silva et al. 2010). However, any
previous study has evaluated the possibility of VL transmission from felines to another
susceptible host. Therefore, this study was carried out aiming to verify the possibility of VL
transmission from a feline infected by L. infantum to a dog free of L. infantum infection, through

L. longipalpis laboratory insects.
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Material and methods

Place of study

The study was developed at the Animal Health Laboratory (LASAN) of the Federal
University of Piaui (UFPI), Teresina, State of Piaui, Brazil and in partnership with the Natan
Portella Institute of Tropical Diseases (Leishmaniasis Laboratory) in Teresina also with the

Department of Tropical Medicine and Parasitology, Dokkyo Medical University, Tochigi, Japan.

Experimental design

Two animals were used in this study. One domestic cat (Felis catus) naturally infected by
L. infantum and one domestic dog (Canis familiaris) not infected by Leishmania.

In order to verify VL transmission possibility from the feline to the dog, xenodiagnosis
was performed on the VL-bearing cat. On the fifth and sixth day after xenodiagnosis on the
feline, the same insects were placed to feed on the healthy dog. The possible infection and
disease progress in the dog were verified through clinical, serological and parasitological
examinations for VL diagnosis.

Feline characteristics

The Siamese feline, eight years old and carrier of VL, was donated by the owner to
participate in the study. The clinical examination revealed generalized lymphadenomegaly, skin

lesion, nodules of softened consistency at the edges of the ears, alopecia in the ears and uveitis
(Fig. 1).
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Figure 1. Domestic cat with visceral leishmaniasis. A: Nodules of softened consistency at the

edge of the ear. B: Lesion on right anterior limb. C: Uveitis. D: Leishmania Amastigotes in

smear of ear nodules scraping stained by Giemsa.

After parasitological examination for VL, Leishmania was detected in bone marrow,
popliteal lymph node and skin samples (Fig. 1). The animal was also positive on the serological
examination (ELISA) for anti-Leishmania antibodies and also positive for feline
immunodeficiency virus (FIV), Anaplasma sp. and Malassesia sp.

In serum biochemical concentratios it was observed that the feline presented high total
protein, increased globulin, low albumin concentration and low albumin / globulin ratio. On the

hemogram only thrombocytopenia was observed.
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Canine characteristics

The female dog was born at the UFPI animal experimentation kennel, without any clinical
alterations suggestive of VL. The mother of the bitch used in this study was also negative for
serological tests (TR DPP® and ELISA), direct search for the parasite in bone marrow through
the parasitological methods of Leishmania culture and smear also in the PCR for bone marrow
sample.

The dog subjected to the experimental infection was located at a netting protected kennel
from birth until the end of the experiment. In the kennel, the boxes where the animals stayed
were fully protected against insects by the netting. There was a protection with a tiny net that
allows the air flow, however, making impossible the access of any insect to the kennel. In
addition, fumigations with pest control substances were done to prevent tick emergence and
permanency of any other insects. The animal and the environment were monitored daily and no
ectoparasite was detected during the experiment.

Six months after birth, the dog was submitted for blood collection for the TR DPP® and
ELISA tests and for bone marrow aspiration for parasitological exams (smear and Leishmania
culture) and PCR, for VL diagnosis, whom was negative in all exams and did not present any
clinical alterations suggestive of VL.

Serological and parasitological examinations of the dog and the puppy were followed by a

procedure described by Mendonca et al. (2017b) and PCR as described below.

Polymerase chain reaction (PCR)

Bone marrow DNA from the dog was extracted using the QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany), following the protocol described by the manufacturer.

Ribossomal gene Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) was amplified using primers LITSR
(5-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3) and L5.8S (5-TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT-3).
The PCR was performed using 12,5uL of “GoTaq® Green Master Mix” (Promega, Madison,
Wisconsin, USA), 2,5uL of each primer and 2,5uL of genomic DNA, for a final volume of
25uL. Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems®), was used with the following
temperature and time conditions: initial denaturation of 95 ° C for 2 min, 32 cycles of 95 ° C for

20s, 53 ° C for Imin, 72 ° C for 1min, and final extension of 72 ° C for 6 min.
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The PCR product of 314bp was analyzed in a vertical electrophoresis system, 100V in 1X
tris / boric acid / EDTA buffer in 5% acrylamide / bis-acrylamide 39: 1 gels stained with silver

nitrate.

Vector infection evaluation

To verify infectivity of the vector, xenodiagnosis was performed on the L. infantum
infected feline. Therefore, the animal was sedated using a combination of 15 mg / kg of ketamine
hydrochloride, 0.3 mg/kg diazepan e 0.03 mg / kg acepromazine (0.2%) and 15 mg / kg ride,
both administered intramuscularly and using a 10 ml syringe with 25 x 0.8 mm needle. The
females of L. longipalpis obtained from the laboratory sandfly colony at LASAN.

Fifty-five first-generation females, five days old born and deprived of any food source in
the last eight hours prior to xenodiagnosis, were placed at dark plastic boxes approximately five
centimeters diameter and six centimeters high, with one side open and covered by organza tissue
and placed on the animal's outer ear skin for a period of 60 minutes. This was the only blood
meal of these insects.

Subsequently, those insects were placed at a BOD incubator with a cotton soaked with
50% sugar solution. On the 5th day after blood meal, 40 were dissected on a sterile slide for

promastigote survey on 40x objective (Mendongca et al., 2017c).

Evaluation of transmission for the Dog

The 15 L. longipalpis females that remained not dissected were subjected to blood meal
sessions on the outside of the dog's ear for 60 minutes, on the fifth and the sixth day after feeding
on the feline.

At the 3rd, 6th and 12th months after the experimental infection, the animal was submitted
to clinical evaluation to verify possible development of lesions suggestive of VL. In the same
periods, serological tests (TR DPP® and ELISA) and parasitological tests (smear and Leishmania
culture) were also carried out to diagnose VL, according to the methodologies described by
Mendonca et al. (2017b). During the last evaluation, bone marrow PCR was also performed,
according to the methodology already described above.

After the tests results the animal underwent euthanasia, following guidelines of the

National Council for Animal Experimentation Control (CONCEA). 50mg / kg sodium thiopental
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was administered followed by a dose 1mL / kg potassium chloride (20%), both intravenously.
Subsequently, necropsy was performed to verify possible organ changes, also for spleen and
liver aspiration, whose samples were placed in culture medium to search Leishmania, as
described by Mendonga et al. (2017D).

Leishmania identification by sequencing

In DNA amplification, for the complete mini-circle sequencing, the following primer pairs
were  used: Lchagl 144F (TAAACGGGGCTAGGGCTTTG), Lchagl 314R
(CATTACCCCGCCACCGAATA), Lchage 7F (TGTAAAATAGGGCCGGGTGG), Lchag6
202R (CCCACGCATACCCTAAAGCA), Lchagl1370F (GAGGCCGATGGGAATTGGAT),
Lchagll 628R (CCATCCAACACGTCCCAACA), in the following combinations: Lchagl 144F
X Lchagl 314R, Lchag6 7F x Lchag6 202R, Lchagll 270F x Lchagll 628R and Lchagll 270F
X Lchag6 202R.

Polymerase chain reaction (PCR) was performed using KOD Plus NEO ® Master Mix kit
(Toyobo, Japan), following manufacturer's specifications. The reaction final volume was 50
microliters and PCR conditions were: 98 ° C for 2 min, 30 cycles of (94 ° C for 30 sec, 68 ° C
for 30 sec) and 72 ° C for 7 min. Amplified fragments were purified using the Fast Gene Gel /
PCR extraction kit (Nippon Genetics) for amplified DNA purification, according to
manufacturer's specifications. The purified product was sequenced in a ABI3730XL sequencer
machine (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) at the Department of Tropical
Medicine and Parasitology at Dokkyo Medical University, as described by Sanguankiat et al.
(2016) and Otake Sato et al. (2017).

Automatically generated base sequences were analyzed using the ChromasPro program
version 2.1.6 and submitted to similarity search with the nucleotide sequences available in
GenBank using the BLASTNn tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST).
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Results

Evaluation of the vector infection

The xenodiagnosis performed in the feline, it was observed that all 55 L. longipalpis
females fed and were visibly engorged.

Of the 40 females dissected 11 (27.5%) became infected during the blood feeding in the
feline. In all infected insects, Leishmania promastigotes were detected at the metacyclic form in
its stomach (Fig. 2). In one out of 11, besides the presence of the parasite in the stomach,

metacyclic promastigotes were also found at its anterior intestine.

Figure 2: Thousands of Leishmania in promastigote form coming out of the vector L. longipalpis

stomach, which had fed on the cat infected by L. infantum.
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Evaluation of L. infantum transmission to the dog.

During the dog’s evaluation performed three months after the experimental infection, an
increase in popliteal lymph nodes was observed, serological tests (TR DPP® and ELISA) were
reactive and Leishmania culture using popliteal lymph node sample was positive. Leishmania sp.
was not detected in bone marrow during the first post-infection evaluation.

Six months post-infection, besides enlarged popliteal lymph nodes, alopecia was also
observed, with major intensity in periocular and abdominal regions (Fig. 3A). It remained
positive serological tests (TR DPP® and ELISA) also in popliteal lymph node culture, but still

negative in direct search of the parasite in bone marrow.

Figure 3: Clinical characteristics of the dog submitted to experimental infection by L. infantum,

through the insect vector infected by the feline with VL. A: three months after infection. B: 12

months after infection.

Twelve months after experimental infection the animal was again evaluated. In this last
evaluation the animal had enlarged lymph nodes, lesions on the face and ear, generalized
alopecia and weight loss (Fig. 3B). Serological tests (TR DPP® and ELISA) and Leishmania
culture using popliteal lymph node sample were positive. However, PCR and Leishmania culture
using bone marrow sample were negative and the parasite was not detected in skin smear. At
necropsy, only splenomegaly was detected, but Leishmania cultures using spleen and liver

aspirates were negative.
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Leishmania identification by sequencing

All three nucleotides sequences generated through the complete Leishmania kinetoplast
microcircles sequencing isolated from bone marrow, popliteal lymph nodes and feline ear
nodules, showed 100% similarity to its sequences and also to JX156624.1 and JX156617.1
sequences isolated from L. chagasi of dogs and registered GenBank. In addition, when
performing a search for nucleotide sequences compatible with feline Leishmania sequence
through BLASTN, all of the sequences in the list were compatible with some Leishmania

responsible for causing VL in dogs or humans.

Discussion

VL control in Brazil is based on the use of insecticides and mainly on the detection and
euthanasia of infected dogs (Brazil 2014). However, in a systematic review of these disease
control strategies in Latin America, it was noticed that there was no significant reduction in the
number of cases by eliminating dogs with positive diagnosis for VL (Romero and Boelaert,
2010). Other authors also suggest that the dog sacrifice as the primary measure of VL control is
not effective in reducing the incidence of human or canine cases in urban areas over time (Dietze
et al. 1997; Ashford et al. 1998; Costa 2008; Nunes et al. 2008; Oliveira et al. 2008). Therefore,
indicating the participation of other reservoirs of this parasite in the urban environment.

Besides dogs and others possible reservoirs (rodents, opossums, foxes), infections in
domestic cats has been demonstrated (Benassi et al. 2017, Akhtardanesh et al. 2017, Otranto et
al. 2017). These animals need special attention due to its proximity to humans and the increase
of their population in recent years (Dabritz and Conrad 2010). In addition, the results of this
study demonstrate that felines appear to be an excellent source of food for sand flies, since all
insects used in this study were visibly engorged after xenodiagnostic procedure in the feline.

Also noteworthy were the presence of Leishmania in the cat’s ear skin, the high frequency
of infected insects (27.5%) and the high promastigotes number already in the metacyclic form
inside the insects stomach. In a study with dogs, it was demonstrated that the frequency of
infected insects when fed on infected dogs was lower than that observed in insects fed on
infected felines, even in dogs that showed clinical signs of the disease (Borja et al. 2016;
Mendonca et al. 2017c). These findings are indicative of significant feline participation in L.

infantum biological cycle.
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In addition to aforementioned findings, the main finding of this study was the confirmation
of infection transmission from the infected feline to the dog through the biological vector (L.
longipapis). With this findings, it is not only evident the possibility of vector infection but also
the transmission to another host (dog) and possibly to other species including humans. When
evaluating the nucleotide sequence produced by Leishmania sequencing isolated from the feline
in this study, 100% similarity was observed with the sequences JX156624.1 and JX156617.1
produced from L. chagasi from dogs and 99% with the sequences AJ275334.1 and AJ275328.1
from L. infantum from human infection. This similarity of parasites genetic characteristics is a
further evidence of infection transmission possibility to humans.

Regarding to the parasites non-detection in bone marrow, skin, spleen and liver, it can be
answered by a possible efficient immune response developed by the dog, which may have
prevented parasite rapid multiplication and dissemination to these organs. In view of this fact, it
is evident the need for new studies to better understanding the behavior of L. infantum in dogs,
which present different profiles of immune response when infected with parasite from felines. In
addition, new studies are also required to verify the infection prevalence in felines at local and
national level, in order to analyze the genetic characteristics of feline L. infantum, as well as to
prove the transmission of feline infection to other hosts in the natural environment.

To conclude, with this study it was possible to demonstrate that L. longipalpes feed on
felines, become infected with L. infantum while feeding on infected domestic cat and transmit L.
infantum from the feline to the dog. Thus, it was confirmed the participation of domestic cat at
the VL epidemiology in Teresina, state of Piaui, having this study as the first to report the
transmission of L. infantum from felines to another host, through the sandfly vector.
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11 CONCLUSOES GERAIS

Este é o primeiro estudo sobre os aspectos epidemioldgicos e molecular da infecgédo por L.
infantum em gatos no Nordeste brasileiro, onde encontramos elevada prevaléncia da infecgéo
nesses animais de Teresina, Piaui. Alem disso, foi demonstrado a ampla distribuicdo de gatos
infectados na cidade.

O estudo molecular confirmou que os gatos domésticos de Teresina, Piaui, Brasil, portador
de leishmaniose, estavam infectados pela espécie L. infantum, agente etiologico da LV nas
Américas e apontaram ndo haver diferenca ao comparar os isolados de caes.

Na avaliacdo clinica concluiu-se que as alteracdes clinicas nos gatos com LV ocorrem com
elevada frequéncia, sobretudo linfadenomegalia, emagrecimento e alteracdes na pele localizada
principalmente na regido da cabeca. A observacao destas manifestacoes clinicas, juntamente com
as alteragdes observada no hemograma, contribui de forma significativa na deteccdo da doenca
nesses animais e € perfeitamente vidvel para o esclarecimento da evolucdo da doenca e
elaboracdo de um prognostico.

Ao avaliar a interferéncia da infeccdo por FIV na ocorréncia de sinais clinicos nos animais
infectados por L. infantum, observou-se que ndo houve diferenca significativa no nimero de
sinais clinicos em animais positivos e negativos para FIV.

Quanto a localizacdo das Leishmania nos gatos infectados observou-se que na pele dos
animais tinham elevada quantidade do parasito e todos o0s gatos positivos na pesquisa de
Leishmania na pele infectaram o vetor.

No estudo histopatoldgico, a visceralizagdo da L. infantum nos gatos foi confirmada, bem
como ocorréncia de lesdes viscerais, em figado, bago e rim, sugestivas de LV.

Também demonstramos, com este estudo, que os gatos domésticos infectados por L.
infantum sdo capazes de infectar o vetor bioldgico L. longipalpis e foi confirmada a transmisséo
da LV do gato para o cdo, incluindo o gato domestico como um dos reservatérios urbanos e
provavelmente um dos principais responsaveis pelos elevados indices de transmissdo da doenca
em Teresina-Pl, tornando essa enfermidade um grave problema de salde publica para o

municipio.
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12 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo demonstram que os gatos participam do ciclo de transmissao da
LV. A participagdo significativa desses animais na manutencdo dos elevados indices da doenga
em Teresina e reforgada ao analisar os métodos de controle da LV adotados na cidade, sendo a
deteccdo e eliminacdo de cdes soropositivos a principal medida de controle utilizada. Porém,
apesar dos esforcos empregados na eliminacdo de grande quantidade de cdes, a incidéncia da
doengca em Teresina permanece elevada, indicando a necessidade de desenvolvimento de
medidas de controle da LV voltada para os gatos.

A LV nos gatos representa elevado impacto para satde publica devido a estreita relacéo
desses animais com o homem. Ao analisar a cidade de Teresina e o comportamento dos gatos,
apontamos mais alguns detalhes que indicam a necessidade de atengéo a esses animais, do ponto
de vista de reduzir a transmissao de doencas para 0 homem. Em Teresina existe uma grande
quantidade de gatos errantes, que ndo dispem de um tutor para identificar possiveis doencas e
trata-los. Além disso, os gatos sdo independentes e € dificil manté-los preso. Eles geralmente
circulam um territério bem amplo e, quando portando alguma zoonose, 0 nimero de pessoas
expostas € muito elevado.

Recomenda-se, apds analisar os resultados deste estudo, a implantacdo urgente de medidas
voltadas para os gatos, que visam reduzir o poder de disseminacdo da LV por esses animais,
como: conscientizar os profissionais e a populacdo sobre a importancia dos gatos na transmissao
da LV, ampliar os estudos com o objetivo de desenvolver métodos de diagndstico simples e
eficientes para facilitar na deteccdo de animais infectados, incentivar a realizagdo de pesquisas
voltadas para desenvolvimento de vacinas para prevenir infeccdo dos gatos por L. infantum e
orientar a populacdo sobre a importancia da guarda responsavel, acompanhamento veterinario
aos animais e cuidados ao meio ambiente. A¢Oes que podem reduzir a prevaléncia da LV nos

gatos e consequentemente reduzir a incidéncia da doenga na populagdo humana e canina.



95

13 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS GERAIS

AYLLON, T. et al. Vector-borne diseases in client-owned and stray cats from Madrid, Spain.
Vector-Borne and Zoonotic Diseases, v.12, p.143-50, 2012

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence. PLoS One, v.7,
n.5, e35671, 2012

ALVES, G.B.B. Soro-conversdo e avaliacdo das alteragdes renais em caes recém-infectados
por Leishmania (Leishmania) chagasi. Teresina: Universidade Federal do Piaui, 2011. 53f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal do Piaui, 2011.

BANULS, A.L.; HIDE, M.; PRUGNOLLE, F. Leishmania and the Leishmaniases: A Parasite
Genetic Update and Advances in Taxonomy, Epidemiology and Pathogenicity in Humans.
Advances in Parasitology, v.64, p.1-109, 2007.

BARNES, J.C.; STANLEY, O.; CRAIG, T.M. Diffuse cutaneous leishmaniasis in a cat. Journal
of the American Veterinary Medical Association, v.202, n.3, p.416-418, 1993.

BENASSI, J.C. et al. Detection of Leishmania infantum DNA in conjunctival swabs of cats by

quantitative real-time PCR. Experimental Parasitology, v.177, p.93-97, 2017.

BONFANTE-GARRIDO, R. et al. Natural infection of cats with Leishmania in Barquisimeto,
Venezuela. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v.85, n.1,
p.53, 1991.

BRASIL. Ministério da Satde. Doencas infecciosas e parasitarias: guia de bolso. Brasilia, DF,
2010.

BRASIL. Ministério da Salde. Manual de vigilancia da Leishmaniose Tegumentar

Americana. 22 ed. Brasilia: Editora do Ministério da Saude; 2007.



96

BRASIL. Ministério da Saude. Sistema Nacional de Vigilancia em Saulde Relatério de
Situacdo do Piaui. Brasilia, DF, 2011.

BRASIL. Ministério da Saude. Casos confirmados de Leishmaniose Visceral, Brasil,
Grandes Regides e Unidades Federadas, 1990 a 2017, SINAN/SVS/MS, 2017.

BRESCIANI, K.D.S. et al. Ocorréncia de Leishmania spp. em gatos do municipio de Aragatuba,
SP. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v.19, p.127-129, 2010.

CHATZISa, M.K. et al. Cytological and molecular detection of Leishmania infantum in different

tissues of clinically normal and sick cats. Veterinary Parasitology, v.202, p.217-225, 2014.

CHATZISbh, M.K.b et al. Evaluation of indirect immunofluorescence antibody test and enzyme-
linked immunosorbent assay for the diagnosis of infection by Leishmania infantum in clinically

normal and sick cats. Experimental Parasitology, v.147, p.54-59, 2014.

CIMERMAN, S.; CIMERMAN, B. Medicina Tropical. 1. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2003.

COELHO, W.M.D. et al. Occurrence of Leishmania (Leishmania) chagasi in a domesticcat
(Felis catus) in Andradina, Sdo Paulo, Brazil: case report. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria, V.19, p.256-258, 2010.

COELHO, W.M.D. et al. Molecular detection of Leishmania sp. in cats (Felis catus) from
Andradina Municipality, Sdo Paulo State, Brazil. Veteterinary Parasitology, v.176, p.281-282,
2011.

COSTA, F.A.L. The Dog as a Risk Factor in Transmission of Visceral Leishmaniasis: A Review.

Advances in Infectious Diseases, v. 2, p.37-47, 2012.

COSTA, T.A.C. et al. Ocorréncia de leishmaniose em gatos de area endémica para leishmaniose
visceral. Brazilian Journal of Veterinary Research Animal Science, v.47, n.3, p.213-217,
2010.



97

DA SILVA, A.V. et al.The first record of American visceral leishmaniasis in domestic cats from
Rio de Janeiro, Brazil. Acta Tropica, v.105, p.92-94, 2008.

DUARTE, I.R.M. et al. Comportamento Bioldgico de Leishmania (L.) Amazonensis isolada de
um gato doméstico (Felis catus) de Mato Grosso do Sul, Brasil. Revista de Patologia Tropical,
v.39, p.33-40, 2010.

FIGUEIREDO, F.B. et al.Avaliacao sorologica para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em
caes e gatos no bairro de Santa Rita de Cassia, Municipio de Barra Mansa, Estado do Rio de
Janeiro. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.42, p.141-145, 20009.

GONTIO, C.M.F; MELO, M.N. Visceral Leishmaniasis in Brazil: current status,
challengesandprospects. Revista Brasileira de Epidemiologia, v.7, n.3, p.338-349, 2004.

GRAMICCIA, M. et al. Leishmania infantum characterization from three cases of feline
leishmaniasis in Sicily (Italy). Abstract Book of Worldleish3, p.146, 2005.

GREVOT, A. et al. Leishmanios is due to Leishmania infantumin a FIV and FeLV positive cat
with a squamous cell carcinoma diagnosed with histological, serological and isoenzymatic
methods. Parasite, v.12, p.271-275, 2005.

HARHAY, M.O. et al. Urban parasitology: visceral leishmaniasis in Brazil. Trends in
Parasitology, v.27, p.403-409, 2011.

HATAM, G.R. et al. First report of natural infection in cats with Leishmania infantum in Iran.
Vector-Borne and Zoonotic Diseases, v.10, p.313-316, 2010.

IKEDA-GARCIA, F.A. e MARCONDES, M. Métodos de diagndstico da leishmaniose visceral
canina. Revista de Clinica Veterinaria, n.71, p.34-42, 2007.

KIRKPATRICK, C.E., FARRELL, J.P., GOLDSCHMIDT, A.H. Leishmania chagasi and L.
donovani: Experimental Infections in domesticcats. Experimental Parasitology, v.58, p.125-
131, 1984.



98

KOUTINAS, A.F.; KOUTINAS, C.K. Pathologic Mechanisms Underlying the Clinical Findings
in Canine Leishmaniosis due to Leishmania infantum/chagasi. Veterinary Pathology, v.51, n.2,
p.527-538, 2014.

LONGONI, S.S. et al. Detection of different Leishmania spp and Trypanosoma cruzi antibodies
in cats from the Yucatan Peninsula (Mexico) using an iron superoxide dismutase excreted as
antigen. Comparative Immunology, Microbiology Infectious Diseases, v.35, n.5, p.469-476,
2012.

LUIS, R.R.; MAGNANINI, M.M.F. O tamanho da amostra em investigacdes epidemioldgicas.
In: MEDRONHA, R.A. et al. Epidemiologia. Sdo Paulo: Editora Atheneu, 2006, p. 295-307.

MAIA, C. et al. Feline Leishmania infection in a canine leishmaniasis endemic region, Portugal.
Veterinary Parasitology, v.174, p.336-340, 2010.

MAIA, C., NUNES, M., CAMPINO, L. Importance of Cats in Zoonotic Leishmaniasis in
Portugal. Vector-Borne Zoonotic Diseases, v.4, p.555-559, 2008.

MAIA, C. et al. Bacterial and protozoal agents of feline vector-borne diseases in domestic and

stray cats from southern Portugal. Parasites & Vectors, v.7, n.115, p.1-8, 2014.

MARCONDES, M.; ROSSI, C.N. Leishmaniose visceral no Brasil. Brazilian Journal
Veterinary Research Animal Science, v.50, n.5, p.341-352, 2013

MAROLLI, M. et al. Infection of sandflies by a cat naturally infected with Leishmania infantum.
Veterinary Parasitology, v.145, p.357-360, 2007.

MELLO, G.B. Verificacdo da infeccdo natural do gato (Felix Domesticus) por um protozoario do

género Leishmania. Brasil Médico, v.54, p.180, 1940.



99

MENDES, R.S. et al. Miocardite crénica em um céo naturalmente infectado com Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi: aspectos clinicos e patoldgicos. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.66, n.1, p.79-84, 2014.

MENDONCA, I.L. et al. Leishmania infantum in domestic cats from the municipality of

Teresina, state of Piaui, Brazil. Parasitol Open, v.3, E1, 2017.

MILLAN, J. et al. An investigation into alternative reservoirs of canine leishmaniasis on the
endemic island of Mallorca (Spain). Transboundary and Emerging Diseases, v.58, p.352-357,
2011.

NAVARRO, J.A. et al. Histopathological Lesions in 15 Cats with Leishmaniosis. Journal of
Comparative Pathology, v.143, p.297-302, 2010.

NEVES, D.P. et al. Parasitologia Humana. 12.ed. Sao Paulo: Atheneu, 2011.

NOE, P. et al. Detection of Leishmania chagasi in cats (Felis catus) from viscera leishmaniasis
endemic area in Brazil. Ciéncia Animal, v.25, n.4, p.3-14, 2015.

OLIVEIRA, F.M.L. Acles de controle da leishmaniose visceral em Teresina/Pl. 2014. 57 f.
Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2014.

OPAS-OMS. Organizacdo Pan-Americana de Saude e Organizacdo Mundial de Saude.

Leishmaniose: informe epidemioldgico das Américas. Informe de leishmanioses, n.6, 2018.

OZON, C. et al. Disseminated feline leishmaniosis due to Leishmania infantum in Southern

France. Veterinary Parasitology, v.75, p.273-277, 1998.

PASSOS, V.M.A. et al. Natural Infection of a Domestic Cat (Felis domesticus) with Leishmania
(Viannia) in the Metropolitan Region of Belo Horizonte, State of Minas Gerais, Brazil.
Memodria do Instituto Oswaldo Cruz, v.91, p.19-20, 1996.



100

PENNISI, M.G. et al. LeishVet update and recommendations on feline leishmaniosis.
Parasites & Vectors, v.8, n.302, p.1-18, 2015.

PERILLO, L. et al. Leishmania infantum PCR positive lymph node aspirates: cytologic
patterns in cats. In: Proceedings of the International SCIVAC Congress “Canine leishmaniasis
and other vector-borne diseases: our current state of knowledge”. Pisa: Societa Culturale Italiana

Veterinari per Animali da Compagnia, p.144-145, 2013.

POLI, A. et al. Feline leishmaniosis due to Leishmania infantumin Italy. Veterinary
Parasitology, v.106, p.181-191, 2002.

RIBOLLA, P.E. et al. Leishmania infantum Genetic Diversity and Lutzomyia longipalpis
Mitochondrial Haplotypes in Brazil. BioMed Research International, v.2016, p.1-11,
1D.9249217, 2016.

RICHTER, M.; SCHAARSCHMIDT-KIENER, D.; KRUDEWIG, C. Ocular signs, diagnosis
and long-term treatment with allopurinol in a cat with leishmaniasis. Schweiz Arch Tierheilkd,
v.156, p.289-294, 2014.

RIVAS, AK. et al.. Clinical and diagnostic aspects of feline cutaneous leishmaniosis in
Venezuela. Parasites & Vectors, v.11, n.141, p.1-14, 2018.

RODRIGUES, A.C.E. Caracteristicas epidemiolégicas e distribui¢do espacial da enzootia
canina de Leishmaniose Visceral na cidade de Teresina —Piaui, no periodo de 2003 a 2006.

Dissertacdo (Mestrado), Teresina: Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca, 101f., 2008.

ROUGERON, V. et al. First clinical case of cutaneous leishmaniasis due to Leishmania
(Viannia) braziliensis in a domestic cat from French Guiana. Veterinary Parasitology, v.181,
p.325-328, 2011.

SALO, F. et al. Dermatitis granulomatosa de la membrana nictitante causada por Leishmania spp

em un gato domeéstico. Clinica Veterinaria e Pesquisa Animal, v.27, p.173-177, 2007.



101

SANTOS-GOMES, G.M.; CAMPINO, L.; ARRANCHES, P. Canine Experimental infection:
intradermal inoculation of Leishmania infantum promastigotes. Memoria do Instituto Oswaldo
Cruz, v.95, n.2, p.193-198, 2000.

SAVANI, E.S.M.M. et al. The first record in the Americas of an autochthonous case of
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi in a domestic cat (Felix catus) from Cotia County,
Sdo Paulo State, Brazil. Veterinary Parasitology, v.120, p.229-233, 2004.

SCHUBACH, T.M. et al. American cutaneous leishmaniasis in two cats from Rio de Janeiro,
Brazil: first report of natural infection with Leishmania (Viannia) braziliensis. Transactions of
the Royal Society Tropical Medicine and Hygiene, v.98, p.165-167, 2004.

SERGENT, E.D. et al. La Leishmaniose a Alger. Infection simultanéed’um enfant, d’umchien et
d’um chat dans la meme habitation. Bulletin de la Société de Pathologie Exotique, v.5, p.93-
98, 1912.

SILVA, F.S. Patologia e patogénese da leishmaniose visceral canina. Revista Tropica —
Ciencias Agrarias e Biologicas, v.1, n.1, p.20-31, 2007.

SILVA, R.C.N. et al. Detection of antibodies against Leishmania infantum in cats (Felis catus)
from the state of Pernambuco. Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v.47, p.108-109, 2014.

SILVA, S.M. et al. First report of infection of Lutzomyia longipalpis by Leishmania
(Leishmania) infantum from a naturally infected cat of Brazil. Veterinary Parasitology, v.174,
p.150-154, 2010.

SILVEIRA-NETO, L. et al. Use of crude, FML and rK39 antigens in ELISA to detect anti-
Leishmania spp. antibodies in Felis catus. Veterinary Parasitology, v.177, n.3-4, p. 374-377,
2011.

SIMOES-MATTOS, L. et al. Feline Leishmaniasis: uncommon or unknown? Revista

Portuguesa de Ciéncias Veterinarias, v.99, p.79-87, 2004.



102

SOLANO-GALLEGO, L. et al. Cross-sectional serosurvey of feline leishmanisis in ecoregions
around the Northwestern Mediterranean. American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, v.76, p.676-680, 2007.

SOLANO-GALLEGO, L. et al. Detection of Leishmania infantum DNA by fret-based real-time
PCR in urine from dogs with natural clinical leishmaniosis. Veterinary Parasitology, v.147,
n.3-4, p.315-319, 2007.

SOUSA, G.D.; SANTOS, E.; FILHO, AJ.D. The first report of the main vector of visceral
leishmaniasis in America, Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva) (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae), in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Memdria do Instituto Oswaldo
Cruz, v.104, n.8, p.1181-1182, 2009.

SOUZA, A.l et al. Feline leishmaniasis dueto Leishmania (Leishmania) amazonensis in Mato
Grosso do Sul State, Brazil. Veterinary Parasitology, v.128, p.41-45, 2005.

SOUZA, A.l. et al. Domestic feline cutaneous leishmaniasis in the Municipality of Ribas do Rio
Pardo, Mato Grosso do Sul State, Brazil: a case report. Journal of

Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, v.15, p.359-365, 2009.

SOUZA, C.L.N,, LUZ, Z.P., RABELLO, A. et al. Anélise da informacédo sobre a leishmaniose
visceral disponivel em portais brasileiros da rede mundial de computadores — Internet. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.41, p.352-357, 2008.

TABAR, M.D. et al. Vector-borne infections in cats: molecular study in Barcelona area (Spain).
Veterinary Parasitology, v.151, n.332-336, 2008.

TRAINOR, K.E. et al. Eight cases of feline cutaneous leishmaniasis in Texas. Veterinary
Pathology, v.47, n.6, p.1076-1081, 2010.



103

VERCOSA, B. L. et al. Transmission potential, skin inflammatory response, and parasitism of
symptomatic and asymptomatic dogs with visceral leishmaniasis. BMC Veterinary Research,
v.4, p.45, 2008.

VICENTE SOBRINHO, L.S. et al. Coinfection of Leishmania chagasi with Toxoplasma gondii,
Feline Immunodeficiency Virus (FIV) and Feline Leukemia Virus (FeLV) in cats from an
endemic area of zoonotic visceral leishmaniasis. Veterinary Parasitology, v.187, n.1-2, p.302-
306, 2012.

VIDES, J.P. et al. Leishmania chagasi infection in cats with dermatologic lesions from an
endemic area of visceral leishmaniosis in Brazil. Veterinary Parasitology, v.178, p.22-28,
2011.



104

14 ANEXOS
14.1 Anexo |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
i _ PRO-REITORIA DE PESQUISA .
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ——

Campus Universitario Ministro Petrdnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil, CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

MINISTERIO DA EDUCAGAO ﬁ

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Estudo da prevaléncia da leishmaniose em
felinos domésticos e a participagdo no ciclo de transmissao (Tese)’, protocolo n°
102/15, sob a responsabilidade do Profa. Dra. Ivete Lopes de Mendonca —
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria/CCA/UFPl que envolve a
produgdo, manuteng@o ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa Cientifica encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em
Reunido na presente data 11/12/2015.

Finalidade ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cienfifica
Vigéncia da Autoriza¢éo Dezembro/2015 a Dezembro/2018
Espécie/Linhagem/raga 1. Felinos/ Variadas
Hamsters
Canino
456
20
01
Variada
Variados
SRD

N° de Animais

Peso/ Idade

GO0 = | O, IO/ k) £ N

Sexo 1. Machos ou fmeas

2. Machos

3 3. Macho ou fmea

| Origem 1. Gatos de resicncias particulares da cidade
de Teresina-Pl, os quais sego includos no
estudo sob consentimento dos propriefrios.
Biogrio Central-CCA/UFPI

Animal Doado ao estudo

w N

Teresina, 11 de Dezem

2015, [ . o s
??mrrgi)ngp /

gi=uvr
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15 APENDICES
15.1 Apéndice |

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI - CCA
LABORATORIO DE SANIDADE ANIMAL — LASAN
Campus da Socopo - 64.049-550 Teresina, Piaui - Fone: 3215-5756.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, brasileiro(a), portador(a) da carteira de
identidade N° SSP/PI, CPF N° , com domicilio na
(rua, avenida,) n° Bairro

,  Teresina-Pl; recebi explicacbes acerca dos

procedimentos realizados no animal de minha propriedade. Nome: da raca:
,sexo M () F (), idade , autorizo que participe do projeto “ESTUDO
DA PREVALENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM GATOS DOMESTICOS E A
PARTICIPACAO NO CICLO DE TRANSMISSAO” a ser desenvolvido pela Universidade

Federal do Piaui — UFPI, sob coordenacédo da Profa. Dra. Ivete Lopes de Mendonca. Trata-se de

uma pesquisa cujo objetivo principal é analisar a possivel participacdo dos gatos transmissdo do
“calazar”. O Termo de Consentimento estende-se a coleta de material biol6gico: sangue, medula
Ossea, linfonodo popliteo e raspado de pele. Nos animais infectados: realizacdo de
xenodiagnostico e coleta de fragmento de pele e outros procedimentos necessarios ao bem estar
do animal em foco. Aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal, sob protocolo
102/15.

Teresina, de de

Assinatura do Proprietario
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15.2 Apéndice Il

QUESTIONARIO SOCIOAMBIENTAL

1 — Tipo de residéncia
( ) Casa () Apartamento

2 — Lixo no quintal
( )Sim () Néo () Auséncia de quintal

2 — Lixo nas proximidades
( )Sim () Néo

3 — Vegetagdo proxima
( )Sim () Néo Observacao:

4 — Jateve cdo com calazar na residéncia?
( )Sim ( ) Néo Observacao:

5 — Tem conhecimento de cdo com calazar na residéncia de vizinhos?
( )Sim () Néo

6 — Criacao de outros animais
( ) Né&o ( )Sim Quais?

7 — jarealizou desinsetizagdo na sua residéncia?
( ) Néo ( )Sim Frequéncia?

8- Tipo de residéncia
() Alvenaria ( ) Barro () outros Qual

9- Teve conhecimento se alguma pessoa na sua rua teve calazar?
( )Sim () Néo

10- Os gatos vivem dentro ou fora de casa?
() Dentro ( ) Fora

11- Os que ficam fora em que momento entra em casa?

12- Os gatos ja tiveram alguma doenga?
( )Sim () Nao

13 - VVocé levou no Veterinario?
( )Sim () Nao

14 — Tiveram algum problema na pele
( )Sim () Néo Qual




107

15.3 Apéndice 111

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI - CCA
LABORATORIO DE SANIDADE ANIMAL — LASAN
Campus da Socopo - 64.049-550 Teresina, Piaui - Fone: 3215-5756.

TERMO DE DOACAO

0] 0] €151 7=V o SR SSRORRS
ENAEIECO:.....icieiie e Fone:.....ocovevvvennenn,
MUNICIPIO: .ttt Estado:......ccccvvvvvnnn

Estou doando para o ESTUDO DA PREVALENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL
EM GATOS DOMESTICOS E A PARTICIPACAO NO CICLO DE TRANSMISSAO, o gato

cujas caracteristicas sdo as seguintes:

NOME: ..
ESpécie: ..oooveveieeeee
RACA: ..o
ldade: .....ccoovevieeeee
SEXO! it

Pelagem: ......ccccevevevveviiecee,

Assinatura do Proprietario



