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Resumo

A leishmaniose visceral, causada pelo protozoario Leishmania infantum, é considerada
doenca endémica no Brasil. Sabe-se que o cdo € o principal hospedeiro e reservatorio da
doenga, no entanto, o papel do gato na epidemiologia da doenca tem sido questionado. Este
trabalho buscou investigar a infeccdo por Leishmania em felinos de um gatil localizado em area
endémica para leishmanioses. A amostra total foi de 100 gatos, escolhidos de maneira aleatdria
de um plantel de 250 animais. Cada um destes animais foi identificado com resenha e
implantagdo subcutinea de “microchip”. Apds exame clinico completo, colheu-se 5 ml de
sangue para realizacdo de perfis hematologico e bioquimico, imunocromatografia para
diagndstico de leishmaniose, FIV e FeLV, e testes soroldgicos por RIFI para identificacdo de
anticorpos anti-Leishmania. Procederam-se ainda exames parasitoldgicos pela puncédo de
medula 6ssea: pesquisa direta de Leishmania por ldminas e cultura, e técnicas moleculares:
PCR HSP70 e KDNA de medula 6ssea e bidpsia de pele.

Nos exames parasitoldgicos e moleculares ndo foram obtidos resultados positivos. Desta
forma, os resultados positivos obtidos no exame sorolégico foram comparados com alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas pelo teste de Qui Quadrado e observou-se estatistica
significativa, ou seja, rejeitou-se a hipdtese nula, comprovando assim a associacdo dos
resultados de RIFI com anemia, plaquetopenia, leucopenia, aumento de uréia, aumento de
creatinina, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, aumento de ALT e imunocromatografia
positiva para FeLV, ou seja, obteve-se p< 0,05.

Com este trabalho foi possivel demonstrar que felinos de gatil localizado em cidade endémica
para leishmaniose visceral canina apresentaram alteracbes hematoldgicas, bioquimicas, presencga
de retroviroses e de anticorpos anti-Leishmania, no entanto a presenca do parasita na medula

Ossea ou na pele ndo foi confirmada por métodos parasitoldgicos e moleculares.

Palavras chave: leishmaniose visceral, leishmaniose felina, técnicas soroldgicas, reacdo em

cadeia da polimerase, Leishmania infantum.



Abstract

Visceral leishmaniasis, caused by the Leishmania infantum protozoa, is considered an
endemic disease in Brazil. It is known that the dog is the main host and reservoir host for the
disease. However, the cat’s role in the epidemiology of leishmaniasis is being questioned.
This research aimed at surveying feline leishmaniasis cases and also at evaluating diagnostic
techniques and the frequency of the disease caused by Leishmania infantum in a cattery. The
sample consisted of 100 cats, randomly selected from a population of 250 animals. Each of
them was identified through identity sketches and had a microchip subcutaneously implanted.
After a thorough clinical examination, 5mL of blood were collected for hematological and
biochemical profiles, immunochromatographic assays for leishmaniasis, FIV and FeLV
diagnoses, and serological tests - ELISA and IIFT - for the detection of anti-Leishmania
antibodies. Twenty-two cats, positive in both serological tests, were selected. Bone marrow
biopsies were performed in order to prepare slides for Leishmania identification, for HSP70-
PCR and kDNA-PCR assays, and for Leishmania cultures. Also, skin biopsies were
performed for PCR assays. In the second stage of the experiment there were no positive
results in the tests. Thus, using the Chi-square test and the Spearman correlation, the previous
stage was analyzed in order to justify serology and inflammatory proteins results. A
statistically significant association was found (p<0, 05) in the albumin (Spearman test) and
in the creatinine (Chi-square test) categories. It is possible to demonstrate in this paper that
the serological techniques (1IFT and ELISA) were not able to diagnose the disease in felines,
and also that the albumin and creatinine variables presented positive correlations with

serology.

KEY WORDS: visceral leishmaniasis, feline leishmaniasis, serological techniques,

polymerase chain reaction, Leishmania infantum.



LISTA DE ABREVIATURAS

FeLV — Virus da Leucemia Felina

FIV-Virus da Imunodeficiéncia Felina

LF — Leishmaniose felina

LV - Leishmaniose visceral

PCR — Reagéo em cadeia da polimerase

PIF — Peritonite Infecciosa Felina

RIFI — Reagéo de imunofluorescéncia indireta
ELISA — Ensaio imunoenzimatico



10

1. INTRODUGCAO

As Leishmanioses sdo doencas complexas, distribuidas por todo 0 mundo, causadas por
protozoarios flagelados pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania com caracteristicas epidemioldgicas que estabelecem diversas formas clinicas da
doenca (Ross, 1903). A principal forma de transmisséo € pela picada de fémeas de flebotomineos
(Psychodidae: Phlebotominae) infectadas. Entre dezessete espécies de Leishmania, treze
apresentam natureza zoonotica, distribuem-se pelo Velho e Novo Mundo e manifestam-se nas
formas cuténea e visceral (Lainson e Shaw, 1987). A doenca é endémica em 65 paises (Alvar et
al., 2006) e mais que 90% dos 500 mil casos por ano no mundo ocorrem na india, Bangladesh,
Nepal, Sudao e Brasil. Estima-se que a leishmaniose visceral (LV) é responsavel por cerca de
59.000 mortes por ano (Alvar et al., 2012).

No Brasil, a LV é uma zoonose endémica causada pelo protozoario Leishmania infantum,
transmitida pela picada de vetores artropodes do género Lutzomyia spp., sendo o Lutzomyia
longipalpis o vetor mais importante do parasito no Novo Mundo. O reservatorio doméstico mais
relevante para a L. infantum ¢é o cdo (Canis familiaris) (Dantas-Torres e Branddo-Filho, 2006).
Em muitas cidades do Brasil, onde a LV é endémica, a eutanasia de cdes afetados por LV
representa um dos pilares no controle da doenca pelo governo (Ministério da Saude, 2014).
Apesar dessa medida de controle utilizada pelo Ministério da Salde, associada a dedetiza¢do do
ambiente em &reas endémicas, a prevaléncia de cédes afetados e o nimero de casos humanos
aumentaram significativamente nos Gltimos anos. Desta maneira, tém se apontado a possivel
participacdo de mamiferos sinantropicos, tais como gambas, ratos, capivaras e outros animais
domeésticos, como o gato (Felis cataus) atuando como reservatorios alternativos ou até acidentais
de L. infantum em areas urbanas (Poli et al., 2002; Dantas Torres e Brandao-Filho, 2006 e Maroli
etal., 2007).

A incidéncia de gatos infectados ou mesmo doentes em areas endémicas é drasticamente
inferior ao de cées, sugerindo que o desenvolvimento de imunidade celular, quando infectados
pelo parasito, seja efetivo para controlar a infecgdo e conferir certo grau de resisténcia natural a
estes animais (Sobrinho, 2014). Cinco espécies dentro do género Leishmania foram
identificadas em gatos: Leishmania mexicana, Leishmania venezuelensis, Leishmania
braziliensis e Leishmania amazonensis no Novo Mundo, e Leishmania infantum tanto no

Novo e do Velho Mundo. (Pennisi, 2015).

E valido questionamentos em prol do diagndstico nesta espécie e compreenséo de sua
resposta imunoldgica, uma vez que ja foi comprovado que gatos com leishmaniose possuem

capacidade de infectar flebotomineos (Sobrinho, 2014).



11

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1 Caracteristicas da doenca

A Leishmaniose é uma doenga parasitaria zoonética que engloba um grupo de doencas
causadas por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania. Estes organismos sao
pleomorficos com formas promastigotas (flageladas e extracelulares) e amastigotas (aflageladas
e intracelulares) que se reproduzem assexuadamente por fissdo binaria. Taxonomicamente
Leishmania spp. pertence ao Reino Euglenozoa, Classe Kinetoplastea, Ordem Trypanosomatida,
Familia Trypanosomatidae (Votypka et al., 2015). O género Leishmania da origem aos
subgéneros Leishmania e Viannia que se diferem quanto ao desenvolvimento no vetor. Ao
primeiro género, de maior importancia no Novo Mundo, pertencem 5 espécies: L.tropica, L.major
e L.aethiopica, o complexo L.donovani (L.infantum, L.donovani e L.chagasi). No complexo
L.donovani, a espécie L.donovani donovani estd associada ao desenvolvimento da doenca nos
humanos e a espécie L.donovani infantum (sin. L.donovani chagasi na América) associada aos
animais (SHAW et al., 2006). Ao passo que, a forma dermotropica é causada pela infecgdo da
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
lindenbergi, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia)
braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis (Basano e Camargo, 2004; Esch e
Petersen, 2013).

2.2 Ciclo da doenca

O ciclo bioldgico do protozoario é heteroxénico, sendo composto por hospedeiros
vertebrados e invertebrados. No seu ciclo bioldgico este protozoario apresenta dois tipos
morfol6gicos béasicos, consoante o hospedeiro. A promastigota ocorre no hospedeiro
invertebrado, e se apresenta de forma fusiforme, extracelular, com um flagelo na porcéo anterior.
A amastigota ocorre no hospedeiro vertebrado, apresenta conformacgdo arredondada ou oval,
intracelular, com um flagelo rudimentar (Chang et al, 1985).

Os hospedeiros vertebrados sdo animais silvestres ou domésticos. O cdo apresenta papel
importante na transmissdo da doenga, o de reservatorio natural e ainda apresenta uma severa
doenca sistémica (Solano Gallego et al., 2009). O parasito ja foi detectado em outras espécies de
animais, incluindo pequenos roedores (Neafie e Connor, 1976; Ozon et al., 1998), ovelhas (Van
der Lugt et al., 1992), cabras (Williams et al., 1991) e cavalos (Koehler et al., 2002; Solano-
Gallego et al., 2003). S&o, todavia os cdes, que apresentam um papel importante, apesar de
controverso, na manutencao ao longo do tempo, da leishmaniose visceral humana (Cardoso et al.,
2004). Estes apresentam todas as caracteristicas de bons reservatorios da doenca, com uma area
de distribuicdo corporal semelhante a humana, contato frequente com flebétomos antropofilicos,
modo de parasitismo favoravel a transmissao, alto grau de infec¢édo cutanea e evolugéo cronica e

prolongada da doenca (Bray, 1982).
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Os hospedeiros invertebrados sdo representados por fémeas de insetos dipteros,
pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phebotominae e géneros
Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (Chang et al, 1985). Os principais
vetores envolvidos na transmissao das leishmanioses no Brasil compreendem vérias espécies do
género Lutzomyia, a saber, Lutzomyia complexa, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia whitmani,
Lutzomyia wellcomei (infectados por L. (V.) braziliensis), Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia
olmeca nociva e o Lutzomyia reducta (infectados por L. (L.) amazonensis) (Pita-Pereira et al.,
2009; Rebélo et al., 1999), bem como o Lutzomyia longipalpis e a Lutzomyia cruzi (infectados
por L. infantum chagasi) (Romero e Boelaert, 2010). S&o insetos pequenos, com 2 a 3 mm de
comprimento, revestidos por pélos de coloracdo palha, caracterizados pelo pouso com as asas
entreabertas e discretamente eretas, deslocando-se em voos curtos e silenciosos, onde apenas a
fémea é hemato6faga (Rey, 2001).

Sabe-se que a picada do flebotomineo é a principal forma de transmissdo da doenca,
havendo também vias secundéarias cuja relevancia ainda é desconhecida, como transmissao

transplacentéria, transfusdo sanguinea, por ectoparasitos e via venérea (Dantas Torres, 2009).

O ciclo completo no inseto dura de 6 a 9 dias, dependendo da espécie. Assim, quando
ocorre o repasto sanguineo pelo flebotomineo fémea em um mamifero infectado, sdo ingeridos
macréfagos parasitados com formas amastigotas de Leishmania, que se alojam na porgdo
posterior do seu intestino médio. Estas formas se diferenciam a medida que migram ao longo do
intestino, primeiramente em promastigotas prociclicos e posteriormente metaciclicos (forma
infectante ao hospedeiro invertebrado) até atingirem a cavidade oral (Alves-Pires, 2008). Cada
fase de diferenciacdo é caracterizada por alteragdes morfoldgicas e funcionais que visam garantir
a sua sobrevivéncia no vetor (Kamhawi, 2006). As promastigotas se fixam a valvula estomodeal
(Ultima porgao do intestino anterior) e provocam a degeneracdo da mesma, permitindo as formas
metaciclicas atingirem a cavidade oral e penetrarem no hospedeiro vertebrado quando de uma
nova refeicdo (Tomas e Romao, 2008). A perda da funcionalidade da valvula juntamente com a
ocluséo do lumen intestinal causada pelos parasitas e por uma matriz de fosfoglicanos secretados
impede o inseto de realizar refeicdes completas. Este fato obriga o vetor a picar varios
hospedeiros, na tentativa de obter a quantidade de sangue de que necessita (Rogers, Chance e
Bates, 2002). Isso parece explicar que num determinado foco, se verifiqgue uma elevada
prevaléncia de Leishmaniose apesar de uma baixa taxa de infeccdo flebotominica (Alves-Pires,
2008).

Fémeas aladas dotadas de formas promastigotas metaciclicas, realizam o repasto em um
animal sadio, no qual sdo inoculadas na epiderme e fagocitadas por células do sistema
mononuclear fagocitico (SMF) e, no interior de macréfagos diferenciam-se em formas

amastigotas e multiplicam-se por intensa divisdo binaria. Uma vez repletos de amastigotas, 0s
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macrofagos rompem-se e as liberam para outras células fagociticas no figado, baco, linfonodos,
medula dssea, pele e outros 6rgaos (Alves-Pires, 2008).

Somente as fémeas de L. longipalpis sdo hematdfagas (Dantas Torres, 2009), as condi¢des
ambientais ideais para atividade dos flebotomineos sdo temperaturas entre 15 e 28°C, alta
umidade relativa e auséncia de vento ou raios solares (Durrani et al., 2012). As fémeas de
flebdtomos se alimentam principalmente nas areas de pelagem escassa como cabeca, plano nasal,
pina e areas inguinal e perineal (Solano Gallego et al., 2009). A atividade dos flebdtomineos

adultos é crepuscular e noturna durante todo o ano na América do Sul (Sharma e Shing, 2008).
2.3 Resposta imunologica

A resposta imunolégica ja foi descrita em cdes, hamsters e no homem. Esta, inicia-se
guando macréfagos parasitados e células apresentadoras de antigenos ativam linfocitos T do
subtipo CD4+. Estes sdo induzidos a produzir interleucinas que provém o desenvolvimento de
duas subpopulagdes de linfocitos T auxiliares (T helper), Thl e Th2 (Barbiéri, 2006; Michalick e
Genaro, 2007).

Os linfdcitos Thl ativados estimulam a produgéo de citocinas pré-inflamatérias como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-), as interleucinas IL-1, IL-2, IL-6 e IL-12 e o interferon gama
(IFN-y), que eleva a eficiéncia dos fagocitos e dos linfocitos citotoxicos. Uma vez ativados, os
macréfagos produzem superdxido e 6xido nitrico (NO), os quais sdo potentes radicais livres
capazes de controlar o parasitismo e eliminar a infeccdo (Pinelli et al.,1999; Abbas et al., 2008;
Weaver et al., 2007).

Quando a infeccdo induz a resposta de linfocitos Th2, ha sintese de citocinas anti-
inflamatdrias como o fator transformador de crescimento beta (TGF-B) e as interleucinas IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, bem como a proliferacdo de células B e subsequente producdo de
anticorpos (Murray et al., 2003). Apesar de ser intensa, a proliferagdo de imunoglobulinas é pouco
efetiva na resposta imunologica contra o parasito intracelular e deletéria devido & deposicéao de
complexos imunes circulantes em varios tecidos (Martinez -Moreno et al., 1995; Santos-Gomes
et al., 2002; Weaver et al., 2007). Tanto a IL-12 como a IL-4, liberadas no inicio do processo
inflamatorio, desempenham um papel crucial no curso da infecgdo; ja que influenciam a resposta
imune inata e incitam os linfécitos TCD4+ (Abbas et al., 2008). Desta maneira, a resposta Thl
esta relacionada a resisténcia e protecdo contra a infecgdo, ao passo que a Th2 esta envolvida na

suscetibilidade e progresso da doenca (Barbiéri, 2006; Michalick; Genaro, 2007).

2.4 Leishmaniose Felina



14

A leishmaniose felina (LF) foi descrita em 1912, quando Sergent encontrou formas
amastigotas na medula dssea de um gato de aproximadamente quatro meses, que convivia na
mesma casa com um cachorro e uma crianga infectada por Leishmania infantum (Sergent, 1912
citado por Gramiccia e Grandoni, 2005). Varios relatos de infecgdes em felinos surgiram na
literatura cientifica em paises da Europa Central, América do Sul, bacia do Mediterraneo e Asia
(Pennisi et al., 2004). Felinos sdo naturalmente infectados pelas mesmas espécies de Leishmania
que afetam cdes e seres humanos em areas tropicais e subtropicais em todo o mundo: L. infantum
na bacia do Mediterraneo, Ird e Brasil; L. mexicana no Texas, EUA, L. braziliensis no Brasil e
Guiana Francesa; L. amazonensis no Brasil; L. venezuelensis na Venezuela (Pennisi, 2013).
Normalmente gatos infectados sdo encontrados em areas endémicas de leishmanioses, embora a
doenca clinica devido a L. infantum em gatos é rara (Pennisi et al., 2015). Um caso de animal
infectado com L. infantum foi registrado na cidade de Cotia do Estado de S&o Paulo (Brasil), onde

nenhum caso autdctone de LV humana ou canina foram reportados (Savani et al., 2004).

A leishmaniose causada por L. infantum é uma patologia global emergente. Usando
técnicas moleculares de diagndstico em caes em areas endémicas, mostrou-se que a prevaléncia
da infeccdo é muito mais elevada do que a da doenca; sendo 0 mesmo, verdade para as pessoas e
felinos: em algumas areas endémicas, infecces latentes chegar a 30% da populagdo, com base

em teste de pele positivo para Leishmania (Pennisi, 2015).

Maia e Campino (2011) enunciaram gue 0s gatos podem ser importantes hospedeiros da
Leishmania, uma vez que sdo considerados fonte de alimentacdo sanguinea para 0s vetores
biolégicos. A caracteristica que permite incluir essa espécie no ciclo bioldgico do parasita é a
susceptibilidade natural & infeccdo por L. infantum, geralmente ndo acompanhada de sinais
clinicos, que quando presentes sdo predominantemente cutaneos com poucos relatos de dispersao

visceral.

A patogénese do desenvolvimento da doenca é influenciada por fatores imunolégicos,
que estdo ligados a base genética complexa dos hospedeiros, como demonstrada por estudos em
animais de laboratdrio, caes e humanos. Nas pessoas, a L. infantum pode induzir lesdes cutaneas
locais e doenca visceral grave. A Ultima forma € a apresentacdo tipica em pacientes
imunossuprimidos. Em cdes, a leishmaniose é uma doenca multissistémica com um vasto espectro
de gravidade que reflete o equilibrio entre a célula-mediada de protegdo e a resposta imunologica
humoral ndo protetora. Em todas as espécies hospedeiras hd uma gama dindmica de infecgdo
subclinica com doenca grave e ndo-auto-limitante, os macrofagos desempenham um papel central
no controle da infecgdo. As citocinas, tais como IFN-y, IL-2 e TNF-a, secretado por células T

ativadas, estimulam a morte intracelular de formas amastigotas de Leishmania por macréfagos.
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A presencga de macrdfagos infectados por Leishmania é geralmente associada com um reagéo

inflamatéria linfoide, mas a hiperplasia granulomatosa também é comum (Pennisi, 2015).

Uma resposta de anticorpos macica é responsavel pela deposi¢do de complexos imunes
no rim, com glomerulonefrite e subsequente faléncia renal. Na histopatologia de lesdes cutaneas
dos felinos encontra-se principalmente uma dermatite granulomatosa difusa com macrofagos
contendo muitos parasitas de Leishmania, ou uma perifolliculite granulomatosa e dermatite com
reacdo do tecido liquendide de interface, além de inflamacdo granulomatosa também vista no
figado. Estudos epidemioldgicos mostraram que a infeccdo por Leishmania dos gatos € muito
mais comum do que a doenca associada; gatos podem permanecer PCR e anticorpo positivo para
um longo tempo. Desta forma, gatos podem ser mais resistentes do que os cdes para desenvolver
a doenca (Pennisi et al., 2002; Poli et al., 2002; Mancianti, 2004; Maroli et al., 2007; Pennisi et
al, 2013).

Os sinais clinicos associados a infec¢do por Leishmania em gatos podem apresentar um
padrdo sistémico e/ou dermatoldgico. A forma dermatoldgica é a mais comum (Pennisi et al.,
2002; Poli et al., 2002; Mancianti, 2004; Maroli et al., 2007). As apresentacGes cutaneas séo
polimérficas, tais como lesdes nodulares, ulcerativas, crostosas ou papulares (Gramiccia e
Grandoni, 2005). As localizagdes mais comuns destas lesdes séo o nariz, 1abios, orelhas, palpebras
e membros distais. Também podem surgir lesdes generalizadas de dermatite, alopecia e
descamagédo (Pennisi et al., 2002; Poli et al., 2002; Mancianti, 2004; Maroli et al., 2007).

A forma sistémica da doenca mostra envolvimento do figado, baco, linfonodos e rins
(Pennisi et al., 2002; Poli et al., 2002; Mancianti, 2004; Maroli et al., 2007). Outros sinais clinicos
menos especificos sdo desidratacdo, corrimento ocular, uveite, estomatite ulcerativa ou complexo
gengivite-estomatite felino, febre, anorexia, vémito, otite, hipergamaglobulinemia, anemia
normocitica normocrémica leve, linfadenopatia (local ou generalizada), distensdo abdominal,
diarréia cronica, podendo levar a morte (Mancianti et al., 2004; Piraja et al. 2013; Pennisi et al.
2015).

Quanto aos aspectos epizootioldgicos de LF, a prevaléncia da infecgdo foi estimada em
populagdes do sul da Europa por meio de técnicas soroldgicas que detectavam anticorpos de L.
infantum. Os titulos de anticorpos anti-Leishmania detectados foram menores que na LVC. Os
valores de soroprevaléncia por RIFI variaram de 0,6 a 59,1% em diferentes areas endémicas
(Boari et al., 2005).

Apesar de ser susceptivel e de sua proximidade com humanos, o papel do felino na
epidemiologia das leishmanioses ainda néo foi esclarecido. Mesmo com a ocorréncia de infecgdes
esporadicas, os felinos ndo sdo considerados, até 0 momento, reservatdrio importante da doenca

(Piraja et al., 2013). Existem discordancias na literatura com relagéo a susceptibilidade dos felinos



16

domésticos a infeccdo por Leishmania sp., pois acredita-se que gatos infectados possuam certo
grau de resisténcia natural a enfermidade, indicado por estudos de infeccéo experimental (Pennisi
et al., 2004). Apesar da existéncia de alguns estudos sobre a soroprevaléncia da infeccdo em
populacbes de felinos residentes em areas endémicas, ndo estd claro ainda se a pequena
prevaléncia é devida a baixa susceptibilidade ou por menor infec¢do pelo parasito. Algumas
possibilidades s&o: falhas na detecgdo de anticorpos, possivel resisténcia natural dos felinos, com
producdo de linfocitos Thl;(Costa et al. 2010), falta de sintomas caracteristicos que facilitem a
suspeita e até mesmo a triagem da infeccao ou ainda por apresentarem a doenca associada a outras

enfermidades, muitas vezes mascarando a leishmaniose (Piraja et al., 2013).

Os sinais clinicos da enfermidade sdo muitas vezes detectados em gatos infectados com
doencas imunossupressoras como as causadas pelos virus da imunodeficiéncia felina (FIV), da
leucemia felina (FeLV), da Peritonite infecciosa felina (PIF); diabetes melitus, doengas
autoimunes e neoplasicas, que podem proporcionar a multiplicacdo do parasita (Pennisi et al.,
2004; Maroli, 2007).

Apesar de alguns autores (Pennisi et al., 2004; Maroli, 2007) suspeitarem da forte
associagdo de doencas imunossupressoras com a LF, um estudo (Garrido, 2012) efetuado em
regibes endémicas de Portugal, verificou que em gatos soropositivos para Leishmania os
porcentuais de anticorpos detectados de FIV, FeLV e PIF eram de 29,4%, 37,5% e 26,7%
respectivamente, indicando assim ndo haver associagéo direta entre a presenca de Leishmania e a
infeccdo por estes virus. Também na maior parte dos rastreios epidemioldgicos a associagdo entre
a positividade em relacdo a FIV, FeLV e/ou parasitoses concomitantes, como a infeccdo por
Toxoplasma gondii, e a presenca de anticorpos anti-Leishmania néo foi observada (Sobrinho et
al., 2010; Maia e Campino, 2011). Em um estudo realizado por Pennisi et al. (2004), foi observado
maior ocorréncia em felinos do sexo feminino e com idade superior a dois anos. Ja Cardoso et al.
(2010), observaram maior soroprevaléncia em animais de ambientes rurais, defendendo que estes
sd0 mais susceptiveis, pois permanecem a maior parte do tempo no exterior da casa e sem

profilaxia inseticida.

O diagnostico definitivo da leishmaniose associa a presenga de sinais clinicos
compativeis com a infecgdo, histdrico de exposi¢do ao parasito e comprovagdo da presenca do
parasito Leishmania. As principais categorias de testes usados no diagndstico da LV em gatos sao
métodos parasitoldgicos (deteccdo do parasito), métodos soroldgicos (detecgdo de anticorpos

anti-Leishmania) e métodos moleculares (amplificacdo do DNA do parasito) (Garrido, 2012).

Os métodos de diagndstico parasitologicos diretos permitem a visualizacdo do parasito,
como a citopatologia, que consiste na demonstracdo da forma amastigota do parasito através de

esfregacos corados de material biolégico, nomeadamente da medula 6ssea, baco, linfonodos, pele
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ou sangue periférico, que posteriormente sdo observados e identificados ao microscopio 6ptico
(Maia e Campino, 2008). Existe a histopatologia, onde se obtém pequenos fragmentos de érgaos,
como o figado ou bago, obtidos por bidpsia ou apds a eutanasia, dos quais sao realizados cortes
histologicos em busca de infiltrado inflamatério mononuclear e formas amastigotas de
Leishmania (Navarro et al., 2010). Esses métodos sdo comumente utilizados na identificacdo do
parasito em gatos, devido a pequena deteccdo e contestavel por métodos soroldgicos (Garrido,
2012). E ainda a cultura de Leishmania, onde material bioldgico é coletado de forma esteril,
normalmente de medula 6ssea, sendo submetido a um meio com condicdes ideais de temperatura
e nutrientes para que estas, consigam se reproduzir e crescerem a ponto de serem identificadas

em microscopia optica (Pennisi et al., 2015).

Os métodos soroldgicos consistem na detec¢do de anticorpos anti-Leishmania no soro
sanguineo do gato e constituem um instrumento para a triagem no diagnostico de infec¢do por
Leishmania spp. As técnicas mais utilizadas sdo ELISA e RIFI. A ELISA utilizada no diagnéstico
de Leishmaniose permite a deteccdo de anticorpos especificos, utilizando um antigeno soltvel
adsorvido a uma superficie de plastico sobre o qual sdo colocados o0s soros suspeitos. A
evidenciacdo dos complexos antigeno/anticorpo é efetuada pela adi¢do de um conjugado anti-
espécie ligado a uma enzima, do substrato enzimatico e de um cromégeno, desencadeando uma
reacdo enzimatica demonstrada pelo aparecimento de cor. De acordo com a literatura, os valores
de sensibilidade variam entre 86%-99% e os da especificidade entre 94%-99,5%, apresentando
maior interesse para a realizacdo de rastreios epidemioldgicos por serem analisadas um elevado

namero de amostras (Pennisi et al,. 2010).

A principal limitagdo é a incapacidade de diagnosticar a doenga quando ndo se produzem
anticorpos, durante o periodo de soroconversao e em doentes assintomaticos (Solano-Gallego et
al., 2009; Gramiccia, 2011).

A técnica de RIFI baseia-se na formacdo de imunocomplexos formados pelos antigenos
de superficie figurados fixos ao suporte sélido de fixacdo com os anticorpos especificos existentes
no soro do animal. Posteriormente, adiciona-se um anticorpo anti-espécie conjugado com um
fluorocromo que permite observar os resultados finais num microscépio de fluorescéncia. O
antigeno mais utilizado nesta técnica é constituido por formas promastigotas inteiras cultivadas
in vitro (Maia e Campino, 2008), porém, na infeccdo natural, o hospedeiro vertebrado reage
imunologicamente com as formas amastigotas do parasita. Em concordancia com o anterior, num
estudo realizado por Ferndndez-Pérez et al. (1999) é referido que a reacdo sobre amastigotas é
mais sensivel em casos assintomaticos e com baixos titulos de anticorpos especificos (Cardoso,

2004). Segundo Pennisi (2015), na realizacdo de exames soroldgicos pode ocorrer rea¢do cruzada
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entre anticorpos felinos para diferentes espécies de Leishmania e Trypanosoma, como ja

demonstrado em caes.

A baixa produgdo de anticorpos especificos sugere que a sorologia convencional ndo é
um método confidvel em gatos (Maia e Campino, 2011) e a presenca de anticorpos nao implica o
desenvolvimento da doencga. Martin-Sanchez et al. (2007) verificaram que felinos com titulos de
anticorpos anti-Leishmania spp. mais elevados apresentavam menor ocorréncia de positividade
pela técnica de PCR. Por outro lado, houve maior proporcéao de positividade com PCR em felinos
com baixas concentracdes séricas de tais anticorpos. Desta maneira, alguns autores levantam a
hipétese de uma resposta imunitaria felina diferente daquela que ocorre usualmente em cées, o
gue pode explicar a baixa ocorréncia de felinos assintomaticos, uma vez que a resposta imune do
tipo celular é um indicativo de resisténcia a infeccdo por Leishmania spp. (Vita et al., 2005;
Baneth et al., 2008; Maia e Campino, 2011).

A Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) consiste em um método molecular sensivel,
confiavel e répido para o diagndstico da leishmaniose, podendo ser realizado com amostras de
medula 6ssea, sangue, fragmentos de 6rgaos (com baco, figado e pele). Atualmente, ensaios
baseados nas técnicas de PCR constituem a principal abordagem molecular, produzindo
resultados confidveis no diagnéstico da LF. Tais ensaios permitem amplificar quantidades
minimas de DNA do parasita através da utilizacdo de sequéncias iniciadoras especificas e
confirmar sua presenga na amostra (Maia e Campino, 2008). Os dois alvos moleculares mais

utilizados em PCR P22 deteccgdo de Leishmania spp. s&éo 0 kDNA e o HSP70.

O DNA do cinetoplasto (kDNA, do inglés kinetoplast) representa 20-25% do DNA do
parasito e consiste em uma rede de moléculas circulares, interligadas, divididas em maxicirculos
e minicirculos (Telleria, 2006). Sdo cerca de 50 maxicirculos (com 20.000 a 35.000 pb (pares de
base)), que cont€ém genes que codificam proteinas mitocondriais € 0 RNA ribossomal (rRNA),
enquanto os minicirculos sao no niumero de 10.000 a 20.000, com sequéncias de 500 a 2.500 pb
(Cortes, 2008). O minicirculo kDNA ¢ o alvo mais estudado e aplicado nas pesquisas moleculares
para o diagnoéstico da leishmaniose humana. Sua vantagem esta no fato do grande nimero de
copias por célula. Os iniciadores desenhados por Degrave et al. (1994) foram os mais aplicados
na amplificagdo do minicirculo do kDNA. A regido amplificada apresenta uma sequéncia de 120
pb, e os sistemas desenvolvidos j& foram aplicados com sucesso na identificacdo de Leishmania
em amostras de medula, sangue, soro e urina, de pacientes imunocompetentes e
imunocomprometidos (Attar, 2001; Fissore et al., 2004; Mary, 2004; Junior, 2009). Os bons
resultados para esses iniciadores foram obtidos tanto utilizando técnicas convencionais de PCR
como a PCR em Tempo Real (Mary, 2004; Fakhar, 2008). Os sistemas apresentaram valores de

detecgdo de 0,001 parasito/mL, identificando DNA de Leishmania em portadores assintomaticos,
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quando as técnicas convencionais de diagnostico falharam, indicando uma boa correlagdo entre
os niveis de parasitemia e o estado clinico dos pacientes (Mary, 2004; Fakhar, 2008).

Os parasitas como a Leishmania infantum, sofrem varias mudangas morfoldgicas
durante seu ciclo de vida, incluindo a troca de organismo hospedeiro. Dentre essas, as Heat
Shock Proteins 70 (HSP70) sdo proteinas essenciais durante a passagem do vetor para o
hospedeiro vertebrado, devido aos varios tipos de estresses ao qual o parasita é submetido, o
que resulta em uma maior expressao destas proteinas. As proteinas de choque térmico ou
chaperones moleculares, como, por exemplo, a Hsp70, tém a fungédo auxiliar no processo de
enovelamento proteico, no transporte de proteinas entre as membranas e em outras fungdes
celulares ainda nédo elucidadas. As Heat Shock Proteins (HSPs) sdo identificadas como os
principais imundgenos em varias doengas infecciosas (Arora et al., 2000), sendo a familia da
HSP70 comum em soro de pacientes com LV (Wallace et al., 1992; Arora et al., 2000). Ap6s
mapeamento de HSP70 cDNA (Arora et al., 1995; Arora et al., 2000), abordagens com PCR
foram feitas utilizando os iniciadores Hsp70sen e Hsp70ant (Garcia, 2004). Um produto de
1.300 pb foi amplificado com estes parasitos, 0 mesmo encontrado com o DNA de T.
cruzi, mas nenhum produto foi observado com M. tuberculosis ou Sporothrix schenckii.
Dessa forma, falsos positivos podem ser obtidos em pacientes chagasicos.

Segundo Costa et al., (2010) em um estudo onde foram avaliados 200 gatos, a
concordancia observada entre o diagnostico parasitologico e a técnica de ELISA indireto foi
considerada fraca. Chama a atengdo o fato de que dos oito gatos com exame parasitoldgico
positivo, apenas dois eram sorologicamente positivos. Esta observagdo concorda com os relatos
de Martin-Sanchez et al. (2007), que avaliaram amostras de soro de 183 gatos por RIFI e
verificaram que os animais com o0s mais elevados titulos de anticorpos foram os que apresentaram
a menor proporcao de positividade para a presenca de DNA na técnica de PCR. Por outro lado,
as maiores proporg¢des de PCR positivos ocorreram em gatos com pequenos titulos de anticorpos.
Estes resultados sugerem que a resposta imune & infec¢do por Leishmania sp em gatos difere da
observada em cdes, 0 que deve explicar o pequeno nimero de animais infectados e sintomaticos.
Esse fato pode subestimar o nimero real de gatos infectados, desta forma, facilitando a

transmissdo dos parasitos (Costa et al., 2010).

3. HIPOTESE:
Felinos de gatil localizado em &rea endémica para as leishmanioses apresentam

marcadores bioldgicos de infecgdo para Leishmania spp.

4. OBJETIVOS:
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4.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a presenca de infeccdo por Leishmania spp em gatos de &rea endémica para as

leishmanioses.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Awvaliar a presenca de sinais clinicos de LV em gatos de &rea endémica;

b) Pesquisar a presenga de anticorpos circulantes anti-Leishmania no soro dos gatos;

c) Pesquisar a presenca do DNA de Leishmania spp. em pele e medula 6ssea de gatos de
area endémica;

d) Isolar e caracterizar espécies de Leishmania infectam gatos e area endémica;

e) Determinar a frequéncia da infec¢do por FIV/ FelV e determinar a possibilidade de co-

infecgdo com Leishmania spp.e sua manifestagéo;

5. MATERIAL E METODOS
O trabalho apresenta licenga concedida pelo CEUA sob nimero 242/2014.
5.1 GATOS:

A populagdo em estudo foi constituida por 100 gatos (Felis catus), escolhida aleatoriamente
de um contingente de 250 animais resgatados de vida errante e do Parque Municipal de Belo
Horizonte Américo Renné Giannetti. Esses animais residem no abrigo “Casa dos Gatos” na
regido da Pampulha, na cidade de Belo Horizonte, que por sua vez, representa uma area endémica

para leishmanioses.

Cada animal foi fotografado, resenhado e examinado (Anexo 1). A resenha consistiu em uma
ficha, onde foram descritas caracteristicas particulares de cada animal, como pelagem, cicatrizes,
alteracBes anatbmicas, sexo, idade aproximada (jovem, adulto ou idoso), raca, local de preferéncia
(exterior, interior ou misto), temperamento. Nesta etapa, cada animal passou por exame clinico
completo. Todos os animais foram identificados com o Microchip FDX-B (ISO standard -
BackHome BioTec® (Virbac, Sdo Paulo, Brasil) produzido de acordo com as hormas ISO 11784
e NBR 14766. Este microchip é comercializado com a agulha de aplicacéo e foi aplicado por via

subcutanea e entre escapulas.

5.2 Coleta e conservacdo do material biologico

Todas as amostras foram coletadas no proprio ambiente de moradia dos gatos. A coleta
de sangue foi realizada prioritariamente da veia jugular, e ocasionalmente da veia cefélica com
seringa (BD, Juiz de Fora, Brasil) de 5 ml e agulha BD (25 x 0,7. 22GX1). O sangue obtido foi

fracionado em tubo para soro (com gel separador hemogard cap. 3,5ml) e em microtubo com
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EDTA, com bico acoplado (cap. 250/ 500 uL). Essas amostras foram conservadas em caixa
térmica com gelo bioldgico, para o posterior encaminhamento ao Laboratério de Patologia Clinica
da Escola de Veterinaria da UFMG

5.3 Exames realizados
5.3.1 Sangue total com EDTA
5.3.1.1Hemograma

Com a amostra do tubo com EDTA foi realizado o hemograma, exame que consiste em
trés etapas: realizacdo do hematocrito, contagem celular automética pelo aparelho Abacus®
(Diatron — Séo Paulo) e correcdo dos valores e caracterizacdo de células brancas por contagem

diferencial em lamina.
5.3.250ro0
5.3.2.1 Perfil bioguimico

A amostra, colocada em tubo com gel separador, foi centrifugada por cinco minutos a
4000 rpm ( Centribio®, modelo 80-2B-5ML, Sao Paulo, Brasil), no qual foi separado o soro para
realizacdo dos exames: perfil renal (uréia e creatinina), perfil hepatico (ALT - Alanina
aminotransferase; AST - Aspartato aminotransferase , GGT - Gama glutamil transpeptidase e
FoAl - Fosfatase alcalina) e proteinograma (proteinas totais e fracoes - albuminas e globulinas).
Todos estes exames que compdem o perfil bioquimico foram realizados no aparelho automatico
Cobas® (Séo José do Rio Preto, Brasil)

5.3.2.2 Imunocromatografia

Com a amostra do soro foi realizado o teste rapido para Leishmaniose (ALERE
Lesihmaniose Ac- imunocromatografia), do Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e do Virus
da Leucemia Felina (FeLV) (kit ALERE FIV Ac/ FelV Ag).

O Teste Alere Leishmaniose Ac Kit é um imunoensaio imunocromatografico para
deteccdo qualitativa de anticorpos anti Leishmania infantum, através da proteina recombinante
rk28 (baseada na fusdo de epitopos de antigenos rK9, rk39 e rk26) em amostras de soro, plasma
ou sangue total, com resultados qualitativos (positivo ou negativo) para o diagnostico animal.
Este teste apresenta elevada sensibilidade (99%) e especificidade (96%).

Para a realizacdo do teste seguiu-se o protocolo:

a) O cassete foi retirado da embalagem e colocado numa superficie plana e seca.
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b) Adicionaram-se 10 pL de soro, utilizando a pipeta capilar, no orificio marcado com a

letra “S™ no cassete de teste.
¢) Duas gotas de tampéo foram adicionadas no orificio do cassete de teste.
d) Os resultados foram interpretados ap6s 10 minutos de reacao.

O teste Alere FIV Ac/FeLV Ag é um teste rapido imunocromatografico em cassete,
desenvolvido para a deteccdo qualitativa do anticorpo 1gG para Imunodeficiéncia Felina (FIV Ab)
e dos antigenos p27 do virus da Leucemia Felina (FeLV Ag) em amostras de sangue total, soro
ou plasma felino. Alere FIV Ac/FeLV Ag Test Kit apresenta um cassete duplo com as letras T e
C como linhas de controle e linhas de teste na sua superficie. As linhas ndo séo visiveis nas janelas
de resultado antes da aplicagdo das amostras. A Linha teste “T” sera visivel na janela de resultado
(FIV Ab) se o anticorpo IgG anti-FIV estiver presente na amostra. A Linha teste “T” sera visivel
na janela de resultado (FeLV Ag) se o antigeno do virus da Leucemia felina estiver presente na
amostra. Este teste apresenta sensibilidade de 96% para FIV e de 100% para FelLV, e
especificidade de 98% para FIV e 100% para FeLV, quando comparados a técnica de Western

Blot, segundo bula do fabricante.
Para a realizacdo do teste:
a) O cassete foi retirado da embalagem e colocado numa superficie plana e seca.

b) Adicionaram-se 10 pL de soro, utilizando a pipeta capilar, no orificio marcado com a

letra “S” no cassete de teste.
¢) Duas gotas de tampéo foram adicionadas no orificio do cassete de teste.
d) Os resultados foram, interpretados apds 20 minutos de reacao.

5.3.2.3 Exames soroldgicos

Além disso, 200puL do soro foram congelados a -4°C , até que terminasse todo o periodo
de coleta, e utilizado para a detecgdo de anticorpos especificos IgG anti-Leishmania por RIFI

(Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta Imunodot®).

5.3.2.3.1 RIFI Imunodot® para felinos

Os soros-teste foram centrifugados a 5.000 rpm durante 15 minutos, em temperatura
ambiente e foram diluidos a titulacdo de 1:40 (ex. 1 pL de soro + 39 pL do PBS 1X concentrado).

Retiradas as laminas do refrigerador e as expostas a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos,
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foi adicionado 10 pL do soro controle negativo na cavidade de nimero 6 da lamina, 10 uL do
soro controle positivo na cavidade 7 e 10 pL dos soros teste diluidos nas cavidades restantes,
registrando-se a posic¢do de cada uma conforme a marcacdo na lamina. Incubou-se as laminas por
30 minutos em estufa a 37°C em cadmara Umida. Utilizando cuba de vidro, lavou-se as laminas
trés vezes em PBS 1X concentrado, cronometrando 5 minutos em cada lavada. Adicionou-se 10
pL do conjugado diluido em azul de Evans e incubamos as laminas por 30 minutos novamente
em estufa a 37°C, em camara Umida. Com o auxilio de uma cuba de vidro, as laminas foram
lavadas trés vezes em PBS 1X concentrado, 5 minutos em cada lavada. E por fim, montou-se as
laminas com laminula e glicerina tamponada (com protecdo a exposi¢do de luz) e realizou-se a
leitura em microscopio (Olympus DP10, Modelo BX50F), equipado para leitura de
imunofluorescéncia, usando objetiva de 40X. Reagdo positiva: 0s parasitas apresentaram
fluorescéncia esverdeada distribuida por toda a sua superficie. Reacdo negativa: ndo houve

fluorescéncia e 0 campo apareceu escuro.
5.3.3Exames parasitologicos

Os animais que apresentaram positividade no teste sorolégico RIFI foram submetidos a

puncdo de medula 6ssea.

Para o procedimento de puncéo de medula 6ssea, todos 0s animais apresentavam exames

laboratoriais de uréia e creatinina dentro dos parametros, uma vez que foram submetidos
a sedagdo e anestesia local. Os animais foram sedados com a associa¢do de trés farmacos:
cloridrato de ketamina (10mg/kg), midazolam (0,5mg/kg) e acepromazina (0,2mg/kg).
Inicialmente foi realizada tricotomia do local a puncionar (crista da tibia) e antissepsia com iodo
povidine e alcool iodado a 70%. Foi realizada a pungdo com agulha 40x12G, sendo que o material
coletado foi separado para: confeccdo de esfregagos sanguineos, colocado em eppendorfs para
realizacdo de PCR e por fim, manuseadas préximo ao fogo em prol de evitar contaminagdo do
restante do material que foi acondicionado em tubos com meio NNN-LIT e mantidos em bolsa
térmica até a chegada no Laboratdrio de Leishmanioses da FIOCRUZ- Centro de Pesquisa René

Rachou.
5.3.3.1Pesquisa do parasita em laminas

Uma gota do material puncionado foi depositada em cada lamina e realizado o
procedimento de esfregaco, sendo selecionadas duas de melhor qualidade que foram coradas com
Panotico simples para pesquisa de Leishmania em microscdpio dptico com aumento de 100x em

lente de imersao.

5.3.3.2 Cultura
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Da amostra da puncdo de medula dssea, o remanescente foi colocado em tubos falcon
contendo meio Novy-MacNeal-Nicolle associado ao meio liquido complexo Liver Infusion
Tryptose - LIT, conhecido como meio NNN-LIT, com manuseio proximo ao fogo, afim de evitar
contaminagdes. As amostras foram identificadas com a data e nimero de cadastro do animal,
sendo mantidas em estufa B.O.D (modelo 347, Floriandpolis, Brasil) a temperatura de 25 + 1°C,
examinadas semanalmente. No exame avaliou-se auséncia de contaminacdo e buscava-se
encontrar motilidade e morfologia caracteristica de forma promastigota do parasita sempre
procedendo-se o repique para outros tubos contendo meio novo. Este procedimento foi repetido

a cada sete dias de um total de dois meses de avaliacéo.
5.3.3.3 Bidpsia de pele

Para a coleta de um fragmento de pele, foi necessario sedagdo com a associacéo
de trés farmacos: cloridrato de ketamina (10mg/kg), midazolam (0,5mg/kg) e acepromazina
(0,2mg/kg). Inicialmente foi realizada tricotomia da borda externa da orelha esquerda e
antissepsia com iodo povidine e alcool iodado a 70%. Foi injetada com agulha 6 mm x 0,25 mm
(de insulina), uma solucdo de anestésico local (cloridrato de lidocaina a 2%) e aguardado trés
minutos para acgdo da medicagdo. Com tesoura fina-fina reta foi realizada a coleta de tecido de
1cmxlcm de forma asséptica e acondicionado em eppendorf com solucdo de RNAlater.O
RNAlater é um reagente de tecido e armazenamento de células aquoso, ndo-toxico que estabiliza
e protege 0 RNA celular, em amostras de tecidos e de células intactas ndo congeladas. RNAlater
elimina a necessidade de processar as amostras imediatamente ou congelar as amostras em

nitrogénio liquido para posterior processamento.

Com o fragmento de pele foi realizada e extracdo de DNA e a amplificacdo do material
genético da mesma forma descrita anteriormente, com alvo molecular kDNA, com verificagdo da
amplificacdo dos fragmentos de DNA de 120 pb foi feita com 8 uL do produto de PCR por

eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata.
5.3.4 Exames moleculares

A técnica de PCR foi realizada no Laboratério de Leishmanioses da FIOCRUZ - Centro

de Pesquisa René Rachou .

5.3.4.1) Extracdo do DNA

A medula 6ssea coletada dos animais e o fragmento de pele foram submetidos & extracéo

do DNA. A metodologia de extracdo seguiu as instru¢des do fabricante do Puregene Cell and
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Tissue kit — QIAGEN. Fragmentos de 20 mg do tecido foram submetidos a lise enzimatica a 55°C
por 15 horas para digestdo das proteinas e em seguida a digestdo pela RNAse a 37°C por meia
hora. As proteinas desnaturadas foram entdo precipitadas pelo acréscimo de Solucdo de
Precipitagdo de Proteinas. Apds centrifugacdo, o DNA foi recuperado no sobrenadante,
precipitado com solugéo isopropanol, centrifugado, foi realizada uma lavagem do pellet de DNA
com etanol 70%, centrifugado, rehidratado e armazenado a -20°C até o0 momento do uso.

5.3.4.2 KDNA e HSP70

Nas amostras de DNA extraidas dos pequenos mamiferos foram realizadas
PCRs direcionadas a dois alvos:

o KkDNA (DNA do cinetoplasto de Leishmania) utilizando os iniciadores A:
5°(C/G)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3’ ¢ B: 5 GGG GAG GGG
CGT TCT GCG AA 3°, gerando um fragmento de 120pb (Degrave et al., 1994). A reagdo de PCR
foi preparada para um volume final de 25 L utilizando 5pl do DNA molde, 0,75 ul de MgCI2 a
50 mM, 1 pl de dNTP mix a 10 mM (Promega), 0,14 pl de Tag DNA polimerase platinum® a
5U/ul (Invitrogen), 1ul do iniciador kKDNA A a 15 pmol e 1pl do iniciador KDNA B a 15 pmol
(Eurofins mwg/operon). A amplificacdo do DNA molde foi processada em termociclador
automatico de DNA (Veriti — Applied Biosystems) utilizando o seguinte ciclo: desnaturagdo
inicial a 94°C por quatro minutos, seguindo de 35 repeti¢Ges de: desnaturacdo a 94°C por 30 s,
anelamento a 60°C por 30s e extensdo a 72°C por 30s. A extensao final foi a 72°C por 10 min.

e hsp70 (proteina de chogue térmico de 70 kilodaltons) utilizando os iniciadores
HSP70 senso: 5° GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3° e HSP70 anti senso:
5’CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’, gerando um fragmento de 1300pb (Garcia et al., 2004).
A reacdo de PCR foi preparada para um volume final de 25 pL utilizando 5uL do DNA molde,
0,75 pl de MgCI2 a 50 mM, 0,5 pl de dNTP mix a 10 mM (Promega), 1,5 pl de DMSO 5,0%
(Invitrogen), 0,25 pl de Tag DNA polimerase platinum® a 5U/ul (Invitrogen), 1ul do iniciador
HSP70 for a 10 pmol e 1pl do iniciador HSP70 ver a 10 pmol (IDT, prodimol). A amplificagéo
do DNA molde foi processada em termociclador automatico de DNA (Veriti — Applied
Biosystems) com desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos e alternando 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 seg, anelamento a 61°C por 1 min e extensdo a 72°C por 3 min,
seguidos por um passo de extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos amplificados nas PCRs
dirigidas a ambos os alvos foram visualizados em exposicdo a luz ultravioleta (UV) ap6s a
eletroforese em gel de agarose 2.0% corado com brometo de etideo. A visualizagdo e a captura
das imagens foram obtidas através do Translluminador L Pix — Loccus Biotecnologia.

5.4 Anélise Estatistica:
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Para a andlise estatistica dos resultados, recorreu-se ao programa GraphPad Instat 3.
Foram utilizados métodos de estatistica descritiva e como medidas estatisticas usaram-se
frequéncias absolutas e percentuais (relativas) para a apresentacdo das variaveis estudadas em
tabelas. Para a realizagdo das associacdes estatisticas, foi utilizado o Teste Qui-Quadrado (x?),
que foi escolhido por a amostra em causa ter uma dimenséo pequena (n=100). Para as associa¢des
entre variaveis o nivel de significancia assumido foi p< 0,05, para um intervalo de confianga (IC)
de 95%. O Teste de Qui-Quadrado é utilizado para o estudo de relagGes entre varidveis nominais,
aplicando-se a uma amostra em que a variavel nominal tem duas ou mais categorias, comparando
as frequéncias observadas com as que se esperam obter no universo para se inferir sobre a relacdo
existente entre as variaveis. Se as diferencas entre os valores observados e esperados nao se
considerarem significativamente diferentes, o valor do teste pertence a regido de aceitacdo e as
variaveis sdo independentes, caso contrario, rejeita-se a hipotese de independéncia, ou seja, 0s

valores do teste pertencem & regido critica.
6 RESULTADOS E DISCUSSAO:
6.1 Exames hematoldgicos:

Dos 100 animais analisados por hemograma, foram utilizados os pardmetros de

hematdcrito, plaquetas e leucocitos para melhor avaliagdo dos dados obtidos.

Na andlise da série vermelha, os valores de referéncia para hematdcrito variam de 24-
45% (Kaneko et al., 1997; Latimer et al., 2003), a média (') dos valores obtidos foi de 40,7%
com desvio padrdo (s?) de 4,7. Apenas 3% apresentaram anemia normocitica normocrémica,
logo, ndo apresentavam indicios de resposta medular. Esta alteracdo é por provavel causa
patologica: leishmaniose felina (Pennisi, 2015), hemobartonelose ou doengas virais (FIV/FeLV).
De acordo com Pennisi (2015) o tipo de anemia mais comum em casos de leishmaniose felina é
do tipo normocitica e normocrdmica devido ao parasitismo medular, o que por sua vez, pode
culminar em uma depressdo na formagdo de componentes sanguineos que pode ser seletiva da

eritropoiese, ou ainda, em associacdo com trombocitopenia e leucopenia.

Na andlise dos trombdcitos, os valores de referéncia variam de 300- 800 (x 10°) (Kaneko
et al., 1997; Latimer et al., 2003), a =260 x 10°, com s? =143,75. Pela analise média pode-se
perceber valores abaixo dos valores de referéncia, ou seja, 58% apresentavam trombocitopenia
na contagem automatica de células. Do total de animais analisados, 40% apresentaram agregados
plaquetarios na contagem diferencial realizada por lamina em microscépio Optico, o que
justificaria valores inferiores ao referencial felino (300.000), sem, no entanto, estar associado a
nenhuma alteracgdo clinica. Do total de animais, 32% apresentaram macroplaquetas, um achado

comum em felinos, que ndo sugere patologias. Esse achado é caracteristico pelo tipo de célula,
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pela formagdo de agregados plaquetarios (o que afeta a contagem total) e a presenga de
macroplaquetas. Desta forma, segundo Latimer et al.(2003), as alteragdes de trombocitopenia
descritas devem ser analisadas apenas em conjunto com outras variagdes dos componentes

sanguineos, ndo apresentando confiabilidade quando interpretados de maneira isolada.

Na analise do leucograma, os valores de referéncia variam de 5,5- 19,5 (x 10%) (Kaneko
et al., 1997; Latimer et al., 2003), &= 16,67x 10%, com s?> =8,3. Do total de analises, 39% dos
felinos apresentaram leucocitose, com &= 23,3 (x 10%) e s? =5,2 (x 10°), indicando pela média
obtida, leucocitose branda. Dos mesmos, 31% apresentaram caracteristicas de leucocitose
fisiologica: neutrofilia, eosinofilia e linfocitose, alteragdes no leucograma que condizem com
estresse agudo: tais como puncdo venosa, medo ou excitacdo (Latimer et al., 2003). Do total de
animais, 7 % dos felinos apresentaram leucopenia, com todos os avaliados apresentando
linfopenia, o que pode ser justificado por contato com doencas virais (Garrido, 2012), dado este,
que foi confirmado por correlacdo positiva na anlise estatistica nas avaliagdes de FIV/FeLV (P
<0,05).

Anemia 3% 100 % Normocitica/Normocrémica -
Patoldgica
Plaguetopenia 58% 40% agregados plaguetarios /

32% macroplaquetas - fisioldgica

Leucocitose 39% 31% estresse > fisioldgica

8% infeccdo/ inflamagdo - patoldgica

Leucopenia 7% 100% linfopenia = patoldgica

Tab 1: Resultados de altera¢cdes hematoldgicas e causas.
6.2 Exames bioguimicos

As 100 amostras foram submetidos a exames bioquimicos de fungdo renal (uréia,
creatinina) funcdo hepatica (ALT, AST, GGT, FoAl), proteinas totais e fraces (globulinas e

albumina).

Na anélise de funcdo renal foi mensurada: uréia, cujos valores de referéncia variam de
10-60 (Kaneko et al., 1997; Latimer et al., 2003), obteve-se = 45,84 e s? =2,86; creatinina, com
valores de referéncia de 0,8 — 1,8, obteve-se I'=1,65 e e s> = 0,33. Do total de animais submetidos
aos exames, 44% apresentaram aumento nos valores de uréia (. dos alterados= 74 com s?= 19)

e 29% apresentaram aumento em creatinina (:r dos alterados= 2,2 com s?=0,6) destes, deve-se
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considerar uma parcela de aproximadamente 9% que apresentou indicios de desidratacdo
(aumento de proteinas plasmaticas totais, aumento de hematdcrito e indicios de desidratagéo pelo
exame clinico — como aumento de turgor cutdneo e ressecamento de mucosas), logo houve
hemoconcentracdo, elevando estes valores mensurados. Entretando, ainda houveram animais
(19%) acima dos valores de referéncia, podendo ser um indicio de injdria renal aguda ou cronica.
As lesBes renais em animais portadores da leishmaniose, ocorrem por deposicdo de
imunocomplexos em tdbulos renais. Segundo Penissi (2015), a produgdo de anticorpos em felinos
contaminados com o protozoario € menor que nos caes. Acredita-se que estes animais produzem
imunidade celular em maior propor¢do que a humoral, desta forma, a injdria pode ocorrer, porém

em menor frequéncia que nos caes.

Formas de Leishmania também se multiplicam em macréfagos do figado, produzindo
uma hepatite ativa crénica, desta forma a avaliagdo minuciosa do figado se faz necessaria em
animais com suspeita de leishmaniose (HOFFMANN; LANGONI, 2007). Na avaliacdo
hepatica, foram dosadas 4 enzimas: AST, ALT, GGT e FoAl. A enzima AST apresenta
valores de referéncia de 23-43 (Kaneko et al., 1997; Latimer et al., 2003), para tanto,
nestas analises obteve-se I'= 43,29 e s? =26,21. A enzima ALT apresenta refencial de 6-
83 (Kaneko et al., 1997; Latimer et al., 2003) e foram obtidas T = 57,49 e s? =23,43. A
mensuracdo de GGT apresenta valores de referéncia entre 1,3-5,3 (Kaneko et al., 1997;
Latimer et al., 2003) e foram obtidas = 4,09 e s?=6,69. A enzima FoAl apresenta
referencial de 25-93 (Kaneko et al., 1997; Latimer et al., 2003) e foram obtidas &= 34,65
e s?=28,14. Do total de analises, 50% dos animais apresentaram aumento em AST, 7%
apresentaram valores da enzima ALT superiores aos valores de referéncia, 28%
apresentaram aumento em GGT e 56% aumento em FoAl. A alteragdo mais relevante foi
observada em ALT, pois se trata de uma enzima livre no citoplasma dos hepatécitos, logo
para gue esta se encontre na circulacdo sanguinea, ocorreu lesao celular, sendo assim a
melhor enzima para determinacdo de lesdo hepatica. Ja as alteracfes em AST e FoAl sdo
enzimas hepaticas menos relevantes, pois AST encontra-se no citoplasma de hepatocitos,
mas também em mausculo cardiaco e esquelético, ndo sendo uma enzima hepato-
especifica. A FOAI é uma enzima de inducdo sintetizada no figado, osteblastos, epitélio
intestinal, renal e placenta; sendo assim pequenas alteragdes no organismo resultam
alteracdes enzimaticas, o que justifica mais da metade dos animais apresentarem valores
aumentados nesta enzima. As alteracbes me GGT podem ser justificadas, pois assim
como a FoAl, € uma enzima de inducdo sintetizada em quase todos os tecidos corporais,

principalmente no pancreas e nos rins. A lesdo hepatica aguda e colestase podem provocar
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elevacdo imediata da atividade dessa enzima devido a liberacdo de fragmentos de
membrana que contém GGT (HOFFMANN; LANGONI, 2007).

Na andlise de proteinograma, as proteinas totais (Pt) apresentam valores de
referéncia de 5,4-7,8 (Kaneko et al., 1997; Latimer et al., 2003), e obteve-se T=7,85 e s>
=0,68. A albumina apresenta valores de referéncia de 2,1-3,3, e foram obtidas = 3,10 e
s? =0,50. J4 a mensuragdo de globulinas apresenta valores de referéncia entre 2,6-5,1 e
foram obtidas = 6,21 e s?=1,07. Do total de amostras submetidas a mensuracio, 82%
apresentaram aumento no valor de proteinas totais e 90% apresentaram alteracdo em
globulinas, destes 88% apresentaram o valor superior ao valor de referéncia, o que pode
ser justificado por infeccdes, inflamagdes agudas ou cronicas. Do total de amostras, 39%
apresentaram o valor de albumina alterado, sendo 30% abaixo do valor de referéncia, o
que pode ser justificado pelo fato de esta proteina ser caracterizada como "fase aguda
negativa", ou seja, em ocorréncias de inflamacdes, seu valor mensuravel seria abaixo do
valor de referéncia, o que corrobora com o achado no aumento das globulinas, sendo um
indicio de inflamacg&o nestes animais. J& 0s outros 9% que apresentaram valores acima do
referencial, apresentaram outros indicios como aumento de hematocrito e de sélidos totais

na hematologia, justificando assim um quadro de desidratacao.

Alteracao renal <> 44% uréia 9% desidratagdo

L129% creatinina 19% lesbes em uréia/creatina > injaria renal

Alteragdo hepatica | 2"\50% AST

L | 7% ALT 7% leséo hepaética
2\ . . -

28% GGT Outras enzimas - Alteraces menos especificas

|| no ambito de lesdo
56% FoAl

Proteinograma 82% Ptf Inflamacéo/ Infeccdo > 88% com aumento de
globulinas e 30% com reducdo em albumina
88% Glob
30% Alb Desidratacdo > 9% com aumento de albumina,
0 solidos totais e hematdcrito

Tab 2: Resultados de altera¢es bioquimicas e causas.
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6.3 Resultados obtidos dos exames de imunocromatografia:

Dos 100 animais avaliados pela técnica de imunocromatografia pelo teste Alere
Leishmaniose, ndo foi encontrado nenhum animal positivo, ou seja, em nenhum felino foi
detectado a presenca do antigeno rK28.

Ja dos 100 animais testados para FIV/FeLV, 2% apresentaram positividade para a
deteccdo de anticorpos IgG do Virus da Imunodeficiéncia Felina e 26% apresentaram resultado
positivo para deteccdo de antigenos p27 do Virus da Leucemia Felina através da técnica de

imunocromatografia.

6.4 Resultados obtidos por exame sorologico

O teste soroldgico realizado foi o RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta)
Imunodot especifico para felinos na titulagdo e 1:40. Apoés a leitura constatou-se 54% com
resultados positivos. Como ja citado, € possivel a reagdo cruzada com outros Trypanosomas,
porém, o numero de animais positivos é demasiadamente elevado para ser justificado apenas por
reacdes cruzadas. Nos animais positivos para RIFI, foram englobados 1 de 2 animais que
apresentou resultado positivo para o0 FIV e 20 de 26 animais que apresentaram resultados

positivos para o FeLV.

Fig 1. Aspecto de varias amostras pela técnica de RIFI de Leishmania, titulagéo 1:40.
A - Controle positivo para Leishmania, B - Amostra positiva para a infecgdo por Leishmania;
C - Amostra com positividade fraca para a infeccdo por Leishmania; D - Amostra com

resultado negativo.
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Apos realizacdo do teste soroldgico, os animais foram submetidos a puncdo de medula

0ssea e demais testes parasitologicos.

6.5 Resultados obtidos & partir de testes realizados por amostra de medula dssea.
Apos realizacdo do procedimento de pungdo de medula, foi coletada amostra para divisdo
entre os procedimentos de: Pesquisa de Leishmania em laminas, PCR e cultura de Leishmania.

6.5.1 Pesquisa de Leishmania em laminas

Das quatro laminas produzidas pela técnica de esfregaco sanguineo, foram escolhidas as
duas de maior qualidade para corar e estas, foram avaliadas por um microscdpio Optico na objetiva
de 100x. Do total de laminas produzidas, coradas e analisadas ndo foram visualizadas formas

amastigotas de Leishmania em nenhuma lamina.

6.5.2 Cultura

Em meio NNN-LIT estéril acondicionado em estufa e examinadas semanalmente,
avaliou-se através de microscopia éptica, a auséncia de contaminacdo. Procedeu-se realizando o
repique em um total de 8 semanas, e ndo foi observado motilidade e morfologia caracteristica de

forma promastigota do parasita em nenhuma cultura.
6.5.3 Meétodo molecular para analise de medula 6ssea e bidpsia de pele

Apos a extracdo de DNA da medula 6ssea e da pele, foram realizadas duas técnicas
distintas, o0 KDNA, que visa a amplificacdo de 120 pares de bases e outra, 0 HSP70, que visa a
amplificacdo de 1300 pares de bases. Apos a realizacdo do PCR, a verificacdo da amplificacdo
dos fragmentos de DNA foi realizada em gel de agarose, onde néo se obteve nenhum resultado

com mesmo peso molecular que as amostras controle de Leishmania spp.

6.6 Resultados comparados:

A analise da dispersdo de frequéncia utilizou o teste de qui quadrado (¥2), e quando o
resultado obtido de p for igual ou menor que 0,05 existiu diferenca significativa entre extratos
(categorias).

Na analise de Qui quadrado foi comparado os resultados obtidos no exame sorolégico
(RIFI) com os resultados hematoldgicos e bioguimicos.

Do total de animais analisados, 3% dos animais apresentaram anemia normocitica
normocrémica e todos estes se encontram inclusos em sorologia positiva por RIFI para LV
(100%). De 58% dos animais que apresentaram plaguetopenia, 42% encontram-se inclusos em
sorologia positiva (72%). J& dos 39% que apresentaram leucocitose, apenas 10% apresentou

sorologia positiva em RIFI (25%), o que reforca o achado de leucograma de estresse na maioria
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destes animais, ja citado anteriormente, ndo relacionado assim, com indicios de infec¢do ou
inflamacdo. Dos 7% dos felinos que apresentaram leucopenia, todos apresentaram sorologia
positiva (100%). Desta forma, pela analise de qui quadrado, houve diferenca significativa entre
0S grupos com anemia, plaguetopenia e leucopenia, ou seja P < 0,05. Apesar do parasitismo
medular ser menor nos felinos, Maia e Campino (2011) apontaram que sinais de hipoplasia
medular, ou seja, reducdo da producdo de componentes sanguineos (hemacias, plaquetas e
leucdcitos) pode ser caracterizado como sinal de leishmaniose felina.

Anemia 0,019Q
Plaquetopenia 0,05%
Leucopenia 0,019

Tab 5: Andlise de x2 comparativas das alteracbes hematol6gicas com o teste sorolégico,

encontrou-se P < 0,05 em anemia, plaguetopenia e leucopenia.

Em vista da comparagdo de exames bioquimicos com o exame soroldgico, encontrou-se
44% dos animais com sorologia positiva para LV pela técnica de RIFI. Do total de animais
analisados, 44 % apresentaram aumento em uréia, destes, 33 estavam inclusos no grupo de
animais com sorologia positiva (75%); 0 mesmo ocorreu com 29% dos animais que apresentaram
aumento em creatinina e destes, 19 estavam inclusos no grupo de animais com sorologia positiva
(65,5%). Desta forma, os resultados englobaram em grupos com diferenca estatistica os
marcadores bioldgicos de alteragdes renais, 0 que sugere que a presenca de anticorpos anti-
Leishmania estd associada com deposicdo de imunocomplexos, que podem levar a
glomerulonefrite, responsavel pelo aumento de uréia/creatinina.

Na anélise do proteinograma, 82% dos animais apresentaram aumento de proteinas totais,
88% apresentaram hiperglobulinemia e 30% apresentaram hipoalbuminemia. Dos 54% dos
animais positivos no exame soroldgico, todos apresentaram hiperglobulinemia (100%) e dos 30%
com hipoalbuminemia, 29 (96,69%) estavam inclusos em na sorologia positiva. Sendo assim, pela
andlise de x2 ,obteve-se diferenca significativa estatisticamente entre os extratos analisados, o que
justifica por este meio que a hiperglobulinemia (aumento da proteinas inflamatdrias) e a
hipoalbuminemia( reducdo da albumina ->  proteina de fase aguda negativa) estdo
correlacionados e podem, assim, ser justificados pela sorologia positiva; como citado por Pennisi
(2015) a hiperglobulinemia é um sinal comumente encontrado em felinos testados e confirmados
para LV.

Nas andlises de enzimas hepéticas: 7% apresentaram valores da enzima ALT superiores

aos valores de referéncia, e destes, 100% apresentou sorologia positiva para LV, o que na analise
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estatistica demonstrou diferenca significativa entre o extrato de ter alteragdo em ALT e ter exame
soroldgico positivo, com ambos os resultados negativos; logo P valor encontrado foi P < 0,05.
Do total de analises, 50% dos animais apresentaram aumento em AST e destes 12% encontraram-
se inclusos no exame soroldgico positivo, 28% apresentaram aumento em GGT e destes 25%
apresentaram RIFI positivo, e 56% dos animais avaliados apresentaram alteragdo em FoAl, sendo
que destes 51% estavam inclusos em RIFI positivo. Porem destas enzimas, nenhuma apresentou
diferenca estatitica significativa quando comparados aos exames soroldgicos. Isso corrobora com
o fato de a presenca de anticorpos estar relacionada com uma possivel lesdo hepatica, uma vez
que de todas as enzimas analisadas, apenas ALT (Unica enzima excusivamente hepética) obteve
resultados estatisticamente significantes quanto ao exame sorologico especifico para felinos

testado.

Uréia 0,01
Creatinina 0,02
Globulinas 0,0099
Albumina 0,0099

ALT 0,00

Tab 6: Analise de x2 comparativas das alterages bioquimicas com o teste soroldgico, encontrou-
se P < 0,05 em uréia, creatinina, globulinas, aloumina e ALT.

Na avaliacdo comparada do exame soroldgico com os testes rapidos, obteve-se 2% do
total de animais positivos para FIV (destes apenas 1 apresentou positividade também no RIFI -
50%) e 26% positivos para FeLV (sendo destes, 22 apresentaram positividade no RIFI - 84,61%)
. Pela andlise estatistica, apenas os resultados de FeLV foram estatisticamente significativos, ou
seja, apesar de Pennisi (2013) ter citado uma possivel reagdo cruzada na detecgdo dos anticorpos
anti-Leishmania com anticorpos para FeLV, neste caso isso ndo foi confirmado, uma vez que a
técnica utilizada pesquisa antigenos p27 do virus da leucemia felina. Desta forma, a hipdtese a
ser levantada pode ser de aumento da prevaléncia de Leishmania em felinos quando associada a
alguma doenca imunossupressora de base (FeLV, por exemplo).

Ainda para a analise estatistica, foi realizado um estudo de caso controle, onde 0s animais
foram agrupados em 4 grupos distintos: animais positivos para RIFI e negativos para FeLV (34%),
um grupo de animais positivos para RIFI e positivos para FeLV (22%), um grupo de animais
negativos para RIFI e positivos para FeLV (4%) e por fim um grupo de animais negativos para

RIFI e negativos para FeLV (32%). Ap6s analise, houve diferenca estatistica significativa entre
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0s extratos, 0 que mais uma vez firma a hipotese da relagdo de retroviroses imunossupressoras
com a presenca de anticorpos anti-Leishmania.

Além disso, uma hipotese que tem sido levantada é a producéo de imunidade celular e
humoral conjunta nos felinos, o que levaria a possibilidade de debelar a infeccdo por
leishmaniose, ou seja, sem permanecer a presenca do parasito, tornando-a mais dificil de ser
detectada, porém associada a produgdo de anticorpos detectaveis (técnica soroldgica), ou seja,
uma resposta conjunta Thl e Th2.

Devemos pensar na possibilidade de mudar a direcdo em busca do diagndstico de
leishmaniose felina, talvez o aprofundamento na imunologia da doenca neste hospedeiro, a
pesquisa de outras doengas imunossupressoras, como PIF, toxoplasmose, esporotricose, etc. uma
vez que utilizamos todas as etapas, as quais na rotina clinica obtemos sucesso no diagndstico de
caes e ndo obtivemos sucesso na deteccdo do parasito. Existe a possibilidade desses animais
realmente ndo possuirem a infeccdo por Leishmania infantum ou de ndo ter sido possivel detectar

a doenca nos animais testados.

7. CONCLUSAO
Felinos de gatil localizado em cidade endémica para leishmaniose visceral canina
apresentaram alteracdes hematoldgicas, bioquimicas, presenca de retroviroses e de anticorpos
anti-Leishmania, no entanto a presenca do parasita na medula dssea ou na pele nao foi confirmada

por métodos parasitol6gicos e moleculares.
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Resenha: /__/
Animal: Chip:

Sexo: Idade aproximada: ( )jovem ( )adulto ( )idoso
Raca: Habitat: ( )exterior ( )interior ( )misto

Pelagem: (desenhe alteracdes de pelagem,)

Estado nutricional: ( Jruim ( )regular ( )bom ( )obeso

Temperamento: ( )décil ( )intermediario ( )arisco

Exame Clinico:

Peso: Mucosas: ( )hipocoradas ( )normocoradas( ) congestas

Linfonodos: ( ) ndo palpaveis ( )normais ( )reativos Temperatura:




a4

Hidratagdo: ( )normal ( ) desidratado --> grau de desidratacgdo:

TPC: FC: FR: Alteragdes:

Palpacdo abdominal: ( )sem alteracdo ( )sensibilidade ( ) érgdo aumentado

Qual (is)?

Pelagem: ( )quebradica ( )normal ( )brilhante ( )descamacdo

Outras observacgoes:




