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RESUMO

Casos naturais de leishmaniose visceral felina (LVF) sdo conhecidos desde o inicio do século
XX. No Brasil, o primeiro caso foi descrito no ano de 1940 por Mello. A doenga clinica em
gatos é rara e quando apresenta sinais clinicos incluem: lesdes cutaneas, mucocuténeas,
linfadenomegalia, letargia, anorexia, caquexia, fraqueza, febre, diarreia, émese, polidria,
polidpsia, dispneia, ictericia e hepatoesplenomegalia. Para diagnostico da LVF podem ser
feitos exames soroldgicos, moleculares e parasitolégicos. O objetivo do presente estudo foi
identificar a presenca de Leishmania sp. em superficies mucosas bioldgicas de gatos
domeésticos, provenientes da Regido Metropolitana de BH. Foram coletadas 155 amostras de
sangue (1 por animal) e 620 swabs (4 por animal) de diferentes acessos bioldgicos (ocular,
oral, colon e genital). Para identificacdo do protozoario foram realizadas as técnicas de
ELISA- rKDDR, testes rapidos (DPP/Bio-Manguinhos e KDDR-plus) e PCR. Os resultados
encontrados demonstraram a presenca de Leishmania sp. em todas as amostras para pelo
menos uma das técnicas utilizadas. Para a técnica de ELISA-rKDDR 37,41% das amostras
foram positivas. Para os testes imunocromatograficos foram observados 4,5% e 2,6% de
soropostividade, para DPP/Bio-Manguinhos e KDDR-plus, respectivamente. Quanto a PCR
foi observado 66% de positividade, independentemente da superficie mucosa avaliada. As
analises por ELISA comparadas com o teste padrdo ouro (PCR) demonstraram associa¢ao
significativa entre si (p<0,0001). No entanto, os testes rapidos ndo mostraram esta mesma
associacdo (p=1,000 e p=0,246, respectivamente). Desta forma o estudo ampliou 0s
conhecimentos sobre a LVF, indicando que a coleta de swabs pode ser pratica adotada no
dia a dia das clinicas veterinarias especialmente aqueles de conjuntiva oral, por serem menos
invasivos. Além disso a infec¢do em gatos associada a falta de sinais clinicos indica que

esses animais sejam portadores assintomaticos deste protozoario.

Palavras-chave: Leishmania sp.; Leishmaniose felina; Diagnostico



ABSTRACT

Natural cases of feline visceral leishmaniasis (LVF) have been known since the beginning of
the 20th century. In Brazil, the first case was described in 1940 by Mello. Clinical disease in
cats is rare and when it presents clinical signs include: skin lesions, mucocutaneous lesions,
lymphadenomegaly, lethargy, anorexia, cachexy, weakness, fever, diarrhea, emesis, polyuria,
polydipsia, dyspnea, jaundice and hepatosplenomegaly. For the diagnosis of LVF, serological,
molecular and parasitological tests can be performed. The aim of the present study was to
identify the presence of Leishmania sp. on biological mucosal surfaces of domestic cats from
the Metropolitan Region of Belo Horizonte. 155 blood samples (1 per animal) and 620 swabs
(4 per animal) were collected from different biological accesses (ocular, oral, colon and genital).
To identify the protozoan, ELISA-rKDDR techniques, rapid tests (DPP/Bio-Manguinhos and
KDDR-plus) and PCR were performed. The results found demonstrated the presence of
Leishmania sp. in all samples for at least one of the techniques used. For the ELISA-rKDDR
technique, 37.41% of the samples were positive. For the immunochromatographic tests, 4.5%
and 2.6% of seropositivity were observed for DPP/Bio-Manguinhos and KDDR-plus,
respectively. As for the PCR, 66% of positivity was observed, regardless of the evaluated
mucosal surface. Analyzes by ELISA compared with the gold standard test (PCR) showed a
significant association between them (p<0.0001). However, the rapid tests did not show this
same association (p=1.000 and p=0.246, respectively). In this way, the study expanded the
knowledge about the LVF, indicating that the collection of swabs can be adopted in the daily
routine of veterinary clinics, especially those of the oral conjunctiva, as they are less invasive.
In addition, the infection in cats associated with the lack of clinical signs indicates that these

animals are asymptomatic carriers of this protozoan.

Keywords: Leishmania sp.; Feline Leishmaniasis; Diagnostic
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INTRODUCAO

1. Leishmania e Leishmanioses

As leishmanioses correspondem a um grupo de doengas infectoparasitarias e estao
entre as seis principais doencas tropicais negligenciadas do mundo. Sdo causadas por um
protozoério digenético heteroxeno do género Leishmania (ordem Kinetoplastida), sendo que
cerca de 30 espécies se agrupam neste género, das quais mais de 20 sdo capazes de infectar
humanos (Motta, 2021; Rossi e Fasel, 2017). Este protozoario possui grande importancia na
medicina humana e veterinaria e sdo transmitidos para os mamiferos, incluindo o homem,
pelo repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos infectadas, que s&o seus vetores (WHO,
2020; Ministério da Saude, 2014; Dantas-Torres, 2006; Ross, 1903).

O ciclo de vida do parasito no hospedeiro veterbrado é estritamente intracelular e sua
transmissao ocorre quando a fémea de flebotomineo infectada realiza o respasto sanguineo
no hospedeiro vertebrado havendo o depdsito na derme de formas promastigotas
metaciclicas flageladas infectantes que logo apds sdo fagocitadas pelo sistema fagocitico
mononuclear (SFM), especialmente macréfagos, uma vez que sdo atraidos devido a
inflamacdo local (Bates, 2007). No interior dessas células ocorre a mudanca de forma, para
amastigotas, seguidas de divisdo binaria e posteriormente a evasao do parasito de forma
passiva através da apoptpose celula infectada ou pelo rompimento da célula hospedeira
devido a quantidade de protozoario no interior do citoplasma, permitindo a infec¢do de
outras células mononucleares presentes no local. A continuacéo do ciclo ocorre quando um
novo repasto sanguineo é realizado por uma nova fémea, sendo ingeridas as formas
amastigotas do protozoario existentes no citoplasma de células do SFM presentes na derme
do hospedeiro infectado. No interior do hospedeiro invertebrado, no intestino, as formas
amastigotas sofrem nova diferenciacdo para forma promastigota (Neuber, 2008; Dantas-
Torres, 2006). Além da transmissdo vetorial, anteriormente citada, em cées observa-se
formas de trasmissdo ndo convencionais como: através de fluidos genitais, orais e oculares,
de mée para filho, demonstrando uma transmisséo vertical e transfusdo sanguinea, relatadas
anteriormente (Magro et al., 2017; Oliveira et al., 2015; Karkamo et al., 2014; Silva et al.,
2014; Silva et al., 2009; Freitas et al. 2006; Gaskin et al., 2002)

O espectro clinico das leishmanioses manifesta-se sob quatro formas: mucocutanea

(MC), cuténea (LC), cutanéo-difusa (LCD) e visceral (LV), a qual constitui a forma mais
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grave das leishmanioses e 90% dos casos, quando n&o tratados, podem levar a morte, devido
0 envolvimento sistémico e comprometimento de orgdos como medula éssea, figado e baco
(OPAS, 2021; WHO, 2020).

1.2. Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) ou kala-azar, é uma doenca causada pela Leishmania
donovani e pela L. infantum, de distribuicdo geografica ampla e alta incidéncia
principalmente em regides em desenvolvimento como: Africa Oriental, Sul da Asia,
America do Sul e regido do Mediterraneo (WHO, 2020; Bi et al., 2018).

A doenca é de evolucéo cronica, grave, de alta letalidade se ndo tratada e apresenta
aspectos epidemiologicos e clinicos diversos e inespecificos, o que dificulta o seu
diagnostico na fase aguda. Anualmente estima-se uma incidéncia de 500.000 novos casos,
sendo que o subcontinente indiano e a Africa Oriental carregam mais de 70% da carga de
LV (Griensven, 2019).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) 2022, de 2001 a 2021
foram registrados 69.665 novos casos de LV na Regido das Américas, com uma média anual
de 2.488 casos. Os dados publicados em 2021 revelaram uma reducdo de 9,5% em relacao
ao ano anterior e 57% em relacdo ao ano de 2017, podendo essa diminuicdo estar
correlacionada com a diminui¢do devido os pacientes ndo estarem expostos aos fatores de
risco ou até mesmo a falta de notificacdo devido a pandemia de COVID-19, uma vez que
durante este periodo ocorreu baixa procura médica por meio dos pacientes. Cabe ressaltar
que apesar do decréscimo, ocorreu um aumento significativo no nimero de casos em relacao
ao ano de 2020 em alguns paises, como: Venezuela, Paraguai, e Argentina (OPAS, 2022;
OPAS, 2021).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que cerca de um bilh&o de pessoas
vivem em areas de risco para pelo menos uma das formas clinicas da doenca, com 556
milhdes de pessoas em risco de desenvolver leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2016). No
entanto, nos Gltimos anos, o numero global de LV humana diminuiu substancialmente, de
400.000 para 200.000 casos em 2012 para aproximadamente 17.000 casos anualmente em
2018 (WHO, 2020). De acordo com a fonte de infecgdo, de um reservatério humano ou

animal, a leishmaniose pode ser classificada como antropozoonética. (WHO, 2020).

Os cées sdo considerados 0s principais reservatérios do protozoario, no entanto,

relatos na literatura mostraram que a infec¢do em felinos, incluindo os gatos domésticos
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(Felis catus), tem sido identificada em areas enzodticas, sugerindo o possivel envolvimento
destes animais no ciclo bioldgico do protozoario, uma vez que estes individuos podem
albergar o parasito, sem necessariamente apresentar manifestacdes clinicas (Sousa et al.,
2021; Benassi et al., 2017; Pennisi et al., 2015; Dantas-Torres e Brandao-Filho 2006).

1.3. Leishmaniose visceral felina (LVF)

A leishmaniose visceral felina (LVF) é causada pelas mesmas espécies de
Leishmania que acometem os cdes e tem sido estudada em muitas regides, especialmente
em areas endémicas para leishmaniose canina e humana (Pennisi e Persichetti 2018; Soares
et al. 2015).

No Velho mundo, a leishmaniose felina foi relatada principalmente em paises
mediterraneos (Urbani et al. 2020; Asfaram et al. 2019; latta et al. 2019; Mir6 et al. 2014),
e segundo Asgari e cols (2020) a doenca passou a ser preocupante em gatos vadios no Iré.
Na América do Sul e Central casos de LVF tém aumentado significativamente,
especialmente no Brasil, no entanto ndo ha um consenso sobre o papel dos gatos na
manutencdo da transmissdo da Leishmania em urbanas e periurbanas (Nascimento, 2021;
Asfaram et al. 2019; Soares et al. 2015).

Casos naturais de Leishmaniose Visceral Felina (LVF) sdo conhecidos desde o inicio
do século XX (Sergent et al., 1912). No Brasil,a LVF foi descrita primeiramente
por Mello (1940), seguido por Passos e cols (1996) em Minas Gerais em um gato doméstico
que apresentava lesdo na regido interdigital do membro pélvico esquerdo com mudltiplas
amastigostas observadas em laminas coradas por Giemsa. Posteriormente varios relatos da
doenca foi descrito em diversos estados brasileiros (Coelho et al., 2011; Souza et al.,
2005; Savani et al., 2004; Schubach et al., 2004).

O primeiro relato de infeccdo por L. infantum transmitida pela fémea do vetor
Lutzomyia longipalpis em um gato naturalmente infectado foi relatado em 2010 por Silva e
colaboradores, que por meio de xenodiagndstico, foram observadas formas promastigotas
no intestino médio do vetor, demonstrando assim a capacidade de se infectar por L. infantum
de gatos afetados durante a hematofagia, o que também foi confirmado no estudo realizado
por Mendonca e cols (2020) em que oito animais com 0 protozoario presentes na medula
Ossea e na pele foram capazes de infectar o vetor. Para averiguar a possibilidade de
transmissdo de L. infantum de um gato doméstico clinicamente afetado para um cédo

domeéstico saudavel por meio do vetor invertebrado, um estudo recente realizado por Batista
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e cols (2020) reafirmaram a capacidade dessa via de transmissdo e demonstrou que o cao
desenvolveu sinais clinicos semelhantes aos observados na LV canina, como alopecia
generalizada, linfonodomegalia, perda de peso e lesGes nas orelhas. Os relatos descritos
acima além de destacarem a possibilidade de transmissdo da doenca de gatos para cées,
também chamam a atengdo para a possivel transmisséo de felinos para humanos (Batista et
al., 2020).

A doenca clinica em gatos é rara e, quando ocorre, 0s sinais sdo inespecificos, o que
dificulta seu diagndstico. Grande parte dos casos descritos estdo associados a presenca
concomitante de doencgas imunossupressoras, como leucemia felina, imunodeficiéncia
felina, diabetes e neoplasias (Pennisi et al., 2018). Entretanto, Brianti e cols (2019)
confirmaram a potencial progressdo da doenca e dos sinais clinicos, mesmona auséncia de
comorbidades. Os sinais clinicos frequentemente relatados na LVF incluem, lesGes cutaneas
(dermatite ulcerativa, nodular, crostosa ou escamosa) e mucocutaneas (ulcerativa),
linfoadenomegalia e disturbios oculares (blefarite, conjuntivite e uveite) (Brianti et al., 2019;
Da Silva et al., 2010). Além disso, os gatos podem apresentar letargia, anorexia, caquexia,
fraqueza, febre, diarreia, émese, ictericia,polidria, polidipsia, dispneia, hepatomegalia e

esplenomegalia (Pennisi et al., 2015; Da Silva et al., 2010).

1.4. Diagnostico da LVF
Diversas técnicas podem ser empregadas para o diagnéstico de um animal infectado
sendo que as aquelas aplicadas em cdes tem sido utilizadas também para o diagndstico da

doenga em gatos (Figura 1).
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Figura 1: Metodologias de diagnostico da leishmaniose felina. RIFI, teste de imunofluorescéncia
indireta de anticorpos; ELISA, ensaio imunoabsorvente ligado a enzima, teste de aglutinacdo direta;
PCR, reagdo em cadeia da polimerase; gPCR, PCR quantitativo. Fonte: Nascimento et al., 2021.

Frequentemente, o diagndstico tem inicio com a anamnese, relativa a zona geogréafica
onde o animal vive, risco de exposicdo, dentre outros fatores. O diagndstico deve ser
complementado com uma avaliagdo fisica, onde sdo avaliados os sinais clinicos
caracteristicos da leishmaniose e analise laboratorial, no qual possiveis alteragdes no
hemograma, fornecem subsidios para investigacdo mais especifica (Nascimento et al.,
2021).

O diagnéstico da LVF é baseado nos exames soroldgicos, moleculares e
parasitologicos e o desenvolvimento de testes diagnosticos mais sensiveis e especificos tem
levado ao aumento do nimero de casos documentados em gatos (Brianti et al. 2019; Pennisi
etal., 2015).

Os testes soroldgicos como a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e oensaio
imunoenzimatico (ELISA), baseados na detecgdo sérica de anticorpos IgG anti- Leishmania,
possuem sensibilidade e especificidade variadas, dependendo do antigeno e da
metodologia de execucdo empregada, no entanto, sdo os métodos mais utilizados para o
diagnostico no Brasil (Pennisi e Persichetti 2018; Trevisan et al., 2015; Silva, 2012). Em
contrapartida, os testes parasitoldgicos oferecem a forma mais especifica de diagnostico,

com exames citologicos de esfregacos de material colhido de medula 6ssea, linfonodos,
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baco, figado, pele, cornea e sangue tendo demonstrado a presencga de formas amastigotas
(Pennisi et al., 2015; Oliveira et al., 2011; Coelho et al., 2011; Savani et al.,2004). No
entanto, ainda nédo é possivel definir qual € o melhor material para o diagndstico citoldgico
(Coura et al., 2018; Marcos et al., 2009).

Técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica podem ser Uteis para caracterizar
a lesdo tecidual bem como na identificacdo das formas parasitarias (Abramo et al., 2021).
Estudo realizado em gatos por Navarro e cols (2010) demonstrou, em amostras de pele e
olhos, que as lesbes histopatologicas caracterizam-se predominantemente por inflamacao

granulomatosa difusacom macréfagos contendo numerosas formas amastigotas.

Além disso, varios testes moleculares para a deteccdo de Leishmania sp. podem ser
empregados, dentre eles, os mais utilizados, destacam-se a PCR convencional (PCR) eaPCR
quantitativa (qQPCR), podendo o teste ser feito em tecidos, sangue e outros fluidos corporais,
mas medula 6ssea, linfonodos, bago e pele demonstraram melhores resultados (Baneth et al.,
2020; Pennisi e Persichetti 2018; Chatzis et al., 2014; Baneth e Solano-Gallego, 2012).
Oliveira e cols (2015) avaliaram a eficacia do uso do PCR para deteccéo de gatos infectados
por Leishmania sp. a partir de swab de conjuntiva ocular, e concluiram que esse método foi
capaz de identificar animais infectados. No entanto, cabe destacar que as técnicas foram
descritas para a LVC e ndo para a LVF, desta forma os estudos acerca de testes moleculares

aplicados para a doenca em gatos sao limitados.

Dessa forma, o objetivo deste estudo € a busca de Leishmania sp. em diferentes
superficies mucosas bioldgicas de gatos domésticos, uma vez que pouco se sabe ainda sobre
a patogenia, epidemiologia e diagndstico da LVF, especialmente se comparado ao que se

conhece paraa LV em cées.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Identificar a presenca de Leishmania sp. em diferentes amostras biolégicas de gatos
domeésticos da regido metropolitana de Belo Horizonte-MG.

2.2. Objetivos Especificos
e Identificar a presenca de anticorpos especificos (1gG) para Leishmania sp. a partir
dos testes soroldgicos de imunocromatografia de fluxo lateral (KDDR-Plus e DPP)

e de ELISA-rKDDR (ensaio de imunoabsorcao enzimatica).
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e Identificar a presenca de DNA de Leishmania sp. em diferentes amostras bioldgicas

(swab ocular, oral, célon e genital) pela PCR convencional.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento experimental
O estudo possui carater experimental transversal, com coleta que ocorreu apenas em

momento pontual.

3.2. Considerac0es éticas
Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pela Comité de Etica noUso
de Animais da PUC Minas (protocolo n° 022/2018) (ANEXO 1).

3.3. Area de estudo

As amostras deste estudo foram coletadas nos municipios de Belo Horizonte e
Ribeirdo das Neves, localizados no estado de Minas Gerais, regido sudeste do Brasil, com
853 municipios e possui 586.520,732 km? de area (Figura 2). Belo Horizonte, a capital do
estado, possui 33,354 km2 de area e uma populacdo estimada em 2.530.701 habitantes,
enquanto o municipio de Ribeirdo das Neves possui 155,105 km? de area e uma populacao
estimada em 341.415 habitantes em 2020 (IBGE, 2021).

(B)

(A)

~

(€)

Figura 2: A) Mapa do Brasil com destaque para o estado de Minas Gerais; B) Mapa do estado de Minas
Gerais com destaque da regido metropolitana de Belo Horizonte; C) Mapa da regido metropolitana de Belo
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Horizonte e Ribeirdo das Neves. Fonte: Adaptado de IBGE, 2020

3.4. Instituigdes

Fizeram parte deste estudo duas clinicas veterindrias comunitarias pertencentes a
Associacdo Bichos Gerais, localizadas em Ribeirdo das Neves e Belo Horizonte, além do
Hospital Veterinario da Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais (PUC), no campus
Praca da Liberdade/BH. As instituicOes realizam projeto de castracdo para gatos, cujos

tutores se inscrevem para o procedimento.

3.5. Selecdo dos animais

Os gatos deste estudo foram selecionados conforme a data do procedimento cirtrgico
de castracdo, dessa forma, apds a cirurgia os animais ainda anestesiados eram conduzidos
ao consultério onde eram realizadas as coletas. Apesar de ndo ser possivel discriminar a
idade dos gatos, uma vez que a maioria foi adotado j& na idade adulta, todos os pacientes
foram avaliados fisicamente e ndo foi observado nenhum sinal clinico aparente.
Posteriormente, realizou-se a coleta sanguinea e de superficies mucosas para a realizacdo
dos testes diagndsticos. Todo gato participante da coleta, teve o termo de consentimento

livre e esclarecido (TCLE) assinado pelo tutor.

3.6. Coleta sanguinea

Foram coletados 2-3 ml de sangue por animal da veia jugular ou veia femoral interna.
O sangue foi armazenado em tubo de coleta sem anticoagulante e posteriormente
centrifugados a 2500 rpm durante 10 minutos, para separacao do soro. Apos a centrifugacao
o0 soro foi aliquotado em eppendorfs devidamente identificados de 2 ml. Em seguida as

amostras foram armazenadas a -80°C até 0 momento de processamento.

3.7. Coleta de superficies mucosas

Para a coleta de superficies mucosas foram utilizados swabs de algodao, previamente
umidecidos com soro fisioldgico, para a friccdo tecidual, realizando cinco movimentos
rotatérios completos, na parte caudal da vagina/vulva, no prepucio, na terceira palpebra
ocular, na regido do colon e na mucosa alveolar superior da cavidade oral (Figura 3). A
extremidade do swab foi separada com auxilio de uma tesoura limpa e esterilizada e
armazenada em tubos eppendorfs, conservados a -80°C até a extracdo de DNA. Cabe

ressaltar que para cada animal, foi coletado 4 swabs dos acessos bioldgicos citados acima.
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Figura 3: Coleta das amostras biologicas. A) Amostra superficie mucosa vaginal; B) Amostra de
superficie mucosa prepucial; C) Amostra de superficie mucosa do colon; D) Amostra de superficie
mucosa oral e E) Amostra de superficie mucosa ocular

3.8. Testes soroldgicos

3.8.1. Teste imunocromatografico DPP Bio-Manguinhos®

O teste DPP Bio-Manguinhos® (FIOCRUZ, Brasil) foi realizado de acordo com as
orientagdes do fabricante. Foi realizado a adi¢do de 5uL do soro no pogo 1 denominado
“Amostra + Tampao”, em seguida foram adicionadas2 gotas do tampéo. Apds cinco minutos
as duas linhas azuis, controle (C) e teste (T) desapareceram. Posteriormente foram colocadas
quatro gotas do tampédo no poco 2 denominado “Tampdo “. A leitura dos resultados foi
realizada 10 minutos apds esta etapa, sendo visualizadas as seguintes condigdes:
aparecimento de duas linhas vermelhas — resultado positivo (Figura 4A) ou de uma linha

vermelha — resultado negativo (Figura 4B).

Figura 4: Exemplo de resultado do teste de Imunocromatografia de dupla migragdo DPP Bio
Manguinhos® Fonte: Amado-Gomes, 2020.

3.8.2. Teste imunocromatografico rKkDDR-PLUS
O teste imunocromatografico rKDDR-Plus (Safetest® Diagnosticos, Brasil) foi
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utilizado de acordo com as orientagdes do fabricante. Foram adicionados 20pL da amostra
de soro no local de aplicagédo de amostra, posteriormente uma gota de tampao de corridafoi
adicionado. Apos 15 minutos de incubacdo o resultado foi visualizado. Posteriormente a esta
etapa, foram visualizas as seguintes condicGes: aparecimento duas linhas vermelhas —

resultado positivo (Figura 5A); ou de uma linha vermelha — resultado negativo (Figura 5B).

Figura 5: Exemplo de resultado do teste de Imunocromatografia de fluxo lateral rkKDDR-
Plus®. Fonte: Amado-Gomes, 2020.

3.8.3. Ensaio de Imunoabsorcado Enzimética — ELISA-rKDDR

O teste de ELISA foi realizado em duplicata seguindo um protocolo de trés dias
consecutivos (Lemos et al., 2019). No primeiro dia, uma placa de 96 pogos (Costar,
Cambridge, MA, USA) foi sensibilizada com 100 ng do antigeno rK DDR-Plus e incubada por
pelo menos 12 horas na temperatura de 4°C. No segundo dia, a placa foi lavada 3 vezes com
200uL de solugdo de lavagem (PBS-0,05% Tween 20, PBST20) e, posteriormente foram
adicionados 200uL de solugdo de bloqueio de sitios inespecificos (PBS-0,5 % + BSA 1%).
Apos incubagdo por 60 minutos em temperatura ambiente a placa foi vertida para descarte
da solucdo de bloqueio seguida da aplicagdo de 100ul dos soros diluidos 1:100 em PBST20
em cada poco; em seguida a placa foi incubada por pelo menos 12 horas na temperatura de
4°C. Em todas as placas testadas foram adicionados controles (2 amostras positivas, 3
negativas e 2 brancos). No terceiro e ultimo dia, cada placa foi lavada cinco vezes com
200puL de solugdo de lavagem (PBST20), seguido da adi¢do de 100 puL do conjugado Anti-
IgG felino marcado com HRP (Biorad — HRP AAI26P) diluido 1:5000 em PBST20, e
incubada por 60 minutosem temperatura ambiente. Cada placa foi lavada cinco vezes com
200uL de solugdo de lavagem (PBS-0,05% Tween 20), e foi adicionado a cada poc¢o 100ul
da solugdo reveladora contendo acido citrico 0,1 M, Na2PO4 0,2 M, OPD 0,05% e Hz0:

0,1%. Apos incubacdo por 20 minutos em temperatura ambiente e em local escuro, a reacéo
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foi interrompida com a adi¢ao de 50uL. de H2SO4 (4N) (&cido sulfarico) e realizada a leitura
usando um leitor automatico de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, EUA) com
comprimento de onda de 492 nm e os resultados expressos em valores de absorbancia. Para
cada placa o ponto de corte (cut-off) foi determinado a partir da média das leituras de
absorbéancia dos seis soros negativos, mais duas vezes o desvio padrdo. A média da
absorbancia dos soros testados foi dividido pelo valor de cut-off encontrado em cada placa,
com o objetivo de determinar o indice de reatividade (IR), normalizando assim os valores de
densidade oOptica (OD). Soros que apresentaram valor de IR>1,0 foram considerados

positivos.

Os reagentes utilizados nestes estudo foram provenientes da Safe Test Diagnostic,
Brasil e da Sigma-Aldrich, EUA.

3.9. Diagnostico molecular

3.9.1. Extracdo de DNA das amostras de sperficies mucosas

Foi realizada extracdo de DNA das amostras de superficies mucosas coletadas por
swab, utilizando o kit Nucleo Spin Tissue® (Macherey Nagel, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante com pequenas modificacdes.

3.9.2. PCR para diagnostico de Leishmania sp.

O DNA extraido das amostras de swab genital, do célon, oral e ocular foi amplificado
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando 4uL de GoTaqGreen Buffer,
2uL de DNTP’s, 1uL de cada iniciador Forward: S’CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG3’,

Reverse: 5

CCACCTGGCCTATTTTACACCA 3* (Lachaud, 2002), 0,25uL de Tag DNA

polimerase PHT, 50ng de DNA/uL por amostra e H2O ultrapura com a finalidade de ajustar
areacgdo parao volume final de 20uL. As condigOes de PCR consistiram de uma desnaturagéo
inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo de 94°C por 30 segundos,
anelamento de 59°C por 30 segundos, e extensdo de 72°C por 30 segundos, seguido de uma
extensdo final de 72°C por 7 minutos. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (Invitrogen, Brasil) a 2%, em tampé&o de corrida TAE (tampao
Tris-Acetato-EDTA (TBE - 50 mM de Tris, 50mM de &cido borico, 2,5 mM de EDTA, pH
8,0). As bandas de tamanho esperado (145 pb) foram comparadas com o padrdo molecular
de 50pb (Invitrogen, Brasil). Controles positivos e negativos foram utilizados como controle

interno de reacdo.
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Figura 6: Géis representativos do resultado da técnica de PCR com amostras bioldgicas dos diferentes animais.
PM: peso molecular; C: célon; P: prepucial; V: vaginal; OR: oral; OC: ocular; N: controle negativo e P: controle
positivo

3.10. Anélise estatistica
A distribuicédo dos resultados de diferentes testes diagnésticos foi analisada por meio
de tabelas de contingéncia a 5% de significancia pelo teste de Qui-quadrado ou teste Exato
de Fisher. Para a analise estatistica dos dados gerados neste trabalho foi utilizado o GraphPad
Prism 8 (GraphPad Inc, EUA) e o Microsoft Excel (2019).

O teste padréo ouro classificado para este estudo foi a juncéo dos resultados obtidos

das PCRs em todas as superficies mucosas testadas (genital, ocular, oral e de célon).

4. RESULTADOS

4.1. Diagnostico sorologico

Dos 155 gatos (91 fémeas e 64 machos) avaliados pelo teste de ELISA, teste
imunocromatografico rKkDDR PLUS® e DPP Bio-Manguinhos, 58 (37,41%), foram

soropositivos para a presenca de anticorpos anti-Leishmania no exame de ELISA, sendo 31



27

fémeas (34,06%) e 27 machos (42,18%). No caso do teste rapido rKDDR PLUS 4 gatos
(2,58%) foram sororeagentes para o teste, sendo 3 fémeas (3,29%) e 1 macho (1,56%). J&

para 0 o teste rapido imunocromatografico DPP Bio-Manguinhos®, 7 (4,51%), foram

soropositivos sendo 3 fémeas (3,29%) e 4 machos (6,25%). Estes resultados podem ser

visualizados na figura 6 e figura 7.

As andlises por ELISA com o teste padrdo ouro demonstrou associagéo significativa

entre si (p<0,0001), no entanto, os testes rapidos quando comparados com a PCR nao houve

associacdo significativa (p=1,000 e p=0,246, respectivamente).

Utilizando o diagrama de Venn (Figura 7) foi possivel observar a soropositividade

simultdnea de apenas 1/68 animais para todos os testes sorolégicos.

TESTES SOROLOGICOS
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Figura 7: Representagdo da positividade dos animais nos testes soroldgicos; M: machos e F: fémeas
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Figura 8: Representagdo da soropositividade dos animais nos testes sorolégicos
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Figura 9: Representacdo esquematica dos testes sorolégicos para Leishmania spp. realizados com as 155
amostras.

4.2. Diagndstico molecular por PCR

Das 155 amostras de superficie mucosa genital analisadas por PCR convencional
(91 amostras de fémeas e 64 machos), 42 (27,09%), foram positivas, sendo 28/91 de fémeas
(30,76%) e 14/64 (21,87%). Nas amostras de superficie mucosa oral 56/155 (36,12%)
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animais, foram positivos, sendo 33/91 de fémeas (36,26%) e 23/64 machos (35,93%),
enquanto nas amostras de superficie mucosa de célon analisadas, 23/155 (14,83%), foram
positivas, sendo 12/91 de fémeas (13,18%) e 11/64 machos (17,18%), por fim nas amostras
de superficie mucosa ocular analisadas, 40/155 (25,80%), foram positivas, sendo 29/91 de
fémeas (31,86%) e 11/64 machos (17,18%).

As analises por PCR de todas as amostras bioldgicas com o teste padrdo ouro

demonstraram associacao significativa entre si (p<0,0001).

Conforme observado no diagrama de Venn (Figura 8), foi possivel verificar a maior
presenca de DNA da L. infantum em tecidos individualizados do que quando comparado

com a positividade em multiplos tecidos.
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Figura 10: Representacao grafica dos resultados diagndsticos do teste de PCR para Leishmania spp.

Considerando o padrdo ouro utilizado para o presente trabalho (a somatoria das
PCRs em todos os tecidos testados) 100/155 animais foram positivos independente do tecido

avaliado.
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5. DISCUSSAO

A LVC é um doenca de grande importancia social e epidemioldgica e que apresenta
conceitos na literatura bem definidos, enquanto em LVF a enfermidade ainda é pouco
estudada e caracterizada. Dessa forma, os métodos que foram padronizados para
diagnosticar cées infectados também podem ser utilizados para 0s gatos, uma vez que nao
existe, até 0 momento, padronizacdo para os felinos.

No meio clinico veterinario, os testes sorolégicos sdo uma das principais técnicas
utilizadas para diagnoéstico de leishmaniose, ja que sdo menos onerosos quando comparados
com o teste molecular. A partir dos resultados encontrados foi possivel indicar a sororeatividade
entre 0s gatos, no entanto, cabe ressaltar que ser sororeagente ndo significa estar
necessariamente doente. No teste de ELISA realizado neste estudo, 37,4% dos gatos foram
sororreativos, esses valores foram superiores aos dados de soroprevaléncia encontrados em
diversas regiGes brasileiras utilizando-se a mesma metodologia, porém com antigenos
diferentes (Camprigher et al., 2019; Coelho et al., 2011; Costa et al., 2010; Figueiredo et al.,
2009). Nossos resultados se assemelham aqueles encontrados por Costa-Val e cols (2020), onde
das 64 amostras avaliadas pela técnica de ELISA, 40,63% foram soropositivos para o patogeno.
A alta taxa de positividade para LVF observada no presente estudo pode ser explicada pela
provavel exposicdo prévia dos animais ao protozoario, sem necessariamente a presenca de
manifestacdes clinicas; ainda pela possibilidade de co-infec¢bes com outros patdgenos
(Sobrinho et al., 2012). J& os testes imunocromatograficos de fluxo lateral como o DPP Bio-
Manguinhos e o rKDDR PLUS demonstram resultados inferiores quando comparados com o
teste de ELISA (4,5%; 2,6% respectivamente). Apesar destes testes serem excelentes
ferramentas de triagem na LVC, os mesmos devem ser otimizados para utilizagdo no
diagnostico em felinos, levando em consideracéo a diferenca de titulacdo e tempo de producéo
de anticorpos (Ac).

Ja a técnica de PCR é uma ferramenta que apresenta alta especificidade e sensibilidade
no diagndstico molecular das doencas; sua execugdo apresenta complexidade e abrange
diversas etapas de trabalho, sempre acompanhada de protocolo bem definido.

Durante a leitura dos resultados no diagrama de Venn, para a técnica de PCR, ressalta-
se um maior indice de positividade nas amostras individualizadas, indicando possivelmente a
localizag@o do parasito e estagios iniciais de infeccdo e de proliferacdo do protozoario. Cabe
ressaltar que foi pouco prevalente a positividade multi-tecidual, indicando que nesses animais

possivelmente pode ser o reflexo de um estado mais avangado da doenga ou ainda um
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estabelecimento mais exacerbado do parasito. Segundo Schimming; Pinto e Silva (2012), na
LVC apesar da infeccdo se espalhar para os orgdos linfoides nas primeiras horas ap6s a picada
do vetor, a progressdo da doenca para a forma sistémica e consequentemente as manifestaces
clinicas, ocorrem de forma lenta, sendo que o acometimento dos érgdos varia acordo com a
resposta imune do hospedeiro, podendo assim justificar nossos resultados.

Dentre 0s acessos bioldgicos foi observado maior positividade no swab oral, que sugere
uma recomendacéo para o potencial uso no diagndéstico do patdgeno, gerando menos estresse
no animal durante a coleta, promovendo o bem-estar do paciente. No entanto, o médico
veterinario deve considerar também os demais acessos biolégicos (ocular, genital e de célon,
respectivamente) onde também foi encontrado o DNA de L. infantum, embora fatores como,
necessidade de contencdo e sedacdo devam ser considerados nas coletas, pois 0s gatos sdo
considerados pelos clinicos, mais temperamentais quando comparados com 0s cées.

Estudos sobre diagndstico para leishmaniose felina foram publicados a partir do uso de
teste molecular em diferentes amostras, como sangue (Akhtardanesh et al., 2017; Spada et al.,
2013; Sherry et al., 2011; Maia et al., 2010; Martin-Sanchez et al., 2007), conjuntiva ocular
(Oliveira et al., 2015; Chatzis et al., 2014), urina (Persichetti et al., 2018) e 6rgaos linfoides
(Mohebali et al., 2017; Otranto et al., 2017; Noe et al., 2015; Coelho et al., 2011). Nosso estudo
demonstrou que 36,12% dos animais foram positivos para a presenca do DNA de Leishmania
sp. na superficie mucosa oral, o que difere dos resultados obtidos por Costa-Val e cols (2020),
onde apenas 6,25% dos gatos foram positivos para PCR de superficie de mucosa oral. A
diferenca de resultados observada entre os estudos pode ser devido a, aspectos epidemiologicos
que tendem a mudar com o passar do tempo, diferenca das metodologias e primers utilizados

bem como a diferenca ao realizar as coletas das amostras.

Chatzis e cols (2014) demonstraram, em animais assintomaticos, que a PCR de swab
conjuntival ocular foi menos sensivel para o diagnéstico molecular, quando comparada com
amostras de sangue, medula dssea e pele. Entretanto, Oliveira e cols (2015) demonstraram
que de 52 gatos analisados por PCR de swab conjuntival, mesmo na auséncia de sinais
clinicos, 13,5% foram positivos, resultados semelhantes ao observado em nosso estudo, onde
22,58% dos gatos testaram positivos, em amostras de superficie mucosa ocular, mesmo sem

a presenca de sinais clinicos para a infeccéo.

As andlises de sexo em comparagdo com o teste padrdo ouro revelaram 73,6% de
positividade em fémeas e 51,6% em machos. Esse achado difere dos estudos publicados

anteriormente sobre o tema em cées, os quais relatam maior frequéncia de infeccdo em
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machos do que em fémeas (Benites et al., 2011; Silva et al., 2009; Silva et al., 2008; Diniz
et al., 2005). A positividade maior em fémeas quando comparado aos machos demonstrados
nos resultados deste estudo, sugere que elas possam ser mais suscetiveis devido as questdes
fisioldgicas, hormonais e imunologicas. No estudo de Magro e cols (2017) foi demonstrado
que cadelas naturalmente infectadas pela Leishmania spp. e estrogenizadas (apresentando
cio), apresentaram menor incidéncia do protozoario em superficies mucosas vaginais em
comparacdo com cadelas ndo estrogenizadas, uma vez que este hormdnio aumenta
localmente a resisténcia uterina contra bactérias e ativa sistemicamente as células T CD4*
de linhagem Th1, contribuindo para a resisténcia genital feminina contra infecgdes durante
0 proestro e o estro, além do IFN-y produzido pelas células Th1 T CD4" que é essencial
para a ativagdo de macrofagos e morte intracelular de Leishmania (Papadogiannakis e
Koutinas 2015; Sugiura et al. 2004). No entanto, a presenca de progesterona no ciclo estral,
também pode influenciar na imunidade local, conforme descrito por Miyaura e Iwata,
(2002), Faas e cols (2000) , que demosntraram em modelos murinos que a presenca deste
horménio tem papel imunossupressor (perfil Th2), com consequente inibicdo da resposta
Th1, devido aos altos niveis de liberacdo de IL-10, que estdo associados a uma resposta
imunossupressora, favorecendo maior carga parasitaria e a persisténcia da doenca no
hospedeiro. Bertolo et al. (2022) também observaram que cadelas com maior nivel de
progesterona tiveram subtipos de linfécitos T (CD3, CD4 e CD8) além da presenca de
macrdfagos, mostrando assim que a influéncia hormonal modulando o fenétipo desses leucdcitos a
um fendtipo menos protetor, contribuindo para a persisténcia da infecgdo no entanto, dessa vez em
tecido mamario.O mesmo processo, apesar de nao ter sido avaliado, poderia ocorrer na LVF,

embora sejam necessarios novos estudos que demonstrem esta relacgéo.

A superficie mucosa genital, nunca antes estudada em gatos, demonstrou associagao
positiva quando comparada com o padrdo ouro, indicando assim a possibilidade de sua

utilizacdo para o diagnostico de LVF.

Uma vez encontrado DNA do parasito na superficie mucosa genital é possivel
sugerir que haja transmissdo venérea bidirecional entre estes animais, fato este ja observado
em cées (Boechat et al., 2016), onde a partir da copula traumatica, com surgimento de lesGes
na mucosa vaginal ou prepucial, pode facilitar a penetracdo do parasito na superficie do
epitélio genital (Diniz et al., 2005). A copula em gatos, fisiologicamente traumatica para
fémeas em funcéo da presenca das espiculas do pénis do macho (Johnston et al., 2001), pode

permitir a penetracao do parasito na mucosa vulvo-vaginal, se presente na superficie genital
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do macho. Silva e cols (2014) observaram cées infectados por L. infantum com sémen
contendo o parasito, em detrimento do esmegma positivo para 0 DNA deste protozoério. A
transmissdo venérea da fémea para 0 macho ainda ndo foi demonstrada em nenhuma das

espécies.

A superficie de mucosa de célon, assim como a superficie mucosa genital, apesar de
nunca ter sido relatada como fonte de diagndstico para a parasitose, demonstrou uma
associacdo significativa quando comparada com o padrdo ouro, apresentando uma
positividade de 23% no presente estudo. Em caso de cées a diarreia frequentemente tem sido
relatada como sinal clinico comum na leishmaniose (Solano-Gallego et al. 2016; Sykes et
al. 2013; Solano-Gallego and Baneth 2010, Solano-Gallego et al. 2009) sendo demonstrado
em 2011 por Pinto e cols que o exsudato celular crénico era composto de macréfagos
contendo formas amastigotas de L. infantum, que também foram frequentemente
encontrados na lamina prépria da mucosa e submucosa intestinal de cédes afetados,
independente de apresentarem sinais clinicos. Ja em 2014 Figueiredo e colaboradores
demonstraram a partir de exames de histopatologia e imunohistogimica, que formas
amastigotas de L. infantum eram mais numeroras no célon e no ceco. Desta forma e com
base nos nossos resultados, pode-se considerar e sugerir que esta superficie mucosa seja uma

amostra a ser utilizada para o diagndstico da doenca.

6. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou a presenca da L.infantum em gatos na regido
metropolitana de Belo Horizonte e possibilitou a producdo de conhecimento sobre a LFV,
indicando que a coleta de swabs pode ser pratica no dia a dia das clinicas veterinérias,
principalmente quando se trata da superficie mucosa oral, sendo uma técnica menos invasiva
guando comparada com as demais. Além disso a infeccdo em gatos juntamente com a falta
de sinais clinicos tem forte indicativo que esses animais sejam portadores assintomaticos
deste protozoario. No entanto, cabe destacar que ainda existem pontos da doenca e da

infeccdo que merecem ser elucidados em estudos futuros.
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