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RESUMO

ALCANTARA, D.S. Potencial de transmiss&o, resposta inflamatdria da pele e parasitismo
de gatos com Leishmaniose visceral. 2019. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

Em estudos mais recentes infec¢Bes por Leishmania sp. em gatos domeésticos tém sido
reportadas em varios paises da bacia mediterranica e no Brasil, onde essa parasitose é
endémica. Em areas endémicas de leishmaniose, os gatos, tal como os cées, sédo
susceptiveis a infec¢do por Leishmania sp., no entanto ainda pouco se conhece sobre o
papel dessa espécie dentro da cadeia epidemiolégica e como a doenca evolui em felinos.
O objetivo desse trabalho foi identificar o potencial de transmisséo, resposta inflamatoria
da pele e parasitismo de gatos com leishmaniose visceral domiciliados na cidade de
Teresina, Piaui, Brasil. Foram utilizados doze animais, seis para o grupo controle e seis
com leishmaniose. Os animais diagnosticados com a doencga foram submetidos ao
xenodiagnéstico e depois realizada sedacao para analise citologica e histopatoldgica,
retirando-se fragmentos de pele da face externa da orelha, regiéo periocular, focinho,
dorso e nédulos subcutdneos nos animais que apresentaram essa alteracdo. No
xenodiagndstico, apenas os animais um e dois ndo foram capazes de infectar o vetor, os
ouros animais infectaram 49,31%, 31,25%, 51,35% e 73,8% respectivamente. No
imprint, 100% (6/6) das laminas da orelha foram observadas formas amastigotas de
Leishmania sp. sendo o fragmento de pele que apresentou maior nimero de parasitas.
No exame histopatolégico 61% dos animais apresentaram dermatite histiocitaria de
moderada a discreta e ndo houve correlacdo significativa entre a intensidade de
infiltrados inflamatorios e a carga parasitaria e nem entre o nimero de insetos infectados
e a intensidade de infiltrados inflamatoérios. Tendo em conta os dados obtidos, verifica-
se que é necessario alertar os médicos veterinarios de que a leishmaniose felina é um
diagndstico diferencial em areas endémicas, principalmente em gatos apresentando
sinais dermatoldgicos e que € essencial a aplicacdo de medidas profiladticas para
salvaguardar a satde animal e a saude publica.

Palavras-chave: inflamacgéo, parasitismo, pele, felino, leishmaniose



ABSTRACT

In more recent studies infections by Leishmania sp. in domestic cats have been reported
in several countries in the Mediterranean basin and in Brazil, where this parasite is
endemic. In endemic areas of leishmaniasis, cats, such as dogs, are susceptible to
infection by Leishmania sp., Yet little is known about the role of this species within the
epidemiological chain and how the disease progresses in felines. The objective of this
work was to identify the transmission potential, inflammatory response of the skin and
parasitism of cats with visceral leishmaniasis domiciled in the city of Teresina, Piaui,
Brazil. Twelve animals were used, six for the control group and six with leishmaniasis.
The animals diagnosed with the disease underwent xenodiagnosis and then sedation for
cytological and histopathological analysis. Skin fragments were removed from the
external face of the ear, periocular region, snout, dorsum and subcutaneous nodules in
the animals that presented this alteration. In the xenodiagnosis, only one and two animals
were not able to infect the vector, the other animals infected 49.31%, 31.25%, 51.35%
and 73.8%, respectively. In the imprint, 100% (6/6) of the ear blades were observed
amastigote forms of Leishmania sp. being the fragment of skin that presented greater
number of parasites. In the histopathological examination, 61% of the animals presented
moderate to discrete histiocytic dermatitis and there was no significant correlation
between the intensity of inflammatory infiltrates and the parasite load nor between the
number of infected insects and the intensity of inflammatory infiltrates. Taking into
account the data obtained, it is necessary to warn veterinarians that feline leishmaniasis
is a differential diagnosis in endemic areas, especially in cats with dermatological signs,
and that it is essential to apply prophylactic measures to safeguard animal health and
public health.

Key words: inflammation, parasitism, skin, feline, leishmaniasis
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1. INTRODUCAO

Os parasitos de importancia médica sdo inumeros, dentre eles, destaca-se o
protozoario Leishmania, que € agente de um amplo espectro de doencas,
coletivamente referidas como leishmanioses (ASHFORD, 2000). As leishmanioses
sdo um grupo de doencas causadas por parasitas protozoarios de mais de 20
espécies de Leishmania. Esses parasitas sao transmitidos aos seres humanos pelas
picadas do mosquito flebotomineo fémea infectado - um minudsculo vetor de insetos
com apenas 2 a 3 mm de comprimento. Existem trés formas principais de
leishmaniose: cutanea, visceral e mucocutanea. Em 2017, 20.792 dos 22.145 (94%)
casos novos notificados & OMS ocorreram em sete paises: Brasil, Etiopia, india,
Quénia, Somélia, Sudao do Sul e Sudao. (WHO, 2017).

Nas Ameéricas, no periodo de 2001-2016 foram reportados 55.530 casos
humanos de LV com uma média anual de 3.457 casos, sendo 96% dos casos de
leishmaniose visceral sdo reportados no Brasil e se destaca-se o aumento de mortes
causadas por leishmaniose visceral desde 2012, periodo em que esta informacao esta
disponivel a nivel regional, alcancando em 2016 uma taxa de letalidade de 7,9% nas
Américas, considerada a mais elevada quando comparada a outros continentes. A
proporcdo de casos de leishmaniose cutanea em criangcas menores de 10 anos
também alcancou em 2016 seu maior valor (15,5%) e alguns paises registraram mais
de 40% da populacdo afetada neste grupo etario sendo deste grupo etéario
(OPAS/OMS, 2018).

O modo de transmisséao habitual do protozoéario é através da picada de fémeas
de flebotomineos (Diptera: Psychodidae; Phlebotominae) pertencentes ao género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (KILLICK-KENDRICK,
1999).

Os caes, atuam como hospedeiros reservatorios do parasita na infeccao
humana da Leishmaniose visceral, possibilitando a infec¢cdo do vetor, sendo portanto
entre 0s animais domésticos, o principal reservatério (GONTIJO & MELO, 2004).
Animais silvestres como Speothos venaticus (cdo do mato), Chrysocyon brachyurus
(lobo guara) e Cerdocyon thous (raposa do mato) podem atuar como reservatorios,

apesar do cao domeéstico ser considerado o principal reservatorio urbano. Outras



espécies de vertebrados como roedores, equideos e felinos também ja foram
evidenciadas com a doenca (METZDORF et al, 2017).

Nos ultimos anos, houve um grande avanc¢o nas técnicas laboratoriais, 0 que
pode ter contribuido para o crescente nimero de diagndsticos positivos. Também,
profundas alteracdes nos ecossistemas, ocorridas nos ultimos anos, o crescente uso
de coleiras a base de deltametrina, que previnem a leishmaniose em caes, evitando a
picada pelo mosquito, podem levar a mudancgas de habito alimentar do vetor, assim
como a adaptacdo a novas espécies de hospedeiro (NOE, 2008).

Apesar da leishmaniose felina (LF) ser considerada de rara ocorréncia
(PENNISI, 2000; MANCIANTI, 2004), nos ultimos anos houve um aumento no nimero
de casos relatados em todo o mundo, e sdo poucas as informacgfes sobre varios
aspectos da doenca, principalmente no que diz respeito a epidemiologia, visto que
grande parte dos dados obtidos foram relatos de casos clinicos.

Estudos recentes também detectaram infec¢cdes por Leishmania em gatos
domésticos (por exemplo, SOUZA et al., 2009, BRESCIANI et al., 2010, VIDES et al.,
2011). Em todo o mundo, cinco espécies de Leishmania foram relatadas em gatos,
embora a maioria dos casos envolva L. infantum (PENNISI et al., 2013). As taxas de
prevaléncia podem ser superiores a 40% em algumas areas endémicas (CHATZIS et
al., 2014). Embora esses fatores indiguem que os gatos domeésticos provavelmente
desempenham um papel importante na epidemiologia da leishmaniose, seu papel tem
sido largamente negligenciado e permanece controverso. Nao se sabe se 0s gatos
domésticos servem como hospedeiros primarios, secundarios ou acidentais (MAIA E
CAMPINO, 2011, PENNISI et al., 2015).

Em alguns animais, os sinais clinicos se desenvolvem logo apés o periodo de
infeccdo. Em outros casos, os animais infectados podem permanecer assintomaticos
por toda a vida ou manifestarem-se apenas em casos de imunossupressdo (CFSPH,
2009). A pele é o local onde mais comumente se manifestam os sinais clinicos da
doenca. Apresenta ainda grande importancia na LVC por ser o 6rgao onde ocorre a
primeira interacdo entre o parasita e o sistema imune canino (CIARAMELLA et al.,
1997).

O gato doméstico é um dos mamiferos susceptiveis a infeccéo por Leishmania
spp. e pelo fato de ser uma espécie crescente como pet, faz-se necessario identificar
sua participacdo no ciclo epidemiologico das leishmanioses. Apesar de serem

susceptiveis, os gatos parecem ter uma resisténcia natural e, geralmente, as



leishmanioses em felinos estdo associadas as doencas que causam
imunossupresséo. A forma cutanea é a mais relatada em felinos (PIRAJA, et al.,
2013).

Alteracdes da pele (papulas, nédulos, Ulceras, eritema, alopecia) sdo os sinais
clinicos mais frequentes de Leishmaniose em gatos, independentemente da espécie
de Leishmania causadora da infeccdo. A cabeca e em particular, orelhas externas,
plano nasal, focinho e regido periocular, sdo as areas mais afetadas, presumivelmente
a sua maior exposicdo aos vetores como eles sdo menos cobertos pela pele
(PENNISI, et al., 2015).

A resposta imunoldgica ao parasita tem um forte impacto no desenvolvimento
ou na supresséo da doenca. A infecao por Leishmania pode resultar em dois tipos de
resposta imunitaria associadas a atividade dos linfocitos: a resposta humoral, ndo
protetora, associada a suscetibilidade a doenca, e a resposta celular, promotora da
resisténcia a infecdo (MAIA, 2008).

O diagnéstico laboratorial da doenca é realizado basicamente por meio de
exames soroldgicos e parasitologicos como a Reacgédo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), fixacdo do complemento,
aglutinacédo direta, observacdo dos amastigotas ou avaliacdo imuno-histoquimica
(IMIQ). A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vem sendo também
utilizado como método de confiabilidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SILVA et.
al., 2014).

Tendo em vista que qualquer animal saudavel que viva ou visite areas
endémicas necessita de protecdo (GRAMICCIA, 2011), deve-se proceder com
medidas de prevencédo contra a infec¢do, o que inclui a aplicacdo de métodos de
diagndstico sensiveis, 0 uso de coleiras inseticidas e a pulverizagdo com principios
eficazes (DANTAS-TORRES, et al., 2012). Dentre as classes de agentes utilizados
cita-se a deltametrina, lambdacyalotrina, alfacypermetrina, cypermetrina, cyflutrina,
Betacyflutrina (MINISTERIO DA SAUDE, 20009).

Os colares de liberacéo lenta tém duracéo de varios meses, sendo uma op¢ao
pratica para a protecdo dos animais contra os vetores de Leishmania spp.
(GRAMICCIA, 2011). Ha recomendacdo do uso de piretroides para repelir os
flebotomineos (GRAMICCIA, 2011; MAIA-ELKHOURY, 2008). A coleira impregnada
com flumetrina e imidacloprida é considerada uma opcdo confiavel (NOE, 2016),

apesar idiossincrasia dos felinos com esses principios ativos (BOURDOISEAU, 2011).



Os registros de infeccdo natural em gatos domésticos e a alta densidade
populacional de gatos em areas urbanas destaca a necessidade de analisar a
capacidade desses animais de sustentar e disseminar a infeccdo em ambientes
naturais e urbanos (MAIA E CAMPINO, 2011).



JUSTIFICATIVA

Considerando a importancia da Leishmaniose para saude publica e o crescente
aumento dos numeros de casos tanto em animais como em humanos, torna-se
necessario aprofundar os conhecimentos a respeito do papel dos felinos domésticos
no ciclo biolégico da doenca, tendo em vista seus habitos crepusculares e noturnos,
similares aos dos flebotomineos, podem predispor esta espécie animal a infeccéao por

Leishmania sp., tornando-se um possivel reservatorio potencial.



ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta Dissertacao foi estruturalmente organiza nas seguintes partes:

Introducdo e Revisdo de Literatura, redigidas segundo as normas editoriais do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Piaui,
um capitulo na forma de artigo cientifico a ser submetido a publicacéo assim intitulado:
Capitulo | — “ Potencial de transmisséo, resposta inflamatoria da pele e parasitismo
em gatos com leishmaniose visceral”, onde foi redigido e formatado segundo as
normas do periodico Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences (Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia) , classificacdo A2 pelo Qualis Capes e

Consideracoes finais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Agente etiologico

Protozoarios do género Leishmania séo organismos digenéticos e unicelulares.
Durante o ciclo de vida, este género apresenta duas formas principais: amastigota
(Figura 1A) forma aflagelar, imével que tem um ndcleo relativamente grande e
redondo ocupando de metade a dois tercos do corpo celular e esta presente nos
vertebrados, e promastigota (Figura 1B) sem flagelo externo, longa e achatada com
cinetoplasto na posicdo anterior do parasita, proximo ao flagelo. presentes nos
invertebrados (MICHALICK, 2005).

Todas as espécies do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida e
a familia Trypanossomatidae (Tabela 1).

As espécies mais frequentemente implicada nos casos de LV sdo Leishmania
donovani ou L. infantum. As leishmanioses cutédneas do Velho Mundo sé@o causadas

por L. tropica ou L. major, enquanto no Novo Mundo s&o causadas por exemplo por

L. braziliensis, ja a mucocutanea € causada por L. braziliensis ou L. panamensis
(OMS, 2010).

Figura 1 (A) formas amastigotas de Leishmania sp. (B) formas promastigotas

metaciclicas de Leishmania sp.extraidas de cultura em meio NNN.
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Tabela 1: Classificacédo taxondmica do género Leishmania, adaptado de Faria,

(2008).
Reino Protista
Filo Sarcomastigophora
Classe Zoomastigophora
Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania

2.2 Ciclo Biolégico

As leishmanioses possuem um ciclo biolégico caracterizado como
heteroxénico, no qual se necessita de dois hospedeiros, um vertebrado representado
por canideos silvestres e domésticos, roedores e humanos e um invertebrado,
representado pelo inseto vetor (REY, 2001).

O fleb6tomo vetor desse protozoario tem por volta de dois a trés milimetros de
comprimento e € encontrado em todas as regides intertropicais e temperadas do
mundo. Geralmente a fémea deposita seus ovos em tocas de roedores, troncos de
arvores, prédios em ruinas, rachaduras, abrigos de animais e lixo doméstico, onde as
larvas podem encontrar a matéria organica, calor e umidade que necessitam para se
desenvolver. Uma vez que precisa de sangue para o desenvolvimento de seus ovos,
a fémea torna-se infectada com Leishmania spp. no momento em que ingere
macrofagos parasitados por formas amastigotas a partir do sangue de animais
infectados.

No trato digestivo anterior da fémea ocorre o rompimento dos macréfagos
liberando as formas amastigotas, que se reproduzem por divisdo binaria e
diferenciam-se rapidamente em formas promastigotas. Estas, por sua vez,

diferenciam-se em paramastigotas e colonizam o eséfago e a faringe do vetor. A partir
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de entdo as paramastigotas se diferenciam em formas infectantes - promastigotas
metaciclicas e sédo inoculadas em novos individuos no momento da picada, fechando

o ciclo de transmissao (MAIA et al, 2009).

2.3 Sinais clinicos

Segundo, Manciant, et al (1998), o quadro clinico observado na leishmaniose
visceral é varidvel e dependente da susceptibilidade e/ou resisténcia do hospedeiro e
da cepa transmitida, podendo ser classificados em: assintomético, quando o animal
apresenta nenhum sintoma sugestivo da doenca; oligossintomaticos quando
apresentar no maximo trés sinais clinicos somados a moderada perda de peso,
alopecia localizada, pelos opacos, ou pelo menos um destes trés sinais; e
polissintomaticos quando apresenta sinais classicos da Leishmaniose, associados ha
mais de 3 sintomas tais como lesdes cutaneas, pelos opacos, severa perda de peso,
apatia, ceratoconjuntivite seca, entre outros.

Os sintomas clinicos mais frequentes observados na LVC incluem dificuldade
locomotora, perda de peso, polidipsia, apatia, anorexia, vomito, diarréia, polifagia,
epistaxe e melena. Dentre os achados de exame fisico, merecem destaque a
linfoadenomegalia, caquexia, hipertermia, esplenomegalia, uveite e conjuntivite
(SALZO, 2008). Feitosa et al. (2000) observaram nos caes naturalmente infectados
por Leishmania, principalmente, linfoadenomegalia, alteracdes dermatolégicas,
hiporexia, onicogrifose, emaciacdo, mucosas palidas, sinais oculares, hipertermia,

émese e diarréia.

2.3.1 Sinais dermatolégicos

As manifestacOes cutaneas na LVC podem estar presentes entre 50 a 90% dos
cées infectados. O sinal dermatolégico mais comum é de uma dermatite esfoliativa
com escamas esbranquicadas similares a asbestos. Essa esfoliagdo pode ser
generalizada, mas geralmente é mais pronunciada na cabega, orelhas e
extremidades. A descamacao pode ser seguida de hiperqueratose naso-digital e areas
de alopecia e, hipotricose. Com a progressdo da doenga, ndédulos e ulceracéo
mutifocal também podem acompanhar a descamacédo principalmente nas orelhas e
no focinho. Outras apresentac¢des incluem onicogrifose, paroniquia, dermatite pustular
estéril, despigmentacdo nasal com erosdo e ulceracdo e piodermite bacteriana

(SCOTT et al., 2001). Salzo (2008) afirmou que a dermatite esfoliativa € a principal
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manifestacdo cutanea em cdes com LVC e, que pustulas, Ulceras e nédulos podem
ocorrer frequentemente, assim como onicogrifose. Os locais mais severos e
comumente afetados sdo o plano nasal, focinho, regido periocular e pavilhdes

auriculares.

2.4 Resposta Imune

A resposta imunitéria ao parasita tem um forte impacto no desenvolvimento ou
na supressdo da doenca. A infecdo por Leishmania pode resultar em dois tipos de
resposta imunitaria associadas a atividade dos linfocitos: a resposta humoral, ndo
protetora, associada a suscetibilidade a doenca, e a resposta celular, promotora da
resisténcia a infecdo (Maia, 2008). A infecdo por L. infantum nos cades pode
manifestar-se de forma subclinica, doencga auto-limitante, doenca néo limitante e em
doenca grave com manifestacdes clinicas de doencas sistémicas.

Nos caes, a resposta imune caracteriza-se por uma imunidade protetora
mediada pelas células T CD4, pela libertacao de interferon gama (IFN-y), interleucina
2 (IL-2) e fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a) que induzem a atividade microbicida
dos macrofagos (GREENE, 2006).

Hervas et al. (2002) realizaram o Unico estudo efetuado em gatos até ao
momento sobre a resposta imunitaria local a infecdo por Leishmania sp.. Nesse
estudo, caracterizou-se por técnica de imunohistoquimica o infiltrado celular e as
citocinas associadas a infecdo por Leishmania nas lesdes cutaneas, oculares e orais
de um gato co-infectado pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV). Nas reacdes
nodulares granulomatosas houve um namero elevado de linfocitos CD3+ e células
plasmaticas secretoras de IgG+ associados a uma elevada expressao de Ag-MHC
classe Il por numerosos linfdcitos e células macrofagicas, indicando uma boa resposta
imunitaria local (tipo V) a qual tera sido, possivelmente, a responsavel pela nao

disseminagéo sistémica da infecdo (ROSA, 2009).

2.4.1 Mecanismos de evasao e Interacdo com os macrofagos
Os mecanismos de evasao estdo relacionados com a capacidade da
Leishmania de reduzir ou inibir fungbes celulares. No interior dos macrofagos, o
lipofosfoglicano (LPG) da promastigota metaciclica perturba o funcionamento correto
da fusdo dos endossomos e lisossomos com o fagossomo, gerando um VP sem total
acidificacao (DESJARDINS & DESCOTEAUX, 1997). Esse evento permite que haja
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tempo para assumir a forma amastigota, mais resistente ao ambiente acido e
proteolitico. Além disso, o parasita inibe a producao de interleucina 12 (IL-12) que esta
envolvida na ativacao de linfécitos T CD4+ Thl (SACKS & SHER, 2002). Macrofagos
infectados aumentam a expresséao de interleucina 10 (IL-10) e fator de crescimento e
transformacao beta (TGF-f), ambos suprimem a reposta imune eficaz anti-leishmania
(BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1998). Para ganhar tempo de se multiplicar no interior
dos macréfagos, o parasita consegue atrasar a apoptose induzida via fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e fator estimulador de granulécito e macrofago (GM-CSF)
(MOORE & MATLASHEWSKI, 1994).

2.4.2 Interagdo com neutrofilos

A primeira linha celular de defesa recrutada sdo os neutréfilos, chegando
durante as primeiras horas ao local de inoculacédo das promastigotas (MULLER et al,
2001) com a funcéo de fagocitar e eliminar patégenos, bem como recrutar outras
células. Os neutrofilos séo recrutados por interleucina 8 (IL-8), interleucina 17 (IL-17),
complemento C3a, TNF, fator quimiotético secretado por promastigotas (VAN
ZANDBERGEN, 2002). Alguns estudos caracterizam os neutrofilos como células
hospedeiras intermediarias que albergam a Leishmania até que ela possa infectar, de
maneira silenciosa e sem reconhecimento, os macréfagos recrutados que se instalam
no sitio inflamatério dias apés a infeccédo. Isto se torna possivel devido ao aumento da
sobrevida dos neutrofilos em consequéncia do retardo da apoptose espontanea
provocado pela infeccdo por Leishmania. (GUEIRARD et al, 2008 e AGA, et al, 2002).

2.5 Alteracdes histopatoldgicas

A pele é o primeiro ponto de contato com organismos do género
Leishmania spp. durante o processo de infecdo. No curso da doenca, a densidade
parasitaria tem sido associada com um padrdo inflamatério granulomatoso em
cades com LV. O alto parasitismo observado na pele de cées infectados mostra o
papel do cdo na disseminacdo da leishmaniose enfatizando o risco para saude
publica, especialmente porque estes animais dividem o mesmo habitat do homem
(CALABRESE et al., 2010). Por esta razéo, a pele deve ser considerada como
melhor local para analise parasitolégica, sendo um indicador confiavel da
severidade da doenca clinica na LV. Segundo Giunchetti et al. (2007), caes

sintométicos mostraram um grande nimero de alteracdes cutaneas exemplificada
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por um intenso infiltrado inflamat6rio dermal difuso, mudancas na matriz
extracelular e carga parasitaria extrema.

Os parasitas depositados na pele do mamifero pelo fleb6tomo infectado,
ultrapassam uma variedade de obstaculos, incluindo a matriz extracelular (MEC),
as proteinas da camada basal para, em seguida, migrarem para outros 6rgaos ou
estabelecer infeccao dentro do fagolisossomo dos macrofagos (MELO, 2005).

Calabrese et al. (2010) descreveram um infiltrado inflamatério rico em
mastocitos degranulados associados aos parasitas na pele dos caes de Campo
Grande. Isto reforca a idéia que mastocitos participam da defesa no hospedeiro,
modulando a resposta imunolégica durante a invasdo do patégeno. Segundo Melo,
(2005), € amplamente conhecida que a resposta imune cutanea no estagio inicial
da infeccao tem papel determinante para o curso da doenca. Dentro de poucas
horas apds a inoculacdo do parasita, ocorre uma massiva infiltracdo celular
constituida predominantemente de macrofagos os quais entram em contato
rapidamente com o parasita. Portanto, avaliar as alteragbes cutaneas, torna-se
importante devido a sua influéncia na transmisséo da doenca.

Estudos tem demonstrado que formas amastigotas na pele podem estar
implicadas na degradacao de componentes da matriz extracelular da pele. O tecido
conjuntivo e as membranas basais sdo as principais barreiras envolvidas na
invasdo, disseminacdo e nutricAo de parasitas. A secrecdo de enzimas
proteoliticas pelo parasita e de fundamental importancia na interagcao entre este e
o hospedeiro. Esta interacdo inclui invasao e destruicdo do tecido do hospedeiro e
a habilidade do parasita em migrar para o local especifico e ou estabelecer

condi¢Bes nutricionais que favoregcam o seu desenvolvimento (ALVES et al., 2010).

2.6 Diagnéstico
O diagndstico clinico da LVC é dificil de ser realizado devido a variedade de
sintomas da doenca. Além disso, os animais podem permanecer assintomaticos por

toda a vida ou desenvolver sintomas ap0s periodos que variam de trés meses a alguns

anos. Além disso, os achados clinicos sdo comuns a outras enfermidades, sendo as

alteracOes laboratoriais encontradas no hemograma, ou nos exames de funcgéo renal
ou hepética inespecificos.
A confirmagdo do diagnéstico da LVC pode se basear em meétodos

parasitolégicos, soroldgicos e moleculares. O diagnéstico parasitolégico é
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considerado por alguns autores, um exame chave, onde se observa as formas
amastigotas da Leishmania em esfregacos de linfonodos, medula éssea, aspirado
esplénico, bidpsia hepatica e esfregagcos sanguineos corados com corantes de rotina,
tais como Giemsa, Wright e Pandtico. A citologia aspirativa € um método de facil
execucdo, amplamente utilizado no diagndstico, especialmente em clinicas
veterinarias (IKEDA-GARCIA e MARCONDES, 2007).

2.7 Resposta inflamatdria na pele

A pele é um dos principais mecanismo de defesa inicial dos animais contra
agentes exdgenos, recobrindo toda a superficie do corpo dos animais formando uma
barreira fisica, sendo constituida pela epiderme e derme, sendo a epiderme, de origem
ectodérmica, formada por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado, que pode
ser subdividida em 5 camadas: basal, espinhosa, granulosa, licida e cérnea. Entre os
principais constituintes celulares da pele estdo os queratindcitos, células dendriticas
maturas e imaturas, mondcitos/macréfagos, granulécitos, dentre outras (SIMPSON et
al., 2011). Também fazem parte dessa composigao os constituintes humorais as f3-
defensinas, proteinas do complemento, imunoglobulinas, citocinas, quimiocinas,
radicais livres e prostaglandinas (BOS et al., 2009). Estes componentes celulares e
humorais formam o sistema imune da pele (GERNER et al., 2015).

As células precursoras da medula 6ssea dao origem as células de Langerhans
localizadas entre 0s queratindcitos, principalmente na camada espinhosa, e
transportadas pelo sangue (NESTLE et al., 2009), e juntamente com as células
dendriticas na derme, sdo capazes de capturar antigenos, processa-los e apresenta-
los aos linfécitos T, sendo importante para a resposta imune cutanea (GERNER et al.,
2015).

A pele também conta tanto com mecanismos de imunidade inata quanto
adaptativa, além da barreira fisica. Os mecanismos de defesa inatos estdo
relacionados a fatores secretados por glandulas sebaceas e sudoriparas, células
sentinelas e células fagociticas. As células sentinelas fazem uma correlagdo entre a
resposta imune inata e adaptativa, sendo consideradas células apresentadoras de
antigeno (APCs) e importantes tanto para a resposta a infec¢des como também para
manutencdo da tolerancia imunolégica (BRANDONISIO et al., 2004). As primeiras
células a chegarem no sitio apos a picada do flebotomineo infectado com Leishmania

spp, sdo os neutrdfilos, os quais podem contribuir direta ou indiretamente na
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eliminacao do parasito. Os mondcitos sédo recrutados da corrente sanguinea para o
local de infeccdo por diapedese estimulados pelas quimiocinas CCL2, produzidas
pelas células no local da infeccdo apds sua ativacdo pelo fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF). Os mondcitos sdo importantes para o controle do
parasita nos momentos mais iniciais da infeccdo devido a sua potente resposta com
espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre os agentes invasores (SCOTT; NOVAIS,
2016).

O processo inflamatério ocorre com a ativagcdo das diversas vias de liberacao
de citocinas inflamatorias estimuladas pela inoculacdo do protozoario através do
rompimento das barreiras fisicas da pele. Esse processo inflamatorio lesivo da pele
em cdes afetados pela leishmaniose pode se agravar a medida que temos o
alojamento e aumento da carga parasitaria na pele desses animais e principalmente
guando a evolucdo da infeccdo desencadeia danos epiteliais caracteristicos das
infeccbes secundarias, tais como observadas na dermatite papular (LOMBARDO et
al., 2014, ORDEIX et al., 2006). O processo inflamatério pode ser classificado como
agudo ou crbnico, onde, no primeiro caso, os mecanismos de defesa celulares e
vasculares atuam em um espaco curto de duracdo, em que é observado um aumento
da permeabilidade vascular, com migracdo de leucécitos em geral, mas
principalmente neutrofilos. Por outro lado, a inflamacao cronica caracteriza-se por sua
duracdo mais longa, permanecendo instalada e influenciando a persisténcia cronica
de macréfagos, angiogénese e dano tecidual (FREIRE; VAN-DYKE, 2013).

No momento em que as células de defesa como mondcitos e macréfagos sédo
ativadas em resposta ao estimulo inflamatorio devido a danos teciduais ou infeccées,
temos uma consequente ativacao da resposta de fase aguda, onde diversas citocinas
sao liberadas pelas células inflamatérias, tais como IL-6, IL-8, IL-1 e TNF-a. Essa
resposta de fase aguda é um tipo mecanismo de defesa rapida e ndo especifica contra
distarbios que alterem a homeostasia, tanto de forma localizada como generalizada,
alteracbes essas que podem ser desencadeadas por inflamacéo, infeccbes, dano
tecidual, neoplasia entre outros (PETERSEN et al., 2004). Na infec¢&o por Leishmania
spp., em camundongos e humanos, as células dendriticas tem a funcéo de apresentar
antigenos processados para células T CD4+ naive, o que desencadeia uma
diferenciacdo dessas células em uma resposta que pode ser tanto do tipo Thl como
Th2 de acordo com estimulos de patdgenos e de citocinas liberadas, sendo a resposta

predominante de Thl, mediada principalmente por IL-12, a principal responsavel pelo
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sucesso da resposta celular contra o parasita (BRANDIONISIO, 2004). Com relacéo
as células de Langerhans (CLs), sdo células dendriticas residentes na epiderme e
correspondem as APCs mais abundantes da pele.

Nas superficies das células sentinelas, sdo expressos 0s receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), sdo responsaveis ndo sé pelo reconhecimento das
moléculas PAMPS (Peptideos moleculares associados aos patégenos), mas também
pelo reconhecimento de padrbes moleculares associados a dano celular (DAMPS) e
as moléculas relacionadas ao dano e morte celular ou alarminas, presentes no
desenvolvimento das alteracdes inflamatérias de curso crénico de muitas doencas
(PICCININI; MIDWOOD, 2010).

Em um estudo com camundongos, foi observado que os parasitas da
leishmaniose podem ser capazes de modular negativamente a ativacdo da resposta
inflamatoria, esse mecanismo ocorre via infeccdo das células dendriticas pela
promastigota da L. infantum promovendo clivagem de subunidades do NF-kB (sdo um
grupo de proteinas que regulam a transcricdo genética que codifica varias proteinas
pré-inflamatérias bem como quimiocinas e moléculas de adesédo), levando a uma
desaceleracdo na maturacdo ou ativacdo das células infectadas pelo protozoario
(NEVES et al.,, 2010). Esse efeito negativo sobre o NF-kB afetando as células
dendriticas e macrofagos infectados desencadeia diminui¢éo na producéo de citocina
s e de enzimas relacionadas a producdo de mediadores inflamatérios secundarios,
tornando a resposta imune a leishmaniose, em especial a Th1l, menos eficiente.

O NF-kB tem participacao importante também em processos de controle anti-
inflamatorio, atuando diretamente na inibicdo da expresséo de genes pro-inflamatérios
e também na modulacdo da expressao e ativacdo de citocinas diversas como a IL-10.
Por outro, o NF-kB como fator de transcricdo também tem funcdo crucial para o
processo inflamatério na sintese de citocinas dentre as quais TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-
8 (VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009). Além desses mediadores inflamatorios, o NF-
kB também tem importancia na expressdo da cicloxigenase-2 (COX-2) e também
importancia em processos de angiogénese e possivelmente participagdo na
expressao do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de angiogénico
importante no processo inflamatdrio. Através da estimulag&o das citocinas TNF-a e da
IL-1 pelas vias de ativagdo do NF-kB (TNF-a), temos a estimulagdo de células
endoteliais e consequente aumento da expressdo de moléculas de adeséo,

favorecendo a migracéo neutrofilica (BEHM et al., 2012).
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2.8 Leishmaniose felina

A leishmaniose em gatos foi descrita pela primeira vez em 1912, na Argélia. A
partir de entdo, a doenga em felinos vem sendo alvo de estudos em diversas regidoes
do mundo. O primeiro caso relatado no Brasil foi descrito por Mello, em 1940, de um
gato com lesbes na orelha e no plano nasal, sem a identificacdo da espécie de
Leishmania envolvida (SIMOES-MATTOS et al., 2004). Somente no ano de 2002 foi
diagnosticado um gato nativo de Cotia, S&o Paulo, area onde nenhum caso autoctone
de leishmaniose visceral humana ou canina havia sido relatado (COELHO et al, 2011).

Apesar da prevaléncia da doenca ser baixa, o niumero de casos clinicos de
leishmaniose felina e de infe¢cdes por Leishmania reportados em paises endémicos
tem aumentado devido ao incremento de estudos epidemioldgicos, a melhoria das
técnicas de diagnostico e a sensibilizacdo de profissionais (ROSA, 2009).

Em areas endémicas de leishmaniose, os gatos, tal como os caes, séo
suscetiveis a infecdo por Leishmania sp. Estes animais cumprem Varios requisitos
necessarios para poderem ser considerados reservatorios tais como: (i) estar em
estreito contato com o vetor, se tiver acesso ao exterior durante o pér-do-sol e o
amanhecer, (i) pela sua tendéncia territorial e deslocacdes perto de vegetacao
rasteira, zonas humidas e resguardadas, locais ideais para o crescimento do vetor;
(iii) coabitacdo com o homem; (iv) apresentar parasitas no sangue periférico e pele e
(v) capacidade de transmitir os parasitas aos vetores (PINTO, 2013).

Os cées domésticos sdo considerados 0s Unicos reservatérios primarios
comprovadamente conhecidos para infeccéo por L. infantum. Foi considerado durante
muito tempo que os gatos ndo tinham qualquer papel na epidemiologia de L. infantum
em areas endémicas. Esta visdo se deu pelo fato de que, por um longo periodo, muito
poucos casos de leishmaniose clinica foram descritos em gatos em comparacdo com
cdes, e isso levou a acreditar que os gatos fossem resistentes a infeccdo. Essa
interpretacdo mudou, como 0s conceitos de reservatdrio e a susceptibilidade em
hospedeiros infectados agora sdo melhores entendido. A maioria dos cées infectados
nao exibe sinais clinicos (pelo menos por um longo periodo), embora eles possam
servir como fontes de infecgé@o para o vetor. Durante as Ultimas duas décadas, muitos
Mamiferos selvagens foram diagnosticados com infec¢ao por Leishmania através de
meétodos soroldgicos e / ou moleculares. No entanto, seu papel como fontes confiaveis

de infecgao permanente séo desconhecidos (PENNISI et al, 2015).
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O primeiro caso relatado no Brasil foi relatado no estado do Para, de um gato
com les@es na orelha e no plano nasal, sem a identificacdo da espécie de Leishmania
envolvida (MELLO, 1940).

Em estudos mais recentes, infe¢cdes por Leishmania sp. em gatos domésticos
tém sido reportadas em varios paises da bacia mediterranica e no Brasil, onde essa
parasitose € endémica (MAIA et al., 2010).

Em um estudo realizado no municipio de Teresina, Piaui, Brasil, por Mendonca
et al. (2017), area endémica de LV no Brasil, a prevaléncia na populagcdo em estudo
foi A prevaléncia de infec¢éo por Leishmania spp. na populacdo em estudo foi de 4%
(3/83) no ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e 4% (3/83) por meio da
observacdo do esfregaco e isolamento em meio de cultura, utilizando amostra de
linfonodo.

Os sintomas em gatos sao inespecificos e assemelham-se ao quadro clinico
observado em cées. Alguns animais podem apresentar-se com perda de peso e
massa muscular, desidratacao, linfoadenomegalia local ou generalizada. No entanto
ndo sao raras as descricdes de gatos parasitologicamente positivos e assintomaticos
(COSTA, 2008).

Dos casos relatados de leishmaniose felina, com manifestacdes cutaneas, as
mais frequentes foram leses ao nivel da trufa, pavilhdes auriculares, cavidade bucal,
labios e palpebras. Num menor o nimero de casos também foram descritas lesfes ao
nivel dos membros, pescoco, regido dorsolombar, térax, abdémen e cauda (PINTO,
2013). As lesbBes cutaneas sdo, essencialmente, caracterizadas por Ulceras e/ou
nodulos hemorragicos ou ulcerados principalmente localizados sobre o focinho.
Alguns animais apresentam alopécias localizadas ou difusas e/ou crostas. Com
menos frequéncia observam-se eritema, pdépulas e pustulas. Sinais como
descamacdo e seborreia também se encontram relatados (TRAINOR et al., 2010).

A forma nodular cutédnea € a mais comumente observada em felinos. Os casos
devem ser distinguidos dos nodulos causados em criptococose, esporotricose,
histoplasmose, granuloma eosinofilico, micobacterioses, e uma grande variedade de
neoplasmas cutaneos (sarcoides felinos, tumor de mastdcitos, fiborossarcoma, basal
carcinoma e linfoma). Os principais diferenciais das lesdes ulcerativas incluem
carcinoma de células escamosas, dermatite ulcerativa, Ulcera indolente, dermatite por

picada de insetos, micobacteriose atipica, lepra felina, vasculite cutanea e eritema
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multiforme. Finalmente, doencas da pele como dermatofitoses, Upus eritematoso,
sistémico ou cutaneo, complexo pénfigo, adenite sebacea (PENNISI et al, 2015).

Ainda ndo esté claro se o quadro dermatolégico é causado por uma agao da
leishmania ou decorrente de coinfecgbes, como por exemplo, piodermites ou
dermatofitoses, desencadeadas pela imunossupressao ocasionada pelo parasito.
Outro problema a ser levantado e o fato do uso de determinados medicamentos, como
antifangicos, poder melhorar temporariamente lesfes cutdneas causadas por
leishmanias, uma vez que estes farmacos podem ter acdo leishmaniostatica. Deste
modo, a suspeita clinica passa a ser de outras enfermidades, uma vez que o
tratamento melhora os sintomas, o que dificulta o diagndstico de leishmaniose
visceral. Por esta razdo, h4 que se pensar que o nimero de casos de leishmaniose
felina pode estar sendo subestimado (SIMOES-MATTOS et al., 2004).

Estudos recentes realizados por Mendonca et al (2017), em 4% dos 83 gatos
utilizados no estudo foi encontrado a presenca do parasita, e destes, somente um
apresentou sinais clinicos sugestivos de LV, fato confirmado por outros relatos que
afirmam que uma grande proporcao desses gatos sao subclinicamente infectados. A
presenca de gatos infectados com L. infantum na cidade de Teresina, uma area
endémica para LV em cdes e humanos, indica uma possivel participacdo desses
animais na cadeia epidemiolégica de L. infantum em ambientes intra e
peridomiciliares.

Os métodos de diagnostico aplicaveis ao gato sdo os mesmos empregados
para caes. A abordagem diagnéstica geral da leishmaniose em animais de companhia
deve ser baseada no histérico de casos clinicos, achados laboratoriais especificos e
resultados de testes diretos (andalise parasitologica), indiretos (que avaliam a resposta
imune do hospedeiro ao parasito) e moleculares (DANIEL et al, 2009).

Em face ao exposto, o presente estudo teve como principal objetivo identificar
o potencial de transmisséao, resposta inflamatéria da pele e parasitismo de gatos com

leishmaniose visceral domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

 Identificar padrbes histopatoldgicos da pele que caracterizem gatos
domésticos com potencial para transmitir o parasita ao vetor.

3.2 Objetivos Especificos

++ Pesquisar correlacéo entre os sintomas dermatologicos e a carga
parasitaria

% Pesquisar a correlacdo entre a carga parasitaria e as regides da
pele mais propensas a picada do vetor em gatos domésticos
infectados sintométicos e assintoméaticos

% Observar resposta inflamatoria da pele de gatos domésticos
infectados sintoméaticos e assintomaticos

++ Verificar a ocorréncia de parasitismo na pele e relacionar com a
infectividade do vetor e altera¢des histopatologicas



23

4 CAPITULOI

Potencial de transmisséo, resposta inflamatoria da pele e parasitismo de gatos com
leishmaniose visceral
[Potential of transmission, inflammatory response of the skin and parasitism of cats with

visceral leishmaniosis]

RESUMO

Em estudos mais recentes Infe¢des por Leishmania sp. em gatos domésticos tém sido
reportadas em varios paises da bacia mediterranica e no Brasil, onde essa parasitose € endémica.
Em areas endémicas de leishmaniose, os gatos, tal como os cées, sdo suscetiveis a infe¢do por
Leishmania sp., no entanto ainda pouco se conhece sobre o papel dessa espécie dentro da cadeia
epidemioldgica e como a doenca evolui em felinos. O objetivo desse trabalho foi identificar o
potencial de transmissao, resposta inflamatdria da pele e parasitismo de gatos com leishmaniose
visceral domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil. Foram utilizados doze animais, seis
para 0 grupo controle e seis positivos. Os animais positivos foram submetidos ao
xenodiagndstico e depois realizada sedacgdo para analise citoldgica e histopatoldgica, retirando-
se fragmentos de pele da face externa da orelha, regido periocular, focinho, dorso e nddulos
subcutdneos nos animais que apresentaram essa alteracdo. No xenodiagndstico, apenas 0s
animais um e dois ndo foram capazes de infectar o vetor, os outros animais infectaram 49,31%,
31,25%, 51,35% e 73,8% respectivamente. No imprint, 100% (6/6) das ld&minas da orelha foram
observadas formas amastigotas de Leishmania sp. sendo o fragmento de pele que apresentou
maior nimero de leishmanias. No exame histopatologico 61% dos animais apresentaram
dermatite histiocitaria de moderada a discreta e ndo houve correlacdo significativa entre a
intensidade de infiltrados inflamatorios e a carga parasitaria e nem entre o nimero de insetos
infectados e a intensidade de infiltrados inflamatérios. Tendo em conta os dados obtidos,
verifica-se que é necessario alertar os medicos veterinarios de que a leishmaniose felina € um
diagnostico diferencial em areas endémicas, principalmente em gatos apresentando sinais
dermatologicos e que é essencial a aplicacdo de medidas profilaticas para salvaguardar a saude
animal e a saude publica.

Palavras-chave: inflamag&o, parasitismo, pele, felino, leishmaniose
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ABSTRACT

In more recent studies Leishmania sp. in domestic cats have been reported in several countries
in the Mediterranean basin and in Brazil, where this parasite is endemic. In endemic areas of
leishmaniasis, cats, such as dogs, are susceptible to infection by Leishmania sp., Yet little is
known about the role of this species within the epidemiological chain and how the disease
evolves in felines. The objective of this work was to identify the transmission potential,
inflammatory response of the skin and parasitism of cats with visceral leishmaniasis domiciled
in the city of Teresina, Piaui, Brazil. Twelve animals were used, six for the control group and
six positive. Positive animals were submitted to xenodiagnosis and then sedation was performed
for cytological and histopathological analysis. Skin fragments were removed from the external
face of the ear, periocular region, snout, dorsum and subcutaneous nodules in the animals that
presented this alteration. In the xenodiagnosis, only one and two animals were not able to infect
the vector, the other animals infected 49.31%, 31.25%, 51.35% and 73.8%, respectively. In the
imprint, 100% (6/6) of the ear blades were observed amastigote forms of Leishmania sp. being
the fragment of skin that presented greater number of leishmanias. In the histopathological
examination, 61% of the animals presented moderate to discrete histiocytic dermatitis and there
was no significant correlation between the intensity of inflammatory infiltrates and the parasite
load nor between the number of infected insects and the intensity of inflammatory infiltrates.
Taking into account the data obtained, it is necessary to warn veterinarians that feline
leishmaniasis is a differential diagnosis in endemic areas, especially in cats with dermatological
signs, and that it is essential to apply prophylactic measures to safeguard animal health and
public health.

Key words: inflammation, parasitism, skin, feline, leishmaniasis
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INTRODUCAO

Em éareas endémicas de leishmaniose, 0s gatos, tal como os cées, sdo suscetiveis a
infecdo por Leishmania sp. (PINTO, 2013). Em estudos mais recentes, infe¢des por Leishmania
sp. em gatos domésticos tém sido reportadas em vérios paises da bacia mediterranica e no
Brasil, onde esta parasitose € endémica (MAIA et al., 2010).

A investigacdo da historia e a relagdo dos aspectos epidemiologicos sdo pontos
importantes a serem considerados para a obtencao de um diagndstico clinico correto porque, na
pratica, doengas da pele, que sdo responsaveis pela maioria dos casos na rotina clinica desses
animais, podem ser confundidas com alguns dos sintomas encontrados na leishmaniose
(MENDONCA et al, 2017).

Dos casos relatados de leishmaniose felina, com manifestacBes cutaneas, as mais
frequentes foram lesbes ao nivel da trufa, pavilhdes auriculares, cavidade bucal, labios e
palpebras (PINTO, 2013). Ainda néo esta claro se o quadro dermatoldgico € causado por uma
acao da leishmania ou decorrente de coinfec¢bes, como por exemplo, piodermites ou
dermatofitoses, desencadeadas pela imunossupressdo ocasionada pelo parasito (SIMOES-
MATTOS et al., 2004).

A pele é um dos principais mecanismos de defesa inicial dos animais contra agentes
exogenos, recobrindo toda a superficie do corpo dos animais formando uma barreira fisica.
Entre os principais constituintes celulares da pele estdo os queratinécitos, células dendriticas
maturas e imaturas, mondcitos/macrofagos, granuldcitos, dentre outras (SIMPSON et al.,
2011). Também fazem parte dessa composi¢do os constituintes humorais as B-defensinas,
proteinas do complemento, imunoglobulinas, citocinas, quimiocinas, radicais livres e
prostaglandinas (BOS et al., 2009). Estes componentes celulares e humorais formam o sistema
imune da pele (GERNER et al., 2015).

Em face ao exposto, o presente estudo teve como principal objetivo identificar o
potencial de transmissao, resposta inflamatoria da pele e parasitismo de gatos com leishmaniose

visceral domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Sanidade Animal
(LASAN) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Foram utilizados 12 gatos domésticos
domiciliados na cidade de Teresina escolhidos através de estudo randomizado utilizando a
relacdo de residéncias cadastradas no sistema da Eletrobras/Piaui. As residéncias que ndo
tiverem gatos foram substituidas pela residéncia localizada imediatamente a sua direita. A
randomizacéo foi realizada utilizando o programa estatistico BioEstat 5.3.

Os animais que fizeram parte do grupo controle apresentaram exame parasitolégico e
soroldgico negativos, exames hematoldgicos e bioquimicos normais e sem sinais clinicos
caracteristicos da doenca. O grupo dos animais positivos foi composto por animais que
apresentaram presenca de Leishmania sp. no exame parasitoldgico, com ou sem sinais clinicos
caracteristicos da doenca.

O diagnostico dos animais positivos foi feito mediante pesquisa direta do parasita
realizando aspirado de medula dssea na crista do 0sso esterno e aspirado de linfonodo popliteo.
Antes do procedimento foi realizado tricotomia e assepsia com alcool 70% no local da coleta e
bloqueio com cloridrato de lidocaina 2% e o procedimento executado apds auséncia total de
sensibilidade local. As Amostras de linfonodo popliteo e medula dssea foram distribuida em
tubos contendo meio de cultura bifasico NNN (Novy, MacNeal, Nicolle) com 1mL de
Schneider’s suplementado com penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 pg/mL), soro fetal
bovino 10%, urina humana 1%, em seguida incubados em estufa B.O.D. a 25°C. O cultivo foi
examinado sob microscopio Optico, aumento de 40X, a cada 5 dias até o 20° dia, para observar
as formas promastigotas do parasito. Do mesmo material, realizou-se esfregaco em lamina e
corado pelo Giemsa para visualizar formas amastigotas de Leishmania sp.

Trés animais que fizeram parte do grupo positivo, fizeram parte também das pesquisas
de Batista (2019) que compde 0 mesmo grupo de estudos do presente trabalho, no qual foram
extraidos material para analise molecular e identificacdo da espécie de. O DNA das formas
promastigotas foi extraido usando o DNA Gendmico do kit de tecido (NucleoSpin® Tissue,
Macherey-Nagel, Durén, Alemanha), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Para
anélise molecular e identificacdo de isolados, o gene ITS1 ribossomal especifico de Leishmania
foi amplificado utilizando os primers LITSR (5-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3) e L5 - 8S
(5-TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT-3). A mistura reacional de PCR continha 1,0 ul de
solugéo de DNA, 0,2 mM de cada dNTP, 0,1 nM de cada primer, 2,5 U de AmpliTaq Gold®
(Applied Biosystems), 2,5 uL de 10 pL de [Tris-HCI 50 mM, (pH 8,3), KCI 50 mM] e 2 mM
de MgCI2 em um volume final de 15 pl. Controles positivos com L. infantum (MHOM / 1973
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/ BH46), L. amazonensis (IFLA / BR / 1968 / PH8) e L. braziliensis (MHOM / 1975 / M2903)
foram utilizados. O DNA genomico foi usado em 1 - 0 ng uL — 1. Todos os testes incluiram
um controle negativo sem DNA. As condi¢bes de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial a
95 ° C por 2 min, 32 ciclos a 95 ° C por 20 s, 53 ° C por 1 min, 72 ° C por 1 min e extensao
final a 72 ° C por 6 min. Os fragmentos amplificados foram de cerca de 300350 pares de bases
(pb) foram analisados em 100 V em tampdo (89 mM tris (pH 7,3), 89 mM de &cido bdrico e 2
mM EDTA) em 5% de acrilamida / bis-acrilamida 39: 1 géis corados com nitrato de prata. Os
produtos de PCR (5 a 10 ul) foram digeridos com a enzima endonuclease Haelll, de acordo
com as instrugdes do fabricante. Os fragmentos de restricdo foram analisados a 100 V em
solugdo [89 mM tris (pH 7,3), 89 mM de &cido borico e 2 mM EDTA] em 5% de acrilamida /
bis-acrilamida e comparados com as espécies de Leishmania usadas como controle.

O Hemograma foi realizado em contador automatico (BC-2800 Vet Mindray) com kit
ABX Vetpack e contagem diferencial de leucécitos em esfregaco sanguineo corado pelo
Giemsa. As quantificacBes bioquimicas séricas de uréia, creatinina, ALT/TGP, AST/TGO,
albumina e proteina total, foram realizadas em aparelho semiautomatico (Analisador
Bioquimico BA 88 BIOCLIN) com o uso de kits da Labtest sequindo as recomendacdes descrita
pelo fabricante.

O xenodiagndstico foi realizado para avaliar a infectividade e o parasitismo dos animais
positivos, para tanto, os animais foram sedados com associacdo de acepromazina a 0,2%, 0,5
mg/kg com cloridrato de cetamina 15mg/kg, ambos administrados via intramuscular. As fémeas
de L. longipalpis foram provenientes da colonia de flebotomineos do Laboratorio de Sanidade
Animal (LASAN). Foram utilizadas em cada animal uma média de 45 fémeas de primeira
geracgdo, ap6s cinco dias de nascidas e desprovidas de qualquer fonte alimentar. Os insetos
foram depositados em caixas de plastico escurecidas com aproximadamente cinco cm de
didametro e seis cm de altura, com um lado aberto e coberto por tecido de organza, colocado
sobre a pele interna da orelha do animal por um periodo de 50 minutos. Posteriormente, 0s
insetos foram acondicionados na incubadora BOD com um algoddo embebido em solugéo
acucarada a 50%. Apo6s o 5° dia do repasto sanguineo, as fémeas foram dissecadas em lamina
estéril para a pesquisa de promastigotas em objetiva de 40x.

Apos realizagdo do xenodiagnostico, os gatos com leishmaniose foram anestesiados
com tiopental de sodio 2,5% (0,5 mL/ kg) e em seguida, retirados fragmentos de pele da face
externa da orelha, regido periocular, focinho,dorso e regides que apresentaram alguma leséo
dermatoldgica, com lamina de bisturi n°® 24, e logo ap6s a coleta, realizado imprint em lamina

de microscopia e suas impressdes foram coradas com Giemsa, e as amostras de tecido fixados
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em formol a 10% tamponado para o estudo histopatoldgico. Todos os animais foram submetidos
a eutanasia apos a coleta, seguindo as recomendacfes contidas nas normativas do CEUA
(Comisséo de Etica no Uso de Animais).

O critério utilizado para classificar a intensidade dos infiltrados inflamatorios nas
amostras foram em discretos, moderados e intenso.

A avaliacdo da carga parasitaria foi feita através da observacéo de formas amastigotas
de Leishmania sp. nas laminas de imprint feitas com fragmentos de pele utilizando objetiva de
imersdo do microscopio éptico, no qual estabeleceu-se 22 campos para contagem das formas
amastigotas do parasita. Os campos foram analisados seguindo sequéncia horizontal e vertical
de movimento da platina. A quantidade de formas amastigotas obtida na contagem para cada
animal foi categorizada em baixa (0-2), média (3-24) e alta (acima de 25).

Foi realizada correlacdo de Spearman utilizando o programa GraphPad Prism , verséo
5.0 (Trial), 2007, admitindo probabilidade de erro de 5% e p>0,05.

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI)
da Universidade Federal do Piaui, em reunido na presente data 08/02/2018, registrada no

mesmo com o n°® 437/18.

RESULTADOS

A biologia molecular revelou a presenca de fragmentos amplificados de 300 a 350 pb
nas cepas isoladas dos trés gatos infectados. Os parasitas causadores foram identificados como
L. infantum usando ITS1 PCR e subsequente analise de RFLP.

Nos animais positivos do presente estudo, foram observados os seguintes sintomas:
alopecia difusa, prurido intenso, nédulos subcutaneos, eritema generalizado, hiperqueratose e

lignificacdo, rarefacdo pilosa na cabeca, piodermite e sarna notoédrica (Figura 2).

-




Figura 2 — Les@es cutaneas de gatos naturalmente acometidos por Leishmania
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infantum em gatos domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil. (A) alopecia

difusa. (B) rarefacdo pilosa na cabeca. (C) hiperqueratose e lignificacdo. (D)

nodulos subcutaneos endurecidos medindo aproximadamente 1 a 2cm de diametro.

A presenca de piodermite e alopecia difusa estava presente em 100% (6/6) dos animais

positivos e 66,7% (4/6) além de piodermite e alopecia difusa, apresentavam eritema

generalizado. Em 50% (3/3) dos felinos foram observados sarna notoédrica (Figura 3A e 3B),

rarefacdo pilosa na cabeca, hiperqueratose e lignificacdo, crostas melicéricas, prurido intenso,

piodermite e alopecia difusa concomitantemente. Também foram observados em 33,3% (2/6)

dos gatos, além dos sintomas relacionados acima, presenca de nédulos subcutaneos endurecidos

de 1 a 2cm de diametro e eritema generalizado (Tabela 2).

Tabela 2 — Sintomas dermatol6gicos observados em felinos naturalmente acometidos por

Leishmaniose visceral, domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil.

LesOes

Alopecia difusa
Prurido intenso
Crostas melicéricas
Nodulos subcutaneos
Eritema generalizado
Hiperqueratose e
lignificacédo

Rarefacédo pilosa na
cabeca

Animall

+

Animal2

+

Animal3

+

+

Animal4

+

Animal5

+

Animal6

+

+
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Piodermite + + + + + +

Sarna notoédrica - - + + + -

Nos fragmentos de pele analisados através da técnica de imprint dos gatos com
leishmaniose, em 100% (6/6) das laminas da orelha foram observadas formas amastigotas de
Leishmania infantum, Em relacdo a avaliagdo da carga parasitéaria, o fragmento de pele que
apresentou maior numero de formas amastigotas de Leishmania infantum, foi a orelha (Figura
3A e 3B) no qual dois animais apresentaram carga parasitaria media e um animal com alta
carga parasitaria, seguida da regido periocular (Figura 3 C, D), (Figura 4) e focinho, onde dois
animais apresentaram baixa carga parasitaria e um apresentou alta. O dorso foi a regido com
menor carga parasitaria, tendo apenas dois animais positivos, sendo um com baixa e outro com
alta, conforme tabela 3, onde a carga parasitaria esta representada em baixa (+), média (++) e

alta (+++).
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N SR
Figura 3 (A) e (B) — formas amastigotas de Leishmania sp. em fragmento de pele da orelha de

gato um domeéstico com leishmaniose apresentando alta carga parasitaria, observada em
microscopia optica. (C) e (D) — formas amastigotas de Leishmania sp. em fragmento de pele da
regido periocular de um gato doméstico com leishmaniose apresentando média carga
parasitaria. Giemsa, aumento 1000x.
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Figura 4: formas amastigotas de Leishmania sp. em fragmento de
pele da regido periocular de um gato com Leishmaniose. Giemsa,
aumento de 16000x

Tabela 3 — Imprint realizada em fragmentos de pele extraidos de gatos domésticos acometidos
por Leishmaniose visceral domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil.

Animais Orelha Regido Periocular Focinho Dorso
Animal 1 + + + +
Animal 2 + - - -
Animal 3 ++ - - -
Animal 4 + - - -
Animal 5 ++ + + -
Animal 6 + ++ +++ +++ ++
(%) de animais 100 50 50 33,3
infectados

No xenodiagnostico realizado nos felinos com leihsmaniose, apenas dois ndo foram

capazes de infectar o vetor, conforme mostrado abaixo na tabela 4.

Tabela 4 — Xenodiagndéstico realizado em gatos domésticos acometidos por Leishmaniose
visceral domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil.
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Quantidade Animal 1

de insetos

utilizados

Alimentados

infectados

(%)

Animal2 Animal3 Animal4 Animal5 Animal 6
40 34 74 40 38 43
40 33 73 32 37 42
0 0 36 10 19 31
0 0 49,31 31,25 51,35 73,8

Quanto as alteracdes histopatoldgicas, os fragmentos de pele coletados dos animais

pertencentes ao grupo controle ndo apresentaram lesdes significativas caracteristicas da doenga.

As lesdes observadas nos animais positivos para Leishmaniose visceral estdo descritas (quadro

1).

Quadro 1 - Achados histopatoldgicos de lesdes cutaneas de seis gatos naturalmente acometidos

por leishmaniose visceral, domiciliados na cidade de Teresina, Piaui, Brasil.

ANIMAL | FRAGMENTO HISTOPATOLOGICO
1 Orelha, regido | Sem alteracdes (Figura 5A e 5B)
periocular, focinho e
dorso
2 Orelha Dermatite linfoplasmocitaria multifocal discreta (Figura
6A)
Dorso Dermatite linfoplasmocitario discreto
Focinho e regido | Sem alteracGes
periocular
3 Orelha Dermatite histiocitaria discreta com areas multifocais
com presenca de formas amastigotas de Leishmania
infantum intersticial e no interior de macréfago
Focinho Dermatite histiocitaria multifocal com presenca de
formas amastigotas de Leishmania infantum livres e
dentro de macrofagos (6B)
Nodulo Dermatite histiocitaria multifocal moderada a intensa se

aprofundando até a hipoderme com miriades de formas
amastigotas de Leishmania sp. intersticial e dentro de
macrofagos (Figura 7A e 7B)
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Regido periocular e
dorso

Sem alteragdes

Regido Periocular

Focinho

Orelha e dorso

Dermatite histiocitaria discreta
Dermatite neutrofilica com presenca de pequenas
quantidades de formas amastigotas de Leishmania

infantum no intersticio.

Sem alteragdes

Orelha

Regido periocular

Dermatite histiocitéria discreta (Figura 8A).

Dermatite linfocitica multifocal discreta

Focinho Dermatite histiolinfocitica multifocal discreta
Dorso Dermatite linfocitica multifocal discreta
Orelha Dermatite histiocitaria intensa e difusa com miriades de

Regido periocular

Focinho

Dorso

Noédulos

amastigotas de Leishmania infantum (Figura 8B)

Dermatite histiocitaria multifocal moderada com
miriades de formas amastigotas de Leishmania infantum
intralesional .

Dermatite histiocitaria multifocal moderada e miriades
de formas amastigotas de Leishmania infantum
intralesionais, no intersticio e dentro de macr6fagos
(Figura 8C e 8D)

Dermatite histiocitaria multifocal discreta.
Dermatite histiocitéria intensa e difusa com presenca de

miriades de formas amastigotas de Leishmania sp.
intralesionais (Figura 9A e 9B)
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s de dois gatos domésticos com leishmaniose: (A) -

Fragmento de pele pilosa da orelha sem alteracGes. (B) - fragmento de pele do focinho sem

alteracbes. HE, aumento 400x.

Figura 6 — dois fragmentos de pele retirados de dois gatos com leishmaniose: (A) — Dermatite
linfopalsmocitéaria multifocal discreto de um fragmento de orelha. Visualiza¢do de plasmacito
(setas pretas) e linfécitos (setas vermelhas). (B) — formas amastigotas de Leishmania infantum

livres e dentro de macréfagos (setas) de um fragmento do focinho. HE, aumento 400x.
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Figura 7: (A) e (B) — Dermatite histiocitériamultifocal oalescente moderada a intensa com
miriades de formas amastigotas de Leishmania infantum intralesional livres e dentro de
macrofagos (setas) de um fragmento de pele de um nédulo em um gato com leishmaniose. HE,
aumento 400X e 1000X respectivamente.

Figura 8 — frégmentos de pele da orelha de dois gatos com leishmaniose: (A) Dermatite
histiocitaria discreta. Na imagem observa-se a presenca de macrofagos que caracterizando o
tipo de infiltrado inflamatorio (setas). HE, aumento 400x. (B) - Dermatite histiocitaria intensa
e difusa com miriades de amastigotas de Leishmania infantum (setas). HE, aumento de 400x.
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Figura 8 — fragments de pele de focinho de um gato com leishmaniose: (C) e (D) - Dermatite
granulomatosa multifocal moderada e miriades de formas amastigotas de Leishmania infantum
intralesionais, livres (setas pretas) e dentro de macréfagos (seta vermelha). HE, aumento de
400x e 1000x respectivamente.

VRN R et S s ¥ ok ®

& 5

Figura 9 — fragmento de pele de um nodulo de um gato com leishmaniose: (A) e (B) Dermatite
histiocitéaria intensa e difusa (seta preta) e presenca de miriades de formas amastigotas de
Leishmania infantum intralesionais. HE, aumento de 400x e 1000x respectivamente.

DISCUSSAO

Nos animais positivos do presente estudo, os sinais dermatologicos foram

predominantes na sintomatologia clinica da doenga, apresentando multiplas e inespecificas
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manifestacdes, caracteristicos de varios tipos de dermatopatias que podem acometer os gatos
domeésticos assim como nos cées, coincidindo com descri¢cbes em outros trabalhos como de
Vides (2010) e Pinto (2013) que cita ocorréncias de varias manifestacdes cutaneas, sendo as
mais frequentes foram lesdes ao nivel da trufa, pavilhGes auriculares, cavidade bucal, labios e
palpebras. E em um menor o nimero de casos também foram descritas lesdes ao nivel dos
membros, pescoco, regido dorsolombar, térax, abdémen e cauda. Trainor et al. (2010) cita que
as lesBes cutaneas sdo, essencialmente, caracterizadas por Ulceras e/ou nddulos hemorragicos
ou ulcerados principalmente localizados sobre o focinho, e alguns animais apresentam
alopecias localizadas ou difusas e/ou crostas. Com menos frequéncia observam-se eritema,
papulas e pustulas, descamacdo e seborreia. A presenca desse grande numero de sinais
encontrados nos gatos domésticos que fizeram parte desse estudo, reforcam a idéia de que em
areas endémicas, a leishmaniose visceral deve ser incluida como diagnostico diferencial ja que
n&o existe sinais patognomonicos da doenca.

Quanto as infec¢des secundarias encontradas nos animais do presente trabalho, a
prevaléncia foi de piodermite, sendo a mesma diagnosticada em todos os animais positivos e
sarna notoédrica, observada em 50% dos felinos positivos, resultados semelhantes em gatos
foram obtidos por Vides (2010) e por outros autores em estudos realizados em caes,
(CAVALCANTI et al 2014; BASTOS, 2014), provavelmente devido a imunodeficiéncia
causada pelo parasita.

Com o intuito de saber se a quantidade sinais dermatoldgicos serviriam de atrativo para
o flebdtomo e influenciar na capacidade do hospedeiro em infectar uma quantidade maior de
insetos, foi realizado a correlacdo entre essa quantidade e o nimero de insetos infectados, no
qual ndo houve correlagdo significativa, demostrando que E, sendo portanto essa capacidade
influenciada por outros fatores que ainda necessitam de estudos mais aprofundados para seu
entendimento. Esse resultado vai em contraste com o relato em cées realizados por Nery et al.
(2017), no qual foi observada correlagdo estatistica com a infectividade, demonstrando que
guanto menos sinais clinicos e anormalidades laboratoriais um céo apresenta, menor 0 risco
dele transmitir o parasito para o vetor. No entanto, ndo h& consenso na literatura sobre essa
relacdo. Alguns autores ja observaram que animais sem sinais clinicos ndo transmitem o
parasito (TRAVI et al, 2001) enquanto outros argumentam que um cdo infectado pode
transmitir o protozoario independentemente de apresentar ou ndo sinais clinicos
(MICHALSKY et al, 2007).

Os animais trés, cinco e seis que apresentaram mais de cinco sinais dermatoldgicos

(SD), foram capazes de infectar maior quantidade de insetos, com 49,31%, 51,35% e 73,8%
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dos flebotomos infectados respectivamente. Seguidos do animal quatro, no qual foram
observados quatro SD, foi capaz de infectar 31,25% dos insetos alimentados. E os animais um
e dois, com dois SD e trés SD respetivamente, ndo infectaram nenhum fleb6tomo. Néo houve
correlacdo significativa entre a quantidade de sinais dermatologicos e 0 nimero de insetos
infectados.

A correlacdo entre a carga parasitaria nos fragmentos de pele e o nimero de insetos
infectados so foi significativa na orelha, apresentando p=0,0167.

N&o houve correlacdo significativa entre a intensidade dos infiltrados e a quantidade de
insetos infectados, tendo em vista que mesmo nos animais onde o0 nimero de insetos infectados
foi alto como nos animais trés e cinco, a intensidade de infiltrados inflamatérios foi discreto,
semelhantes ao resultado do animal dois que ndo infectou nenhum inseto. Somente no animal
seis foi observado presenca de dermatite inflamatdria intensa.

Nos fragmentos de pele onde a carga parasitaria apresentou-se alta, foi possivel observar
a intensidade de infiltrados inflamatérios de moderado a intenso, e nos animais onde a carga
apresentou-se de baixa a média, essa intensidade variou de moderado a leve, porém nao
apresentando correlacdo significativa entre a intensidade de infiltrados inflamatorios e a carga
parasitaria.

A Leishmania infantum induziu resposta inflamatoria na pele com distribuicdo e
intensidades varidveis, e embora se reconheca que a dermatite € um sintoma comum de se
encontrar na leishmaniose visceral canina, a proporc¢éo de inflamacéao da pele em gatos em areas
endémicas que poderia ser atribuido a presenca de Leishmania ainda é desconhecido. No
entanto, as caracteristicas de uma doenca cronica e a inflamagdo sdo profundamente
influenciadas pelo hospedeiro e pela resposta imunoldgica ao agente desencadeante (PONTES
DE CARVALHO, et al. 2002).

As células inflamatdrias predominantes nos fragmentos analisados foram macréfago,
neutrdfilo, linfécito e em menor nimero plasmacito que foi visualizado apenas no animal de
numero dois, Em cées, a presenca de macrdfagos, linfocitos e plasmdcitos é, de acordo com
Larangeira (2008), um achado comum na leishmaniose visceral canina. Em um estudo feito por
Lemos et al. (2000) com humanos infectados pela L. amazonensis, o infiltrado inflamatorio em
lesbes de pessoas resistentes a doenca, foram constituidos por uma mistura de linfécitos,
plasmacitos e macrdéfagos epitelidides com formacdo de granuloma e poucos parasitas. Por
outro lado, em individuos suscetiveis, o infiltrado inflamatério foi composto quase
exclusivamente de macrofagos nao ativados contendo grandes células citoplasmaticas e

vacuolos sobrecarregados com parasitas.
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O infiltrado inflamatério do tipo histiocitario foi predominante, presente em 66,7% (4/6)
dos animais positivos, sendo o fragmento de pele da orelha, o que apresentou maior presenca
desse tipo de infiltrado. Tais resultados corroboram com estudo feito por Navarro et al. (2010).
Estudos realizados por Mattia et al. (2018), utilizando sete gatos com dermatite ulcerativa,
submetidos a bidpsia de pele para estudo histopatolégico, imuno-histoquimica e gPCR, no qual
a presenca de histidcitos foi confirmada em 23 dos 27 casos e as técnicas de imunohistoquimica
e gPCR confirmaram a auséncia de Leishmania em todos os casos, concluindo que a infiltracdo
histiocitaria do tecido ndo é um marcador especifico para a infeccdo por Leishmania sp. nesta
populacdo, ndo coincidindo com o presente trabalho, no qual ndo foi observado histiocitos em
66,7% dos animais com presenca de Leishmania infantum, sendo que a quantidade de
infiltrados foi diretamente proporcional a carga parasitaria, sugerindo que 0s mesmaos sejam um
marcador especifico para Leishmania.

Os infiltrados inflamat6rios do tipo linfoplasmocitarios ou linfoplasmociticos e
linfociticos, foram observados nos animais dois e cinco respectivamente. Esses padrdes sdo
incomuns e caracterizados pelo predominio de linfécitos maduros e, por vezes, menor
guantidade de plasmdcitos em amostras de tecidos néo linfoides. Geralmente estao relacionados
a reacOes de hipersensibilidade do tipo IV como aquelas relacionadas a picadas de ectoparasitos
e administracdo de vacinas (GRANDI et al., 2014).

Os fragmentos de pele da regido periocular e dorso, foram os fragmentos de pele com
menor presenca de infiltrados inflamatdrios, provavelmente por serem regides menos propensas
a auto traumatismos e consequente acumulo de células inflamat6rias como acontece na orelha.

A correlagdo entre a carga parasitaria nos fragmentos de pele e o nimero de insetos
infectados s foi significativa na orelha. Um dos tecidos mais amplamente utilizados para
diagnostico na LVC é a pele da orelha, visto que a detec¢do direta do parasito, em biopsias de
pele, pode ser obtida através de um procedimento cirargico extremamente simples (TAFURI et
al., 2004).

Estudos realizados por Xavier et al. (2006) demonstraram que amostras de pele da
orelha, espelho nasal e abdébmen sdo potencialmente utilizadas para diagnostico da LVC
independente do estado clinico do cdo. Porém, esses autores relatam um maior parasitismo na
pele de orelha quando comparado aos outros locais. Travi et al. (2001) observaram que a pele
de orelha tende a ser mais infectiva a flebotomineos em relagéo a pele do abdémen.

Ao avaliarem duas distintas regiGes anatbmicas da pele de orelha, Moura et al. (2008)
observaram maior parasitismo na extremidade quando comparado ao terco inferior desse 6rgéo.

A susceptibilidade da pele de orelha parece ser devido ao fato desse local ser bastante
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vulneravel a auto traumatismos, estimulando o prurido e dessa forma o acimulo de células
inflamatorias nesse local, contribuindo para a manutencdo do parasitismo (TAFURI et al.,
2004).

Nos animais positivos utilizados nesse trabalho, ndo foi observado correlacdo
significativa entre a intensidade dos infiltrados inflamatérios e a quantidade de insetos
infectados, demonstrando que esse fator ndo é determinante para infec¢do do vetor.

Nos fragmentos de pele onde a carga parasitaria apresentou-se alta, foi possivel observar
a intensidade de infiltrados inflamatdrios de moderado a intenso, e nos animais onde a carga
apresentou-se de baixa a meédia, essa intensidade variou de moderado a leve, porém nao
apresentando correlacdo significativa entre a intensidade de infiltrados inflamatorios e a carga
parasitaria, indo em desacordo com estudos realizados em cées por Moura et al. 2008 e Ver¢osa
et al. (2008).

CONCLUSAO

Concluimos no presente estudo, que os gatos domésticos sdo capazes de infectar o vetor
independentemente da quantidade de sinais dermatoldgicos e da carga parasitaria, sendo
portanto potenciais transmissores, porém as alteragdes inflamatérias encontradas séo
inespecificas, variando quanto aos tipos de infiltrado inflamatério e a intensidade e ndo
demonstrando relacdo significativa com a quantidade de carga parasitaria presentes na pele do

animal.
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CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento da relacdo parasito-hospedeiro na leishmaniose felina é de
suma importancia para entendimento do papel dessa espécie dentro do ciclo
epidemioldgico da doenca e as alteracdes causadas pelo parasito, tendo em vista que
pouco sabemos sobre o comportamento da Leishmania sp. em gatos domésticos e a
capacidade de resposta imunolégica ao parasita, bem como os fatores que
influenciam essa resposta e 0s sinais clinicos manifestados.

Sugere-se mais estudos sobre a resposta inflamatoria na pele dos felinos
domésticos, levando em consideracdo que a pele é o primeiro ponto de contato do
parasito com o0 hospedeiro e que esse Ultimo apresenta sinais dermatoldgicos
inespecificos, semelhantes aos apresentados em outras patologias, em &areas
endémicas, a leishmaniose deve ser incluida como diagnéstico diferencial nessa
espécie.
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ANEXOS
MINISTERIO DA EDUCAGAO Sfé
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI @

PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS o

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

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Potencial de transmissao, resposta inflamatoria da
pele e parasitismo de gatos com leishmaniose visceral’, registrada n® 437/18, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. IVETE LOPES DE MENDONCA do Departamento de Clinica
e Cirurgia Veterinaria/CCA/UFPI que envolve a produgdo, manutengao ou utilizagéo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), 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 Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data
08/02/2018.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizacdo Margo/2018 a Fevereiro/2019

Espécie/Linhagem/raca Gatos/variadas

N° de Animais 45

Peso/ Idade Variado/ 1 a 12 anos

Sexo Machos ou Fémeas

Origem Gatos domésticos domiciliados na cidade de Teresina,
escolhidos através de estudo randomizado utilizando a relagdo
de residéncias cadastradas no sistema da Eletrobras/Piaui.

Teresina, 08 de Fevereiro de 2018.
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Profa. Dra-Waldilleny Ribeiro de/Aratjo Moura
Coordenador em Exercicio da CEUA/UFPI
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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 explicacdes 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 Mendoncga. Trata-se de uma pesquisa cujo objetivo principal é
analisar a possivel participacdo dos gatos transmissao do “calazar”. O Termo de
Consentimento estende-se a coleta de material biolégico: sangue, medula 0ssea,
linfonodo popliteo e raspado de pele. Nos animais infectados: realizacdo de
xenodiagnéstico e coleta de fragmento de pele e outros procedimentos necessarios
ao bem estar do animal em foco. Aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo

Animal, sob protocolo 102/15.

Teresina, de de

Assinatura do Proprietario
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS — CCA

HOSPITAL VETERINARIO UNIVERSITARIO

TERMO DE DOACAO

(0] o1 g=] =T 4T PP
ENAEreCO:. .. .o Fone:....ccccovviennnnn.
MURNICIPIO .. e Estado:......................

Déo ao Hospital Veterinario da Universidade Federal do Piaui, o animal cujas caracteristicas

sao as seguintes:

Ficha NO.......cooois NOME: ...t
ESPéCi€:....cccvveiiiiiiiiiiiiiie e, RaGAI......cciiieieeeee e

o F= o [ PP 512> (o LRI
Pelagem:........cooiviiiiiiniiiiiee,
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Teresina, .....ccceeevnees de .o, de i

Assinatura do Proprietario
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INSTRUCOES AOS AUTORES

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

(Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)

Politica Editorial

O periodico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian
Journal of Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) e 1678-4162
(on-line), é editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ: 16.629.388/0001-24, e destina-se a
publicacdo de artigos cientificos sobre temas de medicina veterinéria, zootecnia,
tecnologia e inspecao de produtos de origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacdo sdo submetidos a aprovacédo do
Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os artigos cujos
textos necessitarem de revisdes ou corregcdes serdo devolvidos aos autores. Os
aceitos para publicacdo tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (ABMVZ) citado como Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores
sdo responsaveis pelos conceitos e informacdes neles contidos. Sao imprescindiveis

originalidade, ineditismo e destinagao exclusiva ao ABMVZ.

Reproducéo de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado é permitida desde que seja
corretamente referenciado. Nao é permitido o uso comercial dos resultados. A
submissédo e tramitacdo dos artigos é feita exclusivamente on-line, no endereco
eletrbnico <www.abmvz.org.br>. N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos

encontram-se disponiveis nos enderecos www.scielo.br/abmvz ou www.abmvz.org.br.

Orientacéo para tramitacéo de artigos
0 Toda a tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente pelo Sistema de

publicacao on-line do ABMVZ no endere¢co www.abmvz.org.br.

0 Apenas o0 autor responsavel pelo artigo devera preencher a ficha de
submisséo, sendo necessario o cadastro do mesmo no Sistema.

0 Toda comunicacéo entre os diversos atores do processo de avaliagao e
publicacdo (autores, revisores e editores) serd feita exclusivamente de forma

eletrbnica pelo Sistema, sendo o autor responsavel pelo artigo informado,
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automaticamente, por e-mail, sobre qualquer mudanca de status do artigo.

0 A submissé@o so se completa quando anexado o texto do artigo em Word
e em pdf no campo apropriado.

0 Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridas no texto e
também enviadas, em separado, em arquivo com extensao jpg em alta qualidade
(minimo 300dpi), zipado, inserido no campo proprio.

0 Tabelas e graficos ndo se enquadram no campo de arquivo zipado,
devendo ser inseridas no corpo do artigo.

0 E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se
de que cada um dos autores tenha conhecimento e concorde com a inclusédo de seu
nome no mesmo submetido.

0 O ABMVZ comunicara, via eletrdnica, a cada autor, a sua participacado
no artigo. Caso pelo menos um dos autores ndo concorde com sua participacdo como
autor, o artigo sera considerado como desisténcia de um dos autores e sua tramitacao

encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar cépia do Certificado de aprovacdo do projeto da
pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de
Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. Esclarecemos que 0
referido documento deve constar como sendo a primeira pagina do texto em Word
(n&o incluir no texto em pdf), além da mencao, em Material e Métodos, do nimero do

Certificado de aprovacéo do projeto.

Tipos de artigos aceitos para publicagéo:

Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de
gue os resultados séo posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Filiacdo, Resumo,
Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussédo (ou Resultados e
Discusséao), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O numero de paginas nédo deve exceder a 15, incluindo tabelas e figuras. O

numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
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Preparacédo dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal.
Para ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New International
Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da
Lingua Portuguesa, da Academia Brasileira de Letras.

Formatacéo do texto

O texto NAO deve conter subitens em qualquer das secdes do artigo e deve
ser apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em
espacamento entrelinhas 1,5, em todas as paginas e sec¢des do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do
produto, substancia, empresa e pais.

SecOes de um artigo

0 Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo
e nao ultrapassar 150 digitos.

0 Autores e Filiacdo. Os nomes dos autores séo colocados abaixo do titulo,
com identificacdo da instituicdo a que pertencem. O autor para correspondéncia e seu
e-mail devem ser indicados com asterisco.

Nota:

1.0 texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores e filiacao.

2.0 texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiag&o.

0 Resumo e Abstract. Deve ser o0 mesmo apresentado no cadastro
contendo até 2000 digitos incluindo os espacgos, em um so6 paragrafo. Nao repetir o
titulo e ndo acrescentar revisdo de literatura. Incluir os principais resultados
numeéericos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter
uma informacao. Atencao especial as conclusdes.

0 Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

0 Introducédo. Explanacédo concisa, na qual sao estabelecidos brevemente
o problema, sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, suficientes para baliza-la.

0 Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido,

a descricdo dos meétodos usados ou referenciar corretamente os meétodos ja
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publicados.

Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente
modificados deveré constar, obrigatoriamente, o nimero do Certificado de aprovagéo
do CEUA. (verificar o Item Comité de Etica).

0 Resultados. Apresentar clara e objetivamente o0s resultados
encontrados.

v Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e
colunas. Usar linhas horizontais na separacao dos cabecalhos e no final da tabela. O
titulo da tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem
em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se
referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento
simples e fonte de tamanho menor que 12 (0o menor tamanho aceito é 8). A legenda
da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas
devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apés a
sua primeira citacao.

v Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente
a palavra Figura, seguida do numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.:
Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no
corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviadas no formato jpg
com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo proprio de submissao
na tela de registro do artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no
corpo do texto preferencialmente apGs a sua primeira citacao.

Nota:

v Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo
da legenda, informagcdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

0 Discusséo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As
secOes Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do
autor, sem prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

0 Conclusbes. As conclusbes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa

executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura,



58

discusséo, repeticdo de resultados e especulacoes.

0 Agradecimentos. NAao obrigatério. Devem ser concisamente
expressados.
0 Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem

alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e
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Como referenciar:
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interrupg&o na sequéncia do texto, conforme exemplos:
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