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RESUMO

VIOTI, G. XENODIAGNOSTICO EM GATOS DOMESTICOS (Felis catus)
NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania infantum. 2020. 62 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

O papel dos gatos na transmissao de leishmaniose visceral (LV) tem ganhado espaco
desde a primeira evidéncia da transmissibilidade de Leishmania infantum para
flebotomineos através de xenodiagnostico. Com o objetivo de ampliar os estudos
sobre o papel destes animais no ciclo de transmissdo da LV em areas urbanas, quatro
gatos naturalmente infectados por L. infantum, diagnosticados através de RIFI, ELISA
e PCR com sequenciamento 100% compativel com L. infantum, foram avaliados
guanto a presenca de sinais clinicos e alteracdes hematolégicas e submetidos a
xenodiagndéstico. Dos quatro animais positivos, todos apresentavam sinais clinicos
compativeis com a doenca e alteracdbes hematoldgicas, trés apresentaram
parasitolégico positivo, com a presenga de amastigotas em medula éssea e/ou
linfonodo. Um total de 203 flebotomineos foram expostos para alimentacdo nos 4
gatos, resultando em 100% das fémeas ingurgitadas. Ensaios parasitoldgico e
molecular foram realizados para avaliar a presenca de L. infantum no intestino dos
flebotomineos. Dez fémeas de Lu. longipalpis (4,9%) foram positivas no ensaio
parasitologico de um dos gatos e 17 (8,4%) fémeas alimentadas em dois gatos
resultaram na amplificacdo de DNA de L. infantum, o que evidencia que gatos

naturalmente infectados sédo competentes em transmitir L. infantum ao vetor.

Palavras-chave: Leishmaniose Felina. Lutzomyia longipalpis. Leishmaniose visceral.



ABSTRACT

VIOTI, G. Xenodiagnosis in cats naturally infected by Leishmaniainfantum. 2020.
62 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Cats have been gained attention on visceral leishmaniasis (VL) transmissibility since
the first evidence of phlebotomine’s infection by Leishmania infantum from naturally
infected cat. Aiming to expend studies regarding feline’s hole on L. infantum VL cycle
at urban areas, four naturally infected cats diagnosed using IFAT, ELISA and PCR with
sequencing 100% compatible with L. infantum were evaluated according to clinical
signs and haematological changes and subjected to xenodiagnosis. All cats presented
clinical signs compatible with the disease and/or haematological changes. Three of
them presented amastigotes at parasitological assay from bone marrow and/or lymph
nodes. Parasitological and molecular assays were used to identify L. infantum at
Lutzomyia longipalpis’ gut from 203 phlebotomines fed on the 4 cats, which resulted in
100% of engorged females. Ten (4,9%) Lu. longipalpis female feed in one cat showed
promastigotes at parasitological assay, while 17 (8,4%) feed in two cats amplified L.
infantum DNA, evidencing that naturally infected cats are competent to transmit L.

infantum to Lu. longipalpis.

Keywords: Feline leishmaniasis. Lutzomyia longipalpis. Visceral leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas causadas por protozoarios
intracelulares do género Leishmania, o qual € composto por 31 espécies capazes de
parasitar mamiferos, dentre as quais 20 sdo patogénicas ao homem, sendo que
diferentes espécies causam diferentes doencas (AKHOUNDI et al., 2016; BURZA,;
CROFT; BOELAERT, 2018). Estas doencas atingem 98 paises ao redor do mundo,
sendo estimados de 700 mil a 1 milh&o de novos casos e 26 a 65 mil mortes por ano
(NEVES, 2016; WHO, 2019). A espécie Leishmania infantum, do complexo
Leishmania donovani, é o agente causador da Leishmaniose Visceral (LV) zoonética
na Europa, nas Américas e em alguns paises da Africa e da Asia, , com regides
endémicas que se estendem desde o Sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, incluindo o Brasil (KUHLS et al., 2011).

Dentre as leishmanias capazes de causar doenca no homem estdo: (1)
complexo Leishmania donovani que, a principio, era composta por trés espécies
causadoras das leishmanioses visceral: L. donovani, agente causadora da
leishmaniose visceral antroponoética, endémica na india e na Africa Central, regides
nas quais humanos sédo os reservatorios do parasita (WERNECK, 2014); e L.
infantum e L. chagasi, agentes causadoras da LV , presentes no sul da Asia, na
Europa e nas Américas, respectivamente. Com a evolucao de pesquisas morfolégicas
e moleculares hoje L. infantum e L. chagasi sdo consideradas a mesma espécie L.
infantum; (2) complexo L. mexicana, formada por trés espécies (L. mexicana, L.
amazonensis e L. venezuelensis); L. tropica, L. major, L. aethiopica e as Leishmanias
do subgénero Viannia composta por 4 espécies (L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis,
L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana) (KUHLS et al., 2011; CDC, 2019).

As Leishmanias sdo usualmente transmitidas através da picada da fémea de
vetores flebotomineos. Nas américas, o vetor responsavel pela transmissdo da L.
infantum pertence ao género Lutzomyia, e a principal espécie transmissora no Brasil
é Lutzomyia longipalpis (Lu. longipalpis), pertencente a familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, embora ja tenha sido identificada a espécie Lutzomyia
cruzi como transmissora no Mato Grosso e, posteriormente no Mato Grosso do Sul
(MISSAWA et al., 2011; NEVES, 2016), além da competéncia vetorial do flebotomineo
da espécie Lutzomyia migonei também ja ter sido comprovada (GUIMARAES et al.,
2016; RODRIGUES et al., 2016). Essa espécie possui ampla distribuicdo geografica,
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incluindo éareas silvestres, rurais, suburbanas e urbanas (NEVES, 2016). A
hematofagia realizada pela fémea € crucial para que ocorra 0 desenvolvimento
ovariano adequado e maturacédo dos ovos. Normalmente a oviposi¢ao ocorre depois
do primeiro repasto sanguineo, porém pode ocorrer um segundo repasto antes da
oviposicao, situacdo que aumenta as chances de transmissao dos parasitos aos
animais vertebrados e enfatiza sua importancia epidemiolégica no contexto das
leishmanioses (PIMENTA; SECUNDINO; BLANCO, 2003).

No entanto, outras formas de transmissdo ja foram descritas tanto em
humanos, através de transfusdo sanguinea e de érgaos, congénita, compartilhamento
de agulhas entre usuarios de drogas e por acidentes em laboratérios (BURZA;
CROFT; BOELAERT, 2018); quanto em cées, por meio de transfusdo sanguinea, via
transplacentéria e sexual (OWENS et al., 2001; ROSYPAL et al., 2005; SILVA et al.,
2009). Ainda em relacéo a cées, € possivel que mordidas sejam capazes de transmitir
0 parasita a outro cdo (NAUCKE; AMELUNG; LORENTZ, 2016). Por fim,
promastigotas de L. infantum ja foram detectadas em glandulas salivares do carrapato
de espécie Rhipicephalus sanguineus, no entanto, sua capacidade vetorial em
transmitir L. infantum n&o foi confirmada (VIOL et al., 2016). Além dos meios
conhecidos, também foram descritos casos autdctones em regides dos Estados
Unidos e do Reino Unido onde ndo ha o vetor biolégico e a forma de transmissao
ainda néo foi evidenciada (DAVAL et al., 2016).

Com as mudancas na epidemiologia da LV, o envolvimento de outras espécies
domeésticas como reservatoérios, além dos caes passou a ser considerado possivel
(DESJEUX, 2002). Em diversas partes do mundo, diferentes espécies de Leishmania,
incluindo L. infantum, j& foram descritas infectando animais domésticos como equinos
(AGUILAR; RANGEL; DEANE, 1986; SOARES et al., 2013; GAMA et al., 2014),
bovinos (LOBSIGER et al.,, 2010; GAO et al., 2015; VIOTI et al., 2019) e gatos
(SAVANI et al., 2004; PENNISI et al., 2015a). JA no meio silvestre, raposas e
marsupiais sao considerados reservatorios da doenga (BRASIL, 2014). O
xenodiagnéstico € uma técnica capaz de comprovar a transmissibilidade de
Leishmania spp. de um animal infectado para o vetor da doenca e até o momento,
existem trés trabalhos sobre xenodiagndstico em gatos domésticos, sendo dois com
as espécies Lu. longipalpis e L. infantum como vetor e parasito, respectivamente e
outro com Phlebotomus perniciosus e L. infantum (MAROLI et al., 2007; DA SILVA et
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al.,, 2010; DE MENDONCA et al., 2020). Dois trabalhos realizaram a técnica em
apenas um gato com sinais clinicos da doenga, enquanto o mais recente ampliou a
pesquisa para 12 animais com sinais clinicos sugestivos de LV, sem avaliar as

alteracdes hematoldgicas dos animais.

2 REVISAO DE LITERATURA

As leishmanioses formam um complexo de doencas que se manifestam no ser
humano de trés formas diferentes: a cutanea, que é a mais comum, a mucocutanea e
avisceral, que é a mais grave. Est&o presentes na Africa, Asia, Europa e nas Américas
e juntas somam de 700 mil a 1 milh&o novos casos humanos por ano, com taxa de
mortalidade anual de 26 a 65 mil em todo o mundo (WHO, 2019).

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave das leishmanioses, sendo
estimados de 50 a 90 mil novos casos por ano. Apesar de estar presente em mais de
80 paises, mais de 94% dos casos reportados em 2017 estavam concentrados em
apenas 7, sendo eles: Brasil, Eti6pia, india, Quénia, Somalia, Suddo e Suddo do Sul
(DE ARRUDA et al., 2019; WHO, 2020).

Suas caracteristicas epidemioldgicas e clinicas variam de acordo com a regido
acometida, com diferencas entre agentes causadores, reservatorios e vetores. Na
india, em Bangladesh e em Nepal, apesar de haver indicios de possiveis reservatorios
animais, a doenca acomete principalmente humanos e é causada pela espécie L.
donovani, protozoario transmitido principalmente pelo flebotomineo Phlebotomus
argentipes (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; CHAPMAN et al., 2018). Na Europa,
nas Américas e na China, a LV € uma zoonose causada pela L. infantum, cujo principal
reservatério € o cao, e transmitida por diferentes espécies de flebotomineos (MAIA;
CAMPINO, 2011). Na Africa, apesar da L. donovani estar presente, a maioria dos
casos sao causados por L. infantum e ha muitas regides nas quais o reservatorio ainda
nao foi identificado (KONE et al., 2019).

No Brasil, a LV € uma doenca em expansao de areas, com aumento do nimero
de municipios reportando a enfermidade ao Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo - SINAN (DOS REIS et al., 2017). A principio, possuia carater rural e hoje
atinge areas suburbanas e grandes cidades como Belo Horizonte, Brasilia e Natal,

além de estar concentrada em municipios com populagdo maior de 200 mil habitantes
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(JERONIMO et al., 1994; CARRANZA-TAMAYO et al., 2010; ROMERO, 2016; DE
ARRUDA et al., 2019). Neste pais, novos focos endémicos ocorreram devido a
urbanizacéo rapida e ndo planejada, com baixa qualidade de moradias e saneamento
basico, com processos migratorios intensos de pessoas com cées de areas rurais as
areas urbanas somada a alteracdes ambientais, o que favorece a emergéncia de
doencas transmitidas por vetores, uma vez que 0 desmatamento reduz a
disponibilidade de alimento ao vetor (DESJEUX, 2002; CERBINO NETO; WERNECK;
COSTA, 2009; LANA et al., 2018). No estado de S&o Paulo é possivel perceber que
as alteracdes ambientais geradas pela construcédo do gasoduto Bolivia-Brasil, ligando
a regides endémicas do Mato Grosso do Sul a Sdo Paulo, com mudanca no habitat
do vetor e remoc&o da vegetacao nativa favoreceram a emergéncia da LV? (SEVA et
al., 2017). Em paises desenvolvidos, a LV tem se espalhado devido a migracédo de
pessoas de areas endémicas a ndo endémicas, e também ao turismo (DE NARVAJAS
etal., 2019). Ja na Africa, além das precérias condi¢bes socioecondmicas e sanitarias,
a migracdo forgcada pela guerra civil do Suddo entre 1983 e 2005 resultou em
epidemias massivas no sul do pais e, com a volta dos conflitos em 2014, mais de 1,5
milhdes de pessoas migraram para locais endémicos (AL-SALEM; HERRICKS;
HOTEZ, 2016).
2.1.1 Leishmaniose Visceral em seres humanos

A sintomatologia clinica da LV depende do parasita, do hospedeiro e de outros
fatores e, apesar de muitos casos serem assintomaticos em regides endémicas, aLV
€ caracterizada clinicamente por perda de peso, fraqueza, hepatoesplenomegalia,
febre persistente e pancitopenia, podendo evoluir para caquexia, inflamacao
sistematica, infec¢cbes bacterianas secundarias, hemorragias e morte. Também
ocorrem alteracbes hematolégicas como anemia, neutropenia e monocitose
(COLMENARES et al., 2002; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; CDC, 2019).
2.1.2 Leishmaniose Visceral em caes

Caes séo considerados os principais reservatorios urbanos da L. infantum
devido a grande prevaléncia de caes infectados em areas endémicas e a alta taxa de
infeccdo cutanea, responsavel pela elevada infectividade destes animais ao
flebotomineo (COURA-VITAL et al., 2013; PENNISI, 2015). A doenca clinica afeta
apenas uma parcela da populacéo de cées infectados, que podem manter a doenca

sem manifestacao clinica por anos ou pela vida toda. No entanto, ambos os grupos
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de animais, com e sem sinais clinicos sdo capazes de transmitir 0 protozoario ao
fleb6tomo (DANTAS-TORRES, 2007; BELO et al., 2013; PENNISI, 2015). Nestes
animais, a doenca é sistémica e pode envolver qualquer 6rgéo, tecido ou fluido,
gerando sinais clinicos inespecificos. Lesao de pele € a manifestacao clinica mais
frequente devido a elevada parasitemia de pele nesta espécie. A doenca renal crénica
€ o estagio final da doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). A tabela 1, adaptada
de Solano-Gallego et al. (2011), expde os principais sinais clinicos apresentados por
cées infectados.
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Tabela 1: Manifestagdes clinicas e alteracdes laboratoriais que podem acometer cées infectados por L. infantum.

Adaptado de Solano-Gallego et al (2011).

Manifestagdes clinicas

Sistémicas:

- Linfoadenomegalia generalizada;

- Perda de peso;

- Disturbios alimentares;

- Letargia;

- Mucosas hipocoradas;

- Esplenomegalia;

- Poliuria e polidipsia;

- Febre

- VOmito

- Diarreia (incluindo colite crénica)
Cuténea:

- Dermatite esfoliativa ndo pruriginosa, com
ou sem alopecia;

- Dermatite erosiva-ulcerativa,

- Dermatite nodular;

- Dermatite papular;

- Dermatite pustular;

- Onicogrifose

Ocular:

- Blefarite (esfoliativa, ulcerativa ou
nodular) e conjuntivite (nodular);

- Ceratoconjuntivite (comum ou seca);
- Uveite/endoftalmite

QOutras:

Alteracdes laboratoriais
Proteinas séricas e eletroforetograma:

- Hiperglobulinemia policlonal beta ou
gamaglobulinemia;

- Hipoalbuminemia;

-Diminuicéo da razdo albumina/globulina

Hemostasia:

- Baixa a moderada anemia nao
regenerativa;

- Leucocitose ou leucopenia;

- Trombocitopatia;

- Trombocitopenia;

- Hemostasia secundaria prejudicada e

fibrindlise

Perfil bioguimico e urinalise:

- Proteindria média a severa;
- Azotemia renal;

- Aumento de enzimas
ativadas

hepéticas

- Lesdes nodulares ou ulcerativas mucocutaneas ou mucosas (oral, genital e/ou

nasal);
- Epistaxe;

- Claudicacao (poliartrite erosiva ou nao-erosiva, osteomielite, polimiosite);

- Miosite atréfica mastigatoria;

- Desordens vasculares (vasculite sistémica, tromboembolismo arterial);

- Desordens neurolégicas.
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2.1.3 Leishmaniose Visceral em gatos

Casos de Leishmaniose Felina (LF) foram descritos em paises da América do
Sul (FIGUEIREDO et al., 2009; COELHO et al., 2011; NETO et al., 2011; ROUGERON
etal., 2011; SOBRINHO et al., 2012; BRAGA; LANGONI; LUCHEIS, 2014; OLIVEIRA
etal., 2015; BENASSI et al., 2018), Europa (MAROLI et al., 2007; MARTIN-SANCHEZ
et al., 2007; AYLLON et al., 2012; SPADA et al., 2013; PASA et al., 2015; MONTOYA
et al., 2018) e Asia (NASEREDDIN; SALANT; ABDEEN, 2008; HATAM et al., 2010),
relatando a infecgcdo em gatos domésticos por diversas espécies de Leishmania. Os
principais sinais clinicos apresentados em gatos com LV sdo semelhantes aos
observados em outras enfermidades infecciosas comuns em gatos, causadas por
virus, bactérias, fungos e outros protozoarios, sendo fundamental associar LV como
diagndstico em gatos com presenca de lesdes dermatolégicas em regido endémica
(MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; VIDES et al., 2011; PENNISI, 2015).

A progresséo clinica da LV tanto em gatos quanto em caes € associada ao
aumento de titulacdo de anticorpos, com alta parasitemia relacionada a doenca clinica
em gatos (PENNISI; PERSICHETTI, 2018). Apesar de a maioria dos gatos ndo
apresentar sinais clinicos, devido a uma aparente resisténcia natural da espécie, 0s
sinais clinicos muitas vezes estdo associados a doencas imunossupressoras como
Imunodeficiéncia Felina a Virus (FIV) e Leucemia Felina a Virus (FeLV) e incluem
principalmente aumento de linfonodos, lesdes ulcerativas, dermatite, lesdes oculares,
sindrome da gengivoestomatite felina, além de alterac6es hematoldgicas (PENNISI et
al., 2015b).

Silva (2019) realizou um trabalho no qual gatos foram avaliados quanto a
presenca de sinais clinicos e entédo diagnosticados para LV, sendo divididos em grupo
de animais infectados e grupo controle. Neste trabalho, os sinais clinicos mais comuns
nos gatos infectados foram magreza, alteracdes cutaneas e hipertrofia dos linfonodos.
Com relacao as alteracbes hematologicas e bioquimicas, as mais importantes foram
reducdo de plaquetas e aumento de proteinas totais com diminuicdo da albumina,
comparado ao grupo controle.

Casos de infeccdo por Leishmania spp. em gatos e sua prevaléncia tanto
molecular quanto soroldgica sdo menos frequentes quando comparado a caes em
regidbes endémicas, apresentando uma variagdo de 0 a 60%. Apesar de casos

geralmente serem descritos em regides endémicas para LV canina, a primeira
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descricdo de um gato acometido por L. infantum no Brasil foi feita em Cotia, SP,
municipio onde casos de LV nao haviam sido reportados nem em humanos, nem em
cdes até a data da descricdo em gatos (SAVANI et al., 2004).

Pouco se sabe se gatos naturalmente infectados por L. infantum apresentam
parasitismo tecidual elevado e, desta forma, sejam potenciais fontes de infec¢do para
flebotomineos. Além disso, ha uma escassez de trabalhos descrevendo a resposta
imune desses gatos e se esses animais possuem algum mecanismo de
susceptibilidade ou resisténcia ao parasito e/ou infeccdo (PENNISI & PERSICHETTI,
2018).

2.2 CICLO BIOLOGICO DAS LEISHMANIAS

As leishmanias apresentam ciclo de vida heteroxénico obrigatdrio, com forma
flagelada no hospedeiro invertebrado e forma amastigota intracelular no hospedeiro
vertebrado, no qual as leishmanias se multiplicam (PITA-PEREIRA, 2010; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011). Inicia-se quando o flebotomineo infectado por Leishmania
spp. realiza repasto e regurgita a forma infectante (promastigota metaciclica) na pele
do hospedeiro vertebrado (HV). No HV, as promastigotas sdo fagocitadas por
macréfagos e por outras células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) de tecidos
diversos, nos quais elas se diferenciam em amastigotas, que sdo metabolicamente
ativas em pH &cido e multiplicam-se por divisdo binaria, causando rompimento da
célula infectada com consequente liberacdo dos parasitos para o meio extracelular.
Desta forma, sé@o fagocitados por novas células do SFM e continuam se multiplicando.
O flebotomineo se infecta ao ingerir células do SFM parasitadas durante o repasto
sanguineo. No trato digestivo do flebotomineo, as amastigotas se diferenciam em
promastigotas prociclicas precoces de forma eliptica. Entdo, a Leishmania se adere
ao epitélio intestinal diferenciando-se em leptomonas, que liberam um gel secretor e
multiplicam-se intensamente. A partir de entdo, algumas se desenvolvem em
haptomonas, que migram a valvula estomodeal lesando-a. Outras realizam a
metaciclogénese, ou seja, diferenciacdo de leptomonas em promastigotas
metaciclicas, sua forma infectante. As promastigotas metaciclicas se desprendem do
epitélio intestinal, o que permite que o parasito seja eliminado durante o repasto (PITA-
PEREIRA, 2010; DOSTALOVA; VOLF, 2012; CDC, 2019).

Todo o processo de metaciclogénese pode acontecer concomitantemente com

o ciclo gonadotréfico da fémea e, quando coincide com o periodo de um novo repasto
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sanguineo, as lesGes na valvula estomodeal juntamente com o gel secretado pelas
promastigotas, somadas as formas derivadas de leptomonas, bloqueiam o fluxo
sanguineo, dificultando o repasto da fémea, 0 que permite a regurgitacdo de sangue
com as formas infectantes. Além disso, por ndo conseguir se alimentar
adequadamente, a fémea busca outros hospedeiros para realizar o repasto, podendo
transmitir a uma maior quantidade de hospedeiros a Leishmania (DOSTALOVA;
VOLF, 2012).

2.2.1 Reservatorios

A intensidade de transmissao (Ro), ou seja, a quantidade de novos hospedeiros
gue a doenca atinge a partir de um caso primario é fundamental para identificar os
diferentes tipos de reservatorios que a LV pode apresentar. Um reservatorio primario
€ aquele que mantém Ro maior que 1, ou seja, é ele o responsavel por manter o
parasita circulante. Portanto, ao realizar controle sobre o reservatério primério, é
possivel eliminar o parasita daquele ecossistema. No entanto, a maioria nao
apresenta sinais clinicos, dificultando seu diagndstico e consequente controle. JA um
reservatorio secundario € aquele que pode transmitir a infeccdo, mas ndo consegue
manté-la na auséncia do reservatério primario. Portanto, ao ser controlado, diminui
Ro, mas ndo elimina o parasita do meio e as transmissdes continuardo. Enquanto isso,
um reservatério acidental é aquele que ndo tem papel na manutencao do parasita no
ambiente, portanto, seu controle ndo tem efeito sobre Ro (ASHFORD, 2003;
QUINNELL; COURTENAY, 2009; MAIA; CAMPINO, 2011).

O reservatério primario é aquele que: a propor¢cao de animais infectados pelo
parasita é suficientemente alta para manter a infeccdo em areas endémicas; mantém
sua capacidade de transmitir o parasita ao vetor durante um longo periodo; € uma
fonte de alimentacédo frequente ao vetor (QUINNELL; COURTENAY, 2009; MAIA,
CAMPINO, 2011). Sabe-se que o cdo é um reservatorio priméario da LV, uma vez que
a infecgdo por L. infantum é frequente na populagédo de cées; a infecgcdo se mantém
nos periodos de ndo transmissao, muitas vezes sem sinais clinicos; apresentam alta
parasitemia na pele e no sangue, aumentando as chances de transmitir a doenca para
o flebotomineo; tem relacdo préxima com o homem, sendo o animal que mais
transmite doencas ao ser humano; e, por fim, além de serem infecciosos ao vetor, é
uma fonte natural de alimentac&o para flebotomineos (MAIA; CAMPINO, 2011; DAY,
2016; WHO, 2019). A influéncia do homem sobre Rp ainda é muito discutida. Um
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estudo de Molina et al. (2020) com xenodiagndstico em seres humanos utilizando P.
perniciosus como vetor demonstrou que humanos imunocompetentes nao tratados
geram impactos limitados na transmissdo de L. infantum, enquanto humanos
imunossuprimidos ou com coinfeccdo HIV-L. infantum sé&o mais infecciosos ao vetor.
Ja no Brasil, xenodiagnostico realizado em humanos com Lu. longipalpis por Ferreira
et al. (2018) demonstrou que humanos co-infectados por HIV-L. infantum sdo mais
importantes na transmissdo do parasito ao vetor do que estimado anteriormente.

Quanto a gatos, seu papel na epidemiologia da LV ainda néo é totalmente conhecido.

2.3 BIOLOGIA DOS VETORES
Segundo Killick-Kendrick (1990), para um inseto ser considerado vetorde uma
doenca, € necessario que ele realize repasto nas espécies hospedeiras, além de o
parasita isolado no inseto ser o mesmo isolado de hospedeiros em regifes endémicas.

As leishmanioses sdo transmitidas pela picada da fémea de flebotomineos. Ja
foram descritas mais de mil espécies de flebotomineos no mundo inteiro, pertencentes
a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae. A maioria das espécies sdo encontradas em regides tropicais do
Globo, no entanto, habitam desde o sul do Canada, Franca e Mongdlia, até o sul da
América do Sul, estando ausente apenas na Nova Zelandia. Das espécies
conhecidas, 375 estio presentes na Europa, Asia, Austrélia e Africa, em sua maioria
na regido temperada paleoartica. No entanto, a distribuicdo geografica das diferentes
espécies € ampla, podendo ser também encontradas em savanas e semiaridos, em
baixas ou altas altitudes, inclusive abaixo do nivel do mar.

Nas américas, foram descritas 434 espécies, presentes desde o norte da
Ameérica do Norte até o sul da América do Sul, mas concentram-se nas regides
tropicais. Neste continente, vetores da LV fazem parte do complexo Lu. longipalpis,
ou seja, sao insetos de espécies distintas por apresentarem diferencas genéticas, mas
gue sdo morfologicamente indistinguiveis e, por isso, todas essas espécies
americanas sdo denominadas Lu. logipalpis (KILLICK-KENDRICK, 1999; BICKFORD
et al., 2006; AKHOUNDI et al., 2016).

Flebotomineos séo insetos holometabolos, isso significa que passam por uma
metamorfose completa, com inicio do ciclo no estagio de ovo, seguido por quatro
estagios larvais, desenvolve-se como pupa e, por fim, chegam a fase de adultos. As

fémeas depositam 0s ovos em matéria organica Umida em decomposicéo. As formas
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larvais se alimentam de qualquer matéria organica presente no ambiente e, quando
adultos, tanto fémea quanto macho alimentam-se de seiva de plantas. Apenas a
fémea realiza repasto sanguineo a fim de promover, desta forma, nutrientes para
producdo de ovos. A oviposicao ocorre entre 4 e 8 dias apds o repasto e o0 primeiro
repasto sanguineo ocorre entre 2 e 4 dias apos a eclosédo da pupa. Todo o ciclo de
desenvolvimento do inseto dura entre 30 e 60 dias, dependendo da espécie. Para o
repasto sanguineo, os machos e as primeiras fémeas sao atraidos pelo odor liberado
pelo hospedeiro. Entdo, os machos comecam a produzir um potente feroménio capaz
de atrair fémeas distantes. Flebotomineos apresentam atividade crepuscular, sendo
gue a maioria das fémeas preferem realizar o repasto e maturagéo dos ovos fora dos
abrigos e, portanto, seu controle ndo é efetivo com inseticida dentro das casas. E
provavel que por este motivo caes tenham maior taxa de infeccdo de LV comparada
ao ser humano (KILLICK-KENDRICK, 1999; SOARES; TURCO, 2003; LAINSON;
RANGEL, 2005; DANTAS DA SILVA, 2019).

A presenca dos mesmos vetores nos diferentes meios, incluindo o urbano com
proximidades de habitacdes humanas, areas florestais e monoculturas frutiferas indica
gue, com o desmatamento e outras modificacdes causadas no ambiente pelo homem,
flebotomineos estdo rapidamente se adaptando ao meio urbano (BARATA et al., 2005;
BELO et al., 2013; READY, 2013).

2.3.1 Preferéncia alimentar de flebotomineos

Flebotomineos apresentam habito alimentar oportunista e ha diferentes formas
de identificar as fontes de alimentacdo das fémeas destes insetos. Uma delas é pela
reacdo de precipitina, um método classico amplamente utilizado que consiste na
interacao de proteinas presentes no soro do sangue digerido pelo inseto, confrontado
com antissoros de vertebrados pré-selecionados, geralmente hospedeiros ja
caracterizados como fonte de repasto sanguineo. Outra técnica sorolégica que tem
sido utilizada € a reacdo imunoenzimatia (ELISA) através do sistema avidina-biotina
(SILVA, 2010). Ambas as técnicas possuem a limitagdo de necessitar antissoros de
hospedeiros pré-selecionados, impedindo identificacdo de reservatdrios imprevisiveis
(HAQUAS et al., 2007). A técnica descrita mais recentemente é a molecular, através
da amplificacdo por Reagcéo em Cadeia pela Polimerase (PCR) do cytocromo b, gene
mitocondrial, ja que sua amplificacdo com posterior sequenciamento ou pela PCR-

RLFP (polimorfismo de fragmento de restricdo ou restriction fragment length
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polymorphism - RLFP) permite distinguir espécies de mamiferos e aves (OSHAGHI;
CHAVSHIN; VATANDOOST, 2006).

Pelas técnicas soroldgicas, as investigacfes sao realizadas utilizando-se
antissoros de espécies ja conhecidas como fonte de repasto de céo, boi, porco, ser
humano, ave, gamba e roedores, além da pesquisa de reacdes mistas, com avaliacao
de espécies distintas na mesma fémea (BARATA et al., 2005; CAMARGO-NEVES;
RODAS; GOMES, 2007; MISSAWA; LOROSA; DIAS, 2008). No Brasil, apenas o
trabalho de Camargo-Neves et al. (2007) pesquisou gatos e cavalos além de cées,
aves, roedores e seres humanos como fonte de repasto de Lu. longipalpis pela técnica
da precipitina, resultando em alta cinofilia, seguido pela alimentacdo em seres
humanos e em aves. Nao houve identificacdo de repasto em gatos. Pelas técnicas
moleculares, DNA de galinha, cées, ratos domésticos e humanos sdo 0s mais
comumente encontrados (MACEDO-SILVA et al.,, 2014; CARVALHO et al., 2017,
FONTELES et al., 2018; LEONEL, 2019), apesar de gatos ja terem sido identificados
como fontes de alimentacao para Lu. longipalpis (SALES et al., 2015). Os resultados
obtidos por todos os estudos tém demonstrado que a espécie transmissora da LV
apresenta habitos oportunistas e de facil adaptacdo a novos ambientes (PIMENTA,
DE FREITAS; SECUNDINO, 2012).

2.4 CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV é uma enfermidade dependente de trés fatores: presenca do reservatorio,
no caso da L. infantum, o cdo; presenca do vetor, que no Brasil € o Lu. longipalpis e,
por fim, presenca do parasita, que é L. infantum. Desta forma, o controle em humanos
€ baseado na caracterizacdo da doenca de acordo com sua evolucédo clinica e do
diagndstico laboratorial através da reacao de Imunofluorescéncia Indireta e do ELISA,
bem como através de aspirados de medula 6ssea e baco com presenca de
amastigotas do parasita, seguido pelo tratamento e notificacdo de individuos
sintomaticos (BRASIL, 2014). JA em cées, o diagndstico laboratorial é realizado
atraves do teste rapido DPP seguida pelo ELISA em ou eutanasia; controle do vetor
com inseticidas piretroides e melhorias de fatores socioambientais para inviabilizar a
disseminacdo da doenca, com educacdo em saude a populagdo (OTRANTO;
DANTAS-TORRES, 2013; BRASIL, 2014; COURA-VITAL et al., 2018; DANTAS-
TORRES et al., 2019). A eutanasia dos caes soropositivos é amplamente criticada

pela comunidade cientifica por diversos motivos: ndo ha comprovacao de sua eficacia;
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pode haver reservatérios ndo conhecidos capazes de manter o parasito circulante;
animais eutanasiados s&o rapidamente repostos por animais jovens; a baixa
sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos determinantes para a eutanasia
de positivos; e, por fim, ndo € viavel para os 6rgaos oficiais nem para a comunidade,
principalmente em paises em desenvolvimento como o Brasil (DANTAS-TORRES et
al., 2019).

O controle oficial ainda ndo recomenda utilizagcdo de coleira impregnada com
deltametrina e o controle multifatorial € altamente criticado devido ao baixo repasse
de verbas para este propésito, somado a dificuldade de operacionalizacédo de técnicas
diagnodsticas e complexidade da doenca. Segundo Dye (1996), o uso de inseticidas &
a técnica mais efetiva na reducéo da prevaléncia da LV. O controle por utilizacdo de
coleira impregnada com deltametrina vem sendo cada vez mais estudada em diversas
regides endémicas (OLIVEIRA-LIMA et al., 2002; QUINNELL; COURTENAY, 2009;
WERNECK et al., 2014) e tem apresentado bons resultados, desde que utilizada de
forma ininterrupta, além de ser recomendada pelos membros do tratado do Doencas
dos Animais de Companhia Transmitidas por Vetores (CVBD — Companion Vector-
Borne Diseases) (COURA-VITAL et al., 2018; DANTAS-TORRES et al., 2019). Para
complementar, um recente estudo realizado no Brasil indica o uso de colar
impregnado com inseticida como a medida de controle mais eficiente contra LV
(DANTAS-TORRES et al., 2020). No entanto alguns autores acreditam que nao é
viavel no Brasil, uma vez que piretroides sdo pouco sustentaveis do ponto de vista
econdmico e de manejo devido ao curto poder residual da mesma, tornando
necessaria a substituicdo de coleiras a cada semestre (ROMERO; BOELAERT, 2010;
ROMERO, 2016).

Como o controle da LV no Brasil ainda é baseado na eutanasia de caes
positivos a sorologia, sem distinguir animais que realmente sao infecciosos ao vetor
(BRASIL, 2014; WERNECK et al., 2014), formas de identificar caes infectados por L.
infantum que de fato atuam como fonte de infeccdo ao flebotomineo, tém sido
pesquisadas. O xenodiagndstico é a unica forma de identificar caes infecciosos. Séo
focos dos atuais estudos de xenodiagnéstico a busca por diferencas de
transmissibilidade entre presenca ou auséncia de sinais clinicos, bem como formas
de diagnosticar estes animais (comparacao entre diversos testes sorologicos e PCR),

além da busca de parametros que os diferencie, como parasitemia nos tecidos (pele
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e baco) e transmissibilidade apos tratamento, no entanto, os estudos nao apresentam
um padrdo e ndo h& técnica diagndstica disponivel capaz de identificar caes
infecciosos, o que dificulta o controle da doenca (RIBEIRO et al., 2008; LAURENTI et
al., 2013; BORJA et al., 2016; MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016; DE MENDONCA et
al., 2017).

Em gatos com sinais clinicos, poucos estudos xenodiagnosticos, um deles
realizado na Itdlia, com o vetor Plhebotomus perniciosus e dois no Brasil,
considerando o Lu. longipalpis como vetor, foram realizados. Nos trés estudos houve
animais infecciosos aos flebotomineos (MAROLI et al., 2007; DA SILVA et al., 2010;
DE MENDONCA et al., 2020), com taxa de infeccdo entre 21 % e 13,1%. No trabalho
de Mendonca et al. (2020), a taxa de infeccdo nos flebotomineos ndo foi mensurada,
no entanto, de 12 gatos estudados, oito (67%) foram capazes de transmitir o parasito

aos fleb6tomos.

3 OBJETIVOS

Avaliar a infectividade de Lu. longipalpis por L. infantum, pelo repasto em gatos

naturalmente infectados.
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Resumo

O papel dos gatos na transmissao de leishmaniose visceral (LV) tem ganhado
espaco desde a primeira evidéncia da transmissibilidade de Leishmania infantum para
flebotomineos através de xenodiagndstico. Com o objetivo de ampliar os estudos sobre o
papel destes animais no ciclo de transmissdo da LV em areas urbanas, quatro gatos
naturalmente infectados por L. infantum, diagnosticados através de RIFI, ELISA e PCR
com sequenciamento 100% compativel com L. infantum, foram avaliados quanto a
presenca de sinais clinicos e alteracfes hematoldgicas e submetidos a xenodiagndstico.
Dos quatro animais positivos, todos apresentavam sinais clinicos compativeis coma
doenca e alteracGes hematologicas, trés apresentaram parasitolégico positivo, com a
presenca de amastigotas em medula éssea e/ou linfonodo. Um total de 203 flebotomineos
foram expostos para alimentacdo nos 4 gatos, resultando em 100% das fémeas
ingurgitadas. Ensaios parasitologico e molecular foram realizados para avaliar a presenca
de L. infantum no intestino dos flebotomineos. Dez fémeas de Lu. longipalpis (4,9%)
foram positivas no ensaio parasitolégico de um dos gatos e 17 (8,4%) fémeas alimentadas
em dois gatos resultaram na amplificacdo de DNA de L. infantum, o que evidencia que

gatos naturalmente infectados s&o competentes em transmitir L. infantum ao vetor.

Palavras-chave: Leishmaniose felina, Lutzomyia longipalpis, leishmaniose

visceral
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Abstract

Cats have been gained attention on visceral leishmaniasis (VL) transmissibility
since the first evidence of phlebotomine’s infection by Leishmania infantum from
naturally infected cat. Aiming to expend studies regarding feline’s hole on L. infantum
VL cycle at urban areas, four naturally infected cats diagnosed using IFAT, ELISA and
PCR with sequencing 100% compatible with L. infantum were evaluated according to
clinical signs and haematological changes and subjected to xenodiagnosis. All cats
presented clinical signs compatible with the disease and/or haematological changes.
Three of them presented amastigotes at parasitological assay from bone marrow and/or
lymph nodes. Parasitological and molecular assays were used to identify L. infantum at
Lutzomyia longipalpis’ gut from 203 phlebotomines fed on the 4 cats, which resulted in
100% of engorged females. Ten (4,9%) Lu. longipalpis female feed in one cat showed
promastigotes at parasitological assay, while 17 (8,4%) feed in two cats amplified L.
infantum DNA, evidencing that naturally infected cats are competent to transmit L.
infantum to Lu. longipalpis.

Keywords: Feline leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis, visceral leishmaniasis
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1 Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca transmitida por vetores que depende
da triade parasita-vetor-hospedeiro presentes no mesmo ambiente para se manter
circulante (Lana et al., 2018). Leishmania infantum € o agente causador da LV zoonética
nas Ameéricas e na Europa, continentes nos quais cées sao considerados reservatorios

primarios da doenca (Mird & Lopez-vélez, 2018; Werneck, 2014).

No Brasil, o parasita € transmitido principalmente atraves da picada da fémea do
flebotomineo Lu. longipalpis, um inseto bem adaptado a diferentes condi¢des climaticas,
com habito de alimentacdo oportunista (Rocha et al., 2019). A principio, o vetor habitava
predominantemente areas rurais. Contudo, ele tem se adaptado a ambientes urbanos e
seguindo a migracdo humana e modificacGes do seu ecossistema natural (A. M. Oliveira
etal., 2016). Ambientes com presenca de animais domésticos, arvores frutiferas e matéria
organica como lixo sustentam a proliferacdo de Lu. longipalpis (Lana et al., 2018; Rocha

etal., 2019).

Devido ao aumento de casos de LV e do nimero de municipios endémicos,
reservatorios urbanos desconhecidos tém sido investigados. Apesar de LV felina ja ter
sido descrita nas Américas, Europa e Asia (Pennisi & Persichetti, 2018; Vides et al.,
2011), gatos infectados experimentalmente por L. infantum demonstraram que estes
animais apresentam resisténcia a doenca, reafirmando que gatos podem ser reservatorios
assintomaticos (Akhtardanesh et al., 2018) e experimentos de xenodiagnosticos em gatos
doentes resultaram no desenvolvimento de L. infantum em flebotomineos na Italia e no
Brasil, (da Silva et al., 2010; de Mendonga et al., 2020; Maroli et al., 2007). Nada se sabe
sobre a diferenca na infeccdo de flebotomineos entre gatos que apresentem ou néo sinais
clinicos e que estejam em diferentes estagios da doenca. Seguindo este raciocinio, 0

objetivo do presente estudo foi expandir em numero e em variedade de gatos avaliados
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nos experimentos, para compreender melhor o papel de gatos da transmisséo da LV e
avaliar a competéncia vetorial do Lu. longipalpis para transmitir L. infantum, ao

alimentar-se em gatos naturalmente infectados.

2 Material e Métodos

2.1 Area de estudo

Os xenodiagndsticos foram realizados no Laboratério de Imunoparasitologia da
Universidade Estadual de Sao Paulo, localizada no municipio de llha Solteira, Sdo Paulo,
classificado como endémico para LV (Brasil, 2019a). O municipio encontra-se as
margens do rio Parana, com fragmentos florestais e areas rurais. Em 2018, o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (Brasil, 2018), estimou que Ilha Solteira
possuia uma populacdo de 26.582 pessoas e, segundo Brasil (2019b), de 2007 a 2017 o

municipio notificou 5 casos humanos de LV.

A dissecc¢do de flebotomineos foi realizada no Laboratério de Entomologia em
Saude Puablica, na cidade de Sdo Paulo, e a deteccdo molecular foi realizada no
Laboratorio de Medicina Veterinaria Aplicada no municipio de Pirassununga, ambos da
Universidade de S&o Paulo (USP). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, com nlimero 8541011019.

2.2 Selegéo dos animais

Quatro gatos participaram do estudo, sendo trés fémeas e um macho. Todos
sorologicamente positivos para Leishmania spp. pela Reacdo de Imunofluoescéncia
Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), realizados e acordo com Vides etal.
(2011) e Costa et al. (2010) respectivamente. Todos também foram positivos pela PCR
para Leishmania spp. descrita por Rodgers et al. (1990) e El Tai et al. (2000), a partir de

DNA extraido de amostras sanguineas dos gatos, com sequenciamento 100% idéntico a
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L. infantum. A avaliacdo clinica incluiu caracterizacdo dos sinais clinicos por exames
clinicos, hemograma e bioquimica sérica (Tabela 1). Além disso, dos 4 gatos estudados,
todos apresentaram amplificacdo com sequenciamento 100% idéntico a L. infantum
(MN412821.1; KY658232.1; KY963127.1) e trés apresentaram positividade no

parasitologico de linfonodo/medula dssea.

2.3 Xenodiagnostico

Experimentos xenodiagnosticos, com a mesma metodologia, foram realizados
com 0s quatro animais (Figura 1), sendo que em 3 deles foram realizados dois
xenodiagndsticos em diferentes momentos da evolucdo da doenca, e em um animal, um

experimento.

2.3.1 O vetor: Lutzomyia longipalpis

Foram utilizadas fémeas de 3 a 5 dias, cultivadas em col6nia fechadade Lu.
longipalpis, mantidas de acordo com Killick-Kendrick (1991), modificada segundo
Galvis-Ovallos et al. (2017) no Laboratério de Entomologia da Faculdade de Saude
Publica da Universidade de So Paulo. No primeiro xenodiagnostico, foram submetidas
ao experimento de 28 a 39 fémeas em cada gato. Machos também foram soltos para

estimular o repasto sanguineo.

2.3.2 Repasto sanguineo das fémeas nos gatos

Os gatos foram anestesiados com Telazol (11mg/kg) (Zoetis-US) e tramadol
(2mg/kg) e alocados em cabanas individuais de 50x30x30 cm, seguido pela soltura dos
flebotomineos nas cabanas. Os gatos foram mantidos completamente expostos ao repasto

por 60 minutos (Figura 2).
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2.3.3 Ensaios parasitologicos

A disseccdo foi realizada com o auxilio de lupa com amplificagdo de 60X, assim
que as fémeas morriam. Fémeas vivas até o sétimo dia ap0ds a alimentacdo foram
eutanasiadas por congelamento a -12°C durante 15 minutos. O intestino das fémeas foi
avaliado com microscépio éptico (400X) para célculo da taxa de infecgcdo segundo Diniz
et al. (2014), com observacdo da presenca ou auséncia de sangue e de promastigotas. A
intensidade de promastigotas foi expressa com a utilizacao de cruzes de acordo com Travi
et al. (2001), sendo (-) auséncia de promastigotas; (+) presenca de 1-50 promastigotas;

(++) 51-100; (+++) 101-200; e (++++) > 201 promastigotas.

2.3.4 Ensaios moleculares
Devido a presenca de sangue ou da degradacdo em algumas fémeas, houve

também avaliacdo por Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) de todas as fémeas. A
extracdo do DNA das fémeas de flebotomineos foi realizada de acordo com Bruford et al.
(1998) e modificado por Galvis-Ovallos et al. (2017). A qualidade da extracéo foi
verificada através da amplificacdo do gene cacofénico IVS6, com primers 5LIcac (5°-
GTGGCCGAACATAATGTTAG-3") e 3LIcac (5-CCACGAACAAGTTCAACATC-
3”), descritos por Lins et al. (2008) e a PCR foi realizada conforme descrito por Pita-
Pereira et al. (2005). Para identificar a presenca de Leishmania spp. em amostras das
fémeas de flebotomineos, a regido do minicirculo do KDNA foi amplificada de acordo
com Rodgers et al. (1990). Como descrito anteriormente, amostras positivas no kDNA
para Leishmania spp. tiveram o DNA ribossomal amplificado de acordo com El Tai et al.

(2000).

3 Resultados
Dos 4 gatos estudados, 1 (25%) gato (nimero 4), apresentando apenas magreza

como sinal clinico aparente e alterac6es hematoldgicas e bioquimicas evidentes, foi capaz
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de transmitir L. infantum ao vetor pela analise parasitoldgica do intestino das fémeas. Foi
possivel amplificar o DNA do parasito de fémeas alimentadas em 2 (50%) gatos. No total,
203 fémeas foram utilizadas para realizar o repasto nos gatos naturalmente infectados por
L. infantum durante os xenodiagnosticos. Todas as fémeas de Lu. longipalpis ficaram
completamente ingurgitadas. Destas, 154 (75,9%) foram dissecadas. A presenca de
sangue foi observada em 91 (44,8%) fémeas. Nas analises parasitoldgicas, destacaram-se
10 (4,9%) fémeas alimentadas no gato 4 que estavam infectadas (Figura 3): 8 com
intensidade de uma cruz (+); 1 (++) e 1 (++++). As analises moleculares resultaram em
17 (8,4%) fémeas positivas pela PCR, sendo 1 no gato 3 e 16 fémeas alimentadas no gato

4 (Figura 3), as fémeas alimentadas nos demais gatos foram negativas (Tabela 3).

4 Discusséo

Desde o primeiro relato de LF (Sergent, Lombard, & Quilichini, 1912), casos da
doenca ou infeccdo vém sendo descritas em todo o mundo, incluindo América do Sul
(Benassi et al., 2017; T. M. F. de S. Oliveira et al., 2015; Savani et al., 2004; Vides et al.,
2011), Europa (Maroli et al., 2007; Martin-Sanchez et al., 2007; Pennisi et al., 2013) e
Asia (Hatam et al., 2010; Nasereddin, Salant, & Abdeen, 2008). Além do mais, até o
momento foram descritos trés xenodigndsticos que obtiveram resultados confirmando a
transmissibilidade de L. infantum a duas espécies de flebotomineos, a partir do repasto
em gatos naturalmente infectados (da Silva et al., 2010; de Mendonca et al., 2020; Maroli
et al., 2007). O primeiro foi realizado na Italia, tendo como vetor a espécie Phlebotomus
perniciosus (Maroli et al., 2007), que apresenta grandes diferencas quando comparado ao
Lu. longipalpis, incluindo habitos alimentares e desenvolvimento do parasita no
flebotomo (Ready, 2013). Quinnell & Courtenay (2009) enfatiza que a proporgéo de P.
perniciosus infectados por L. infantum quando alimentado em cées é maior do que Lu.

longipalpis, o que indica maior susceptibilidade do flebotomineo europeu. No Brasil, da
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Silva et al., (2010) usou Lu. longipalpis para estudar a possibilidade de o flebotomineo
ser infectado por L. infantum a partir do repasto em um gato naturalmente infectado. Ja
em um experimento similar a este, Mendoncga et al. (2020) estudaram 12 gatos, resultando
em 8 (67%) animais capazes de transmitir o parasito a flebotomineos. De um total de 542
flebotomineos, 158 (29,2%) foram infectados. Nos trés estudos, a maioria dos felinos
capazes de transmitir L. infantum ao vetor apresentavam ao menos trés alteracGes clinicas

e todos eram positivos pela citologia de medula 6ssea (tabela 4).

O presente estudo resultou em 100% das fémeas ingurgitadas. Das 203 fémeas
que participaram do estudo, 10 (4,9%) estavam infectadas no parasitolégico, a PCR com
primers direcionados ao KDNA de L. infantum foi positiva em 14 (6,9%) e 16 (7,9%)
foram positivas na PCR tendo o ITS1 como alvo. No total, foram 17 fémeas positivas nas
diferentes técnicas e nos dois felinos. Assim como nos demais estudos, foi possivel
observar o desenvolvimento de L. infantum em fleb6tomos alimentados no gato 4, que
apresentava magreza, titulos sorolégicos elevados (nivel ELISA 9 e RIFI 1:360) e
intensas alteracdes hematoldgicas e bioquimicas, como diminuicdo de plaquetas e
hiperglobulinemia, podendo ser classificado no estagio 111 da doenca, de acordo com o
estadiamento sugerido por Solano-Gallego et al. (2011) para cdes, 0 que enfatiza a
importancia de realizar exames hematoldgicos e bioquimicos no diagnostico da doenga.
No experimento de Silva et al., (2010), os animais infecciosos ao vetor apresentaram
aumento de ureia sérica e de Aspartato aminotransferase (AST), com titulacdo de RIFI de
1:160. Ja no experimento de Maroli et al. (2007), ndo houve pesquisa de alteracdes
hematoldgicas ou bioquimicas, mas a titulacdo de RIFI também foi 1:160, enquanto no
xenodiagndstico realizado por Mendonga et al., (2020) ndo houve pesquisa por alteracbes

hematologicas e bioquimicas, nem diagnostico sorologico (tabela 4).
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Juntamente com xenodiagndsticos, € fundamental investigar fontes naturais de
repasto do Lu. longipalpis (Maia & Campino, 2011), uma vez que para ser considerado
reservatorio, é necessario que o hospedeiro seja frequente fonte de alimentagdo ao vetor
(Ashford, 2003; Quinnell & Courtenay, 2009). No Brasil, dentre as pesquisas por habitos
alimentares de flebotomineos, apenas um estudo utilizando técnica soroldgica pesquisou
felinos como fonte de alimentacdo de Lu. longipalpis e ndo houve repasto nestesanimais
(Camargo-Neves, Rodas, & Gomes, 2007). Atraveés da identificacdo molecular, os DNAs
mais comumente encontrados foram de galinha, caes, ratos domésticos e humanos
(Carvalho et al., 2017; Fonteles et al., 2018). No entanto, Sales et al. (2015) identificaram
uma fémea de Lu. longipalis que realizou repasto em humanos, cées e gatos e 0 DNA de
gatos foi encontrado em Phlebotomus perniciosus na Espanha, utilizando-se a técnica de
cyt-B (Gonzélez et al., 2015). E importante mencionar que flebotomineos oportunistas
como Lu. longipalpis possuem maior capacidade vetorial de transmitir o protozoario a
outros hospedeiros, uma vez que estdo mais expostos a infeccdo por Leishmania spp.
(Pimenta, de Freitas, & Secundino, 2012). Além disso, a maioria dos estudos que
pesquisam pelos habitos alimentares de flebotomineos utilizam armadilhas do tipo CDC
para captura dos vetores, técnica que nao atrai grande nimero de fémeas ingurgitadas
(Galvis-Ovallos et al., 2017). Sales et al. (2015), que identificaram o gato como fonte de
repasto para Lu. longipalpis, realizaram captura ativa dos flebotomineos.

Assim como em cdes, nem todos o0s gatos foram infecciosos, sendo que dos 4
felinos testados, dois (50%), foram infecciosos as fémeas e em um deles apenas uma
fémea foi positiva, pela anadlise molecular. Cées sdo importantes hospedeiros de
flebotomineos e ainda sdo considerados 0s principais reservatorios urbanos da LV (Barata
et al., 2005; Chappuis et al., 2007; Quinnell & Courtenay, 2009). Enquanto o foco atual

de xenodiagndsticos realizados em cées é identificar diferencas entre animais que séo
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realmente infecciosos aos flebotomineos, com comparagfes entre inimeras situagdes
diferentes como presenca ou auséncia de sinais clinicos; parasitemia no sangue, na pele e
em outros tecidos ou técnicas diagnosticas, em gatos estes estudos ainda sdo embrionarios
(Borjaetal., 2016; De Mendonga et al., 2017; Ribeiro et al., 2008). Vale ressaltar que o
gato infeccioso aos flebotomineos apresentava magreza como sinal clinico aparente e era
positivo pela citologia de medula dssea, como o0s gatos infecciosos do estudo de
Mendonca et al. (2020). Este estudo também demonstra a importancia de investigar as

diferencas entre gatos que realmente sdo fontes de infec¢do em relacdo aos que nao séo.

Apesar de a LV humana ser, ao longo do tempo, correlatada com a LV canina
(Belo et al., 2013; Camargo-Neves et al., 2001; Margonari et al., 2006), com maior
prevaléncia em cdes do que em humanos ou gatos (Pennisi & Persichetti, 2018), dados
epidemiolégicos inconsistentes ja foram relatados no Brasil quanto ao papel de gatos. O
primeiro caso autoctone de gato infectado por L. infantum nas Américas ocorreu em um
municipio na época ndo endémico do estado de S&o Paulo, Brasil, no qual nem casos
humanos nem casos caninos autdctones haviam sido relatados (Savani et al., 2004). E
fundamental avaliar o que € essencial e periférico no que se diz respeito a prevencao e ao
controle da LV. A eliminagéo da transmissao pode acontecer controlando a doenga em
reservatorios primarios, enquanto o controle em reservatdrios secundarios pode reduzira
transmissibilidade. Portanto, modelos matematicos sdo necessarios para estimar a

contribuicdo de felinos em manter o parasita circulante (Quinnell & Courtenay, 2009).

5 Concluséo
Dois dos quatro gatos estudados foram capazes de transmitir o parasito aos
flebotomos, um deles confirmado por testes parasitologico e molecular e outro apenas
pelo molecular. A presenga da magreza como sinal aparente da LF e vérias alteragdes

hematoldgicas e soroldgicas no gato infeccioso pelo parasitologico mostram a
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importancia do diagnostico laboratorial da doenca em gatos de area endémica. Maiores
estudos para identificar as principais caracteristicas dos gatos capazes de transmitir L.
infantum ao vetor e habitos alimentares de flebotomineos s&o necessarios, além de ensaios
epidemioldgicos que correlacionem gatos como fator de risco paraa LV humana para que

seja possivel determinar a infectividade dos vetores a partir de gatos.
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Figura 1: Fluxograma dos xenodiagnosticos. Todos os experimentos foram conduzidos com a mesma metodologia e manutencao das fémeas. PCR — Reacdo em Cadeia pela
Polimerase; 1VS6 — CAC — dominio IVS6 para o gene cacophony de insetos; KDNA — 13A/13B — gene 13A/13B do DNA do kinetoplasto de Leishmania spp.; rDNA — ITS1
— Internal Transcribed Spacer 1 do DNA ribossomal de Trypanosomatideos.
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472 Tabela 2: Avaliacdes clinica e diagndstica dos gatos selecionados para participar do xenodiagndstico.

Sorologia Molecular
. T Hemograma e Perfil S . . .
Animal Sinais clinicos Bioguimico Cultura  Parasitologico ELISAN IFAT/  Primer Primer  Sequenciamento
IS S - - Tit 13A/13B ITS1
agreza, onodo POpIIteo 1 leucdcitos e deeosinofilos;
1 aumentadq, alope(jla, descamagao 1 Ureia. AST. FA eglobulinas: + + +/6 +/1:40 + + L. infantum
de ;I:)ele, micro lesdes na ponta da
orelha 1PT
Magreza, lesdes de pele por todo o T leu|C%Cl|t-0 § ¢ de cosmoLIos;
2 corpo e a{Iopecia 1 globuling; N - +/6 +/1:40 + + L. infantum
1 PT
~ T Teucocitos € de eosinofilos;
3 Magreza, lesGes nas orelhas e no FA: )
focinho ’ N - +/5 +/1:40 + + L. infantum
1 PT.
1 leucocitos e CHCM,
| VCM e plaquetas; +/ .
4 Magreza | GGT e albumina, + + +/9 1320 + + L. infantum
1 PT e globulina; )
1 Linfocitos
473  Notas:

474  NE - Nivel ELISA; Tit — Titulagdo — ponto de corte: 1:40; + - Positivo; N — Negativo; PT — Proteina Total; AST — Aspartato aminotransferase; FA — Fosfatase alcalina; GGT
475 — Glutamil Transferase; VCM — Volume Corpuscular Médio; CHCM — Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média; 13A/13B — kDNA de Leishmania spp.; 1TS1 -
476 rDNA — SSU-rDNA Trypanosomatideos Internal Trancribed Spacer 1

477 1 - Niveis acima dos valores de referéncia; | - Niveis abaixo dos valores de referéncia, propostos por Jericd et al. (2014).
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478

479  Figura 2: Experimento de xenodiagndstico. A — Cabanas individuais dispostas acima da bancada. B —
480 Gatos dentro das cabanas individuais. C — Fémea flebotominea realizando o repasto sanguineo em um gato
481  naturalmente infectado por L. infantum.

482

483

484 Figura 3: Gato 4; A — Gato 4, positivo em todos os exames diagnosticos, com importantes alteracées
485 hematoldgicas e bioguimicas e apresentando magreza. B — Alta parasitemia por formas promastigotas de
486 Leishmania spp. em intestino de fémea flebotomineo alimentada em gato naturalmente infectado por L.
487 infantum. C — Eletroforese de gel de agarose, resultante da amplificacdo do DNA ribossomal gene ITS1. L
488 - Ladder; C+ - Controle positivo; C- - Controle negativo; 1 a 16 — Fémeas de flebotomineos alimentadas
489  em gatos naturalmente infectados por L. infantum.
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491

492
493

494

Tabela 3: Descricdo dos resultados dos xenodiagnésticos A e B.

XENODIAGNOSTICO A

XENODIAGNOSTICO B

61

o
Z
i = ke g a x & 2 S @ % o 2 = @ 4
i z 2 3 > s O z S 3 2 = O z c 3 g 5 O
. 8 5 o ® . Q & a o - a & o a
15 23 25 9 40 32
1138 38 5950 605% 01 25 25 45000  360% 0 0| 63 63 4350,  508% 0 0
21 7 19 10 40 17
21 28 28 500 250% 0 28 23 o600  435% 0 O 51 51 5400 333% 0 0
28 3 1 18 9 46 12 1
3 | 8L 3L 90306 97% 320 | ¥ 19 94706 47.4% 0 O 50 50 900  240% 0 2.0%
28 30 10 16 28 30 10 16
4 ) ) ) ) ) 39 39 71,8%  76,9%  256%  41,03% 39 39 71,8%  76,9%  25,6% 41,03%
64 33 1 90 58 10 16 154 01 10 17
T 1 9% 9 6s0m 9520 10% | 106 106 51906  Ba796  94% 15000 | 202 203 5905 448%  4.9% 8,4%

N — NUmero de fémeas flebotomineos;

T Fémeas ingurgitadas; ¥ Quantidade de fémeas dissecadas e porcentagem (%); SPresenca de sangue; "Resultado do parasitoldgico; PCR - Teste molecular para o gene KDNA

13A/13B.



495  Tabela 4: Comparacéo entre os estudos xenodiagndsticos disponiveis e o presente estudo, realizados em gatos naturalmente infectados por L. infantum.
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Estudo N Competéncia Taxa c~ie Citologia de Titulagéo Cultura Sinais Clinicos Altera(,;o'es
infeccéo medula hematoldgicas
Maroli et al Estomatite, periodontite,
1 1 20a21% + 1:160 + linfoadenopatia, hipertrofia dos NA
(2007) .
linfonodos
Hipertrofia do linfonodo
popliteo, dermatite furfurécea,
Silva et al 1 1 13.1% + 1:160 + onicogrifose, caquexia, atrofla t Ureia sérica ¢ AST
(2010) muscular,  fadiga, anorexia,
fraqgueza e ferida na orelha
direita.
Mendonca et i
al (2020) 12 8 NA + NA + Mais de 3 (NE) NA
1 leucécitos e CHCM,
. | VCM e plaquetas;
v|(c2>t0|2e0t)a| 4 1 25,6% ¥ 1:320 ¥ Magreza | GGT ¢ albumina,
1 PT e globulina;
1 Linfocitos
496  Notas:

497 N — NUmero de gatos estudados em cada xenodiagnéstico; Competéncia — nimero de gatos que foram infecciosos ao vetor; NA — N&o apresenta; NE — ndo especificado; + -
498 Positivo; Titulacao — pela RIFI, com ponto de corte: 1:40; + - Positivo; PT — Proteina Total; AST — Aspartato aminotransferase; GGT — Glutamil Transferase; VCM — Volume

499 Corpuscular Médio; CHCM - Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média.

500  Fonte: Maroli et al., (2007); Silva et al. (2010); Mendonca et al. (2020).

501



