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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma zoonose mundialmente conhecida que apresenta importante relevancia
em saude publica. No Brasil, a regido Norte é considerada endémica para esta zoonose, sendo
evidenciada pelo elevado numero de cdes acometidos em todo o estado do Tocantins e estados
circunvizinhos. Os felinos podem ser portadores da doenca e se manterem clinicamente
saudaveis ou ainda apresentar alguma sintomatologia inespecifica. Técnicas de diagnostico com
coleta de material menos invasiva, minimizando o estresse do paciente, facilitam a manipulagédo
do animal e reduzem alteragdes dos pardmetros fisioldgicos. Neste sentido, o swab de secrecdo
ocular, se apresenta como uma possibilidade a ser estudada. O exame citoldgico apresenta alta
especificidade, praticidade e baixo custo para o diagnostico deleishmaniose. J& a PCR pode ser
realizada quando a citologia for negativa e 0 animalapresenta sinais clinicos ou para detec¢édo
do parasita em pacientes assintomaticos. Diante disso, a presente pesquisa teve como objetivo
detectar a presenca de Leishmania spp. por meio da analise citologica e da PCR em amostras
de secrecdo ocular de felinos domésticos no estado do Tocantins. Foram utilizados 46 felinos
domésticos, sem distincdo de sexo, raca e idade, domiciliados, errantes e abrigados, sendo dois
desses sabidamente positivos para leishmaniose. Foram coletadas duas amostras de secregédo
ocular de cada animal, sendo uma utilizada para avaliacdo citoldgica e outra para PCR em busca
do protozoario. Os dois animaissabidamente positivos foram positivos na citologia e PCR, e 0s
demais negativos. A amostra de swab de secrecdo ocular, menos invasiva, pode ser utilizada na
andlise para o diagnostico de Leishmania spp. em gatos, devendo-se haver mais estudos para
comprovagéo.

Palavras-Chaves: Parasitas. Leishmaniose. Gatos. Diagndstico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a world-famous zoonosis of major public health importance. In Brazil, the
northern region is considered endemic for this zoonosis, as evidenced by the high number of
affected dogs throughout the state of Tocantins and surrounding states. Felines can be carriers of
the disease and remain clinically healthy or still show some non-specific symptoms. Diagnostic
techniques with less invasive material collection, minimizing patient stress, facilitate animal
handling and reduce alterations in physiological parameters. In this sense, the ocular secretion
swab is a possibility to be studied. Cytology is highly specific, practical and inexpensive for
diagnosing leishmaniasis. PCR, on the other hand, can be carried out when the cytology is negative,
and the animal shows clinical signs or to detect the parasite in asymptomatic patients. In view of
this, the aim of this study was to detect the presence of Leishmania spp. by means of cytological
analysis and PCR in ocular secretion samples from domestic cats in the state of Tocantins. A total
of 46 domestic cats were used, regardless of sex, breed or age, domiciled, stray or sheltered, two
of which were known to be positive for leishmaniasis. Two samples of ocular secretion were
collected from each animal, one of which was used for cytological evaluation and the other for
PCR in search of the protozoa. The two animals known to be positive were positive in cytology
and PCR, and the others were negative. The ocular secretion swab sample, which is less invasive,
can be used in the analysis for the diagnosis of Leishmania spp. in cats, but further studies are
needed to prove this.

Keywords: Parasites. Leishmaniasis. Cats. Diagnosis.
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CAPITULO |

1 CONSIDERACOES INICIAIS

A leishmaniose € uma zoonose mundialmente conhecida e de grande importancia em
saude publica, a qual denota uma epidemiologia amplamente diversificada (BRASIL, 2007).
A mesma faz parte de um grupo de doencas causadas por protozodarios pertencentes a mais de
20 espécies do género Leishmania. Essa enfermidade é transmitida aos humanos por vetores
conhecidos como flebotomineos. Existem trés formas principais de apresentacéo da doenca: a
tegumentar (LT), a visceral (LV) e a mucocutanea (LM) (WHO, 2021).

Atualmente, cerca de 18 paises das Ameéricas relatam casos confirmados de
leishmaniose, sendo a forma tegumentar a mais comum, enquanto a leishmaniose visceral é a
mais severa e possui 90% de letalidade quando ndo tratada corretamente (MAIA-
ELKHOURY; VALADAS; BUZANOVSKY, 2020). Conforme os principios da resolucdo
WHAG60.13 - World Health Organization (WHO, 2007), o Brasil atende aos critérios de
endemicidade para as leishmanioses e destaca-se negativamente tanto para a forma tegumentar,
quanto para a visceral, figurando entre os paises do mundo com maior incidéncia da doenca
(RUIZ POSTIGO, 2020).

Dentro desse cenario nacional, a regido Norte destaca-se como endémica para a
leishmaniose, devido, principalmente, as grandes transformacGes ambientais, movimentos
migratorios e urbanizacdo, deixando de ser uma enfermidade restrita as areas rurais e sendo
constatado pela grande ocorréncia de cdes acometidos em todos os estados da referida regido
(BRASIL, 2016; BENEDETTI e PEZENTE, 2020).

Segundo a assessoria técnica de leishmanioses da Secretaria de Estado da Salde do
Tocantins, o estado registrou 4.151 casos de leishmaniose visceral humana e 6.265 casos de
leishmaniose tegumentar no periodo de 2007 a 2020 (BIGEL, 2021).

Um levantamento realizado pelo Nucleo de Controle de Zoonoses de Colinas do
Tocantins contabilizou que no periodo de janeiro de 2021 a dezembro de 2022, 654 caes
positivaram para leishmaniose visceral pelo teste de triagem imunocromatografico Dual Path
Plataform (DPP), seguido do exame confirmatorio ensaio imunoenzimatico, para deteccéo de
anticorpos (CARDOSO, 2023).

Com o aumento da populacao felina como animal de companhia, o aperfeicoamento da

medicina felina faz-se cada vez mais necessario, haja visto que estes animais apresentam
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particularidades comportamentais e fisiologicas muito especificas, bem distintas dos caes
(MENDES, 2013). Nesse contexto, hd comprovacao cientifica por meio de inimeros estudos
realizados, de que os felinos sdo importantes reservatorios da leishmaniose. Um estudo feito
por Batista (2020), comprovou que 0s gatos sdo altamente capazes de atuar como fonte de
infeccdo de Leishmania spp. para cées.

Dentre as formas de diagnostico para a leishmaniose existem a identificagédo do parasito,
por meio do exame parasitolégico, a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, por meio de testes
imunoldgicos e a amplificagdo do DNA do parasito, por meio de testes moleculares
(GARRIDO, 2012). Existe também, ainda que experimentalmente, a citometria de fluxo
utilizada para a diferenciacdo da forma visceral para a forma tegumentar, por meio de
imunoglobulinas (IgG) especificas (CONTIJO, 2011).

Santos et al (2018), revelam que a utilizagdo da citologia de material como linfonodo,
medula 6ssea, nédulos cutdneos e mucocutaneos suspeitos sdo de grande auxilio no fechamento
do diagnostico. Aspirados de lesdes, em animais positivos, podem evidenciar a forma
amastigota do parasito extracelular ou no interior de macrofagos.

O presente trabalho baseia-se no impacto que a Leishmaniose possui na satde publica,
bem como na quantidade de casos reportados na regido Norte e no estado do Tocantins,
buscando avaliar a deteccdo desse parasito na secrecdo ocular de felinos, que atuam como

reservatorio da doenca, fazendo parte do ciclo epidemiolégico da mesma.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

° Detectar a presenca de leishmaniose felina, por meio do diagndstico de Leishmania spp.
em gatos domésticos no estado do Tocantins, utilizando o exame citoldgico e Reacdo em cadeia

da polimerase (PCR) de secrecdo ocular, como possivel técnica menos invasiva.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a presenca de Leishmania spp. na secre¢do ocular de felinos domésticos no
Tocantins;

e Verificar a eficacia do método citoldgico e PCR em secrecdo ocular para o
diagnostico de Leishmania spp. em felinos domésticos no Tocantins;

e Avaliar a secre¢do ocular como material bioldgico para deteccdo de Leishmania spp.
por meio da citologia e PCR.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Consideragdes gerais

As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por protozoarios do género Leishmania
que acometem pele, mucosas e visceras de mamiferos. Os protozoarios do género Leishmania
spp. sdo parasitas intracelulares obrigatdrios que apresentam predilecdo pelas células do sistema
monocitico fagocitario, onde se transformam em sua forma amastigota, aflagelada. Sua forma
infectante, promastigota metaciclica €, principalmente, transmitida pela picada de
flebotomineos (BRASIL, 2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

A partir da picada na pele pelo hospedeiro invertebrado, ocorre a transmissédo do
parasito (forma promastigota) para os mamiferos. Nesses animais, as formas promastigotas sao
fagocitadas por células do sistema mono e polimorfonuclear, no qual se transformam em
amastigotas. Essa forma do parasito se multiplica por divisao binéria até a ruptura da célula,
podendo infectar as células adjacentes. No local da picada, ocorre uma reacdo imune e
inflamatdria, levando ao aparecimento de uma lesdo (CDC, 2020).

Os caes apresentam papel de destaque como principal reservatério urbano e periurbano.
Contudo, os gatos vém se destacando, tendo a Leishmania infantum como principal espécie
associada a infeccdo (DANTAS-TORRES, 2007; PENNISI, 2015). Outros hospedeiros
vertebrados naturais relatados sao tatus, preguicas, macacos, gambas, humanos, cavalos e ratos
(SILVA; WINCK, 2018).

3.2 Leishmaniose visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar, como é popularmente conhecida, é uma
doenca parasitaria cronica grave que vem se tornando um importante problema de saude publica
mundial, devido a consideravel expansdo geogréafica, elevada incidéncia e altas taxas de
mortalidade (FRANCA-SILVA et al., 2003).

A LV é uma doenga infecciosa sistémica, caracterizada por febre de longa duracdo,
aumento do figado e baco, perda de peso, fraqueza, reducéo da forca muscular, anemia, dentre
outras manifestacdes clinicas (PICCICA et al., 2021; RAIMUNDO et al., 2022;
VASCONCELOS et al., 2019). Essa enfermidade acomete 6rgaos como baco e figado, sendo
a forma mais agressiva e letal. A LV e Tegumentar se manifestam principalmente em cées e
representam um grande problema de salde publica em paises endémicos, como o Brasil
(CASTRO et al., 2022).
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3.3 Leishmaniose visceral felina

A leishmaniose em felinos foi reportada pela primeira vez na Argélia em 1912
(SERGENT etal., 1912), desde entdo, a enfermidade vem sendo alvo de pesquisas emdiferentes
regides do mundo (DIAKOU et al., 2009). No Brasil, o primeiro registro dainfeccdo em felinos
ocorreu em 1962 (DEANE; DEANE, 1962). Apesar de haver grandes divergéncias em relacédo
ao papel do felino no ciclo de transmissdo dessa zoonose, estudos evidenciam essa espécie
como fonte de infeccdo para a leishmaniose visceral, possivelmente por atuar como um
reservatdrio adicional e/ou hospedeiro secundario, alternativo ou acidental, uma vez que este
possui a capacidade de transmitir o protozoario ao vetor (COELHO et al., 2011; DALVI,
CARVALHO; WERNECK, 2018; DA SILVA et al., 2010; MAIA; CAMPINO, 2011;
NEMATI et al., 2015).

Até o momento do presente estudo, cinco (5) espécies do género Leishmania foram
descritas em gatos, Leishmania (Leishmania) mexicana; Leishmania (Leishmania)
venezuelensis; Leishmania (Viannia) braziliensis; Leishmania (Leishmania) amazonensis e
Leishmania (Leishmania) infantum. Os felinos, provavelmente, sdo infectados pela mesma
espécie que infecta a populacdo humana e canina. A infeccdo causada por Leishmania infantum
é relatada principalmente em machos adultos, com idade média de 7 anos, pelo curtoe que
vivem ou estdo em viagem para regides endémicas (PEREIRA; MAIA, 2021).

No Brasil, a leishmaniose felina ja foi relatada em oito estados, sendo eles: Sdo Paulo
(CHAGAS et al., 1938), Bahia (SHERLOCK, 1996), Rio de Janeiro (SCHUBACH et al., 2004;
FIGUEIREDO et al., 2009), Mato Grosso do Sul (NOE et al., 2015), Minas Gerais (SILVA et
al, 2010), Distrito Federal (MARODIN, 2011), Tocantins (SOUSA, 2017) eParaiba (ARRUDA
etal., 2017).

A leishmaniose felina tem sido relatada de forma esporadica e, em decorréncia disso, 0
papel dos felinos no ciclo bioldgico da Leishmania spp. ndo foi bem elucidado (COURA et al.,
2018). Estudos relataram a presenca de material genético (DNA) compativel com parasitasdo
género Leishmania spp. no interior do trato digestivo de flebotomineos, apds o repasto
sanguineo em felinos positivos, o0 que evidencia a capacidade desta espécie em ser fonte de
infeccdo (LONGONI et al., 2012; MAROLI et al., 2007; SOBRINHO et al., 2012).

Segundo a literatura, a maioria dos individuos felinos sdo assintomaticos e os que
apresentam sintomatologia clinica sdo de curso crdnico e com sinais clinicos, na maioria das
vezes, inespecificos, que podem ser confundidos com outras enfermidades. Cerca de um terco

dos animais apresentam coinfec¢do por outras enfermidades, tais como retroviroses
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(FIVIFELV), coronavirus felino (FCoV), Bartonella henselae e Toxoplasma gondii
(PEREIRA; MAIA, 2021).

As lesbes de pele, normalmente, sdo as Unicas que o animal apresentard ou podem estar
acompanhadas por sinais sistémicos inespecificos e a doenca pode assumir, eventualmente, uma
forma aguda tipica, com evolucdo em algumas semanas para o 6bito (OZON et al., 1998). Em
torno de 20% a 30% dos animais apresentam outras manifestacfes como lesdes oftalmicas ou
em cavidade oral, perda de peso, anorexia, letargia e desidratagdo (PENNISI et al., 2015;
PEREIRA; MAIA 2021).

Os achados laboratoriais mais frequentes sdo anemia, geralmente normocitica
normocrémica, e hiperproteinemia (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020).

3.4 Métodos de diagndstico

O diagnostico de Leishmania spp. pode ser realizado por meio de diversas técnicas,
sejam elas diretas, como a visualizacdo em microscopia Optica, avaliagdo molecular, a exemplo
dareacdo em cadeia de polimerase (PCR), isolamento da forma promastigota ou indiretas, como
a reacéo de imunofluorescéncia e ELISA indireto (BRASIL, 2007; MULLER et al., 2003).

Sabe-se que as técnicas soroldgicas rotineiramente empregadas para cdes ndo
demonstram ser um instrumento eficiente para a determinacdo da infec¢cdo em gatos (WHO,
2007). Os resultados obtidos em varios estudos sugerem que a resposta imune em gatos difere
da observada em cdes e que 0s primeiros raramente desenvolvem uma resposta imune humoral.
Portanto, o teste padrdo ouro para diagnéstico de leishmaniose visceral felina é o exame
parasitologico direto até o presente momento, em amostras de tecidos obtidas por puncéo
biopsia aspirativa (PBA), identificando formas amastigotas, principalmente em linfonodos,
medula 6ssea e baco. Entretanto, a técnica depende diretamente da carga parasitaria do animal
infectado, o que pode gerar resultados falso-negativos (CHATIZS et al., 2014; VILHENA et
al., 2013).

O diagnostico soroldgico € amplamente empregado, sendo 0 ensaio imunoenzimatico
indireto (ELISA) e a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) mais comumente utilizados
em cdes (CAN et al,. 2016; COSTA et al,. 2010; SPADA et al,. 2013).

Os titulos de anticorpos sdo uteis em identificar uma resposta imune contra antigenos
de Leishmania infantum. A RIFI depende muito da experiéncia do examinador ao fazer a leitura

das laminas (CHATIZS et al., 2014). No entanto, ¢ o metodo sorolégico mais utilizado
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em pesquisas sobre a Leishmaniose visceral felina (LVF), de 78 estudos transversais,
publicados de 1982 a 2017, sobre o tema, cerca de 38,5% usaram esta técnica. Can e
colaboradores (2016), evidenciaram que felinos negativos na RIFI, mas suspeitos para a doenca,
devem ser submetidos a testes como PCR ou Western Blot.

As técnicas moleculares apresentam maior sensibilidade para o diagnostico de
leishmaniose felina, como PCR por exemplo, que permite ainda a confirmacdo de Leishmania
infantum (GRAMICCIA, 2011; PENNISI et al., 2015; SOLANO-GALLEGO et al,. 2006).
Sdo consideradas também uma boa opcéo para confirmar o diagndstico e para detec¢do do
parasita em pacientes assintomaticos (GRAMICCIA, 2011). No entanto, a deteccdo de DNA de
Leishmania infantum pode nédo significar necessariamente a existéncia de uma infeccéo ativa,
uma vez que na literatura demonstraram que felinos domésticos infectados ndo apresentaram
manifestaces clinicas aparentes (PIRAJA et al,. 2013).

O diagnostico pela PCR possui a vantagem de conseguir identificar uma baixa carga
parasitaria em amostras biologicas (COELHO et al., 2011; CAN et al., 2016) e por isso é
recomendado em gatos. Para o diagndstico molecular pode-se utilizar fragmentos de pele,
mucosas, sangue periférico, medula éssea, 6rgaos do sistema fagocitico-mononuclear ou swab
de conjuntiva ocular, que tem se mostrado capaz de detectar felinos infectados com Leishmania
spp. A coleta de amostras da conjuntiva vem sendo bastante estudado por ser um método
simples, menos invasivo e pouco estressante para os felinos domésticos (OLIVEIRA et al.,
2015).

3.5 Controle e prevencgéo das leishmanioses

O Brasil € um dos paises com a maior populacdo de animais domésticos do mundo,
sendo, aproximadamente, 101,1 milhdes. Os cdes sdo 0os mamiferos considerados principais
reservatorios da LV no perimetro urbano, devido a sua domesticacdo e proximidade com o0s
humanos. Por esse motivo estdo relacionados com o aumento do indice da doenca na populagéo
humana (LAMOUNIE et al., 2017).

Dentre as orienta¢des do Ministério da Salude brasileiro para prevencao e controle das
leishmanioses, destacam-se: evitar a construcdo de moradia em regifes proximas as matas;
quando indicada pelas autoridades de saude executar a dedetizacdo do ambiente; evitarbanhos
de rio ou de igarapés; desenvolver o habito de utilizar repelentes na pele em areas endémicas;
usar mosquiteiros para dormir; uso de telas protetoras em janelas e portas e, por fim, eutanasia

de cées positivos para a doenca (BRASIL, 2016).
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De forma geral, a profilaxia baseia-se na reducao da populacdo do mosquito vetor e na
promocdo de atividades de educacdo em saude (MONTEIRO, 2017). Nao existe na literatura
nenhuma informacéo preventiva especifica para a espécie felina, portanto, a profilaxia baseia-
se de forma semelhante ao que € estipulado para os cdes, com o0 uso de inseticidas de uso topicos.
Como a maioria dos piretroides é toxico para os gatos, 0s colares de fumetrina sdo a Unica
formulacéo piretrdide licenciada para gatos (LEISHVET GUIDELINES, 2018). Estudos em
caes sugerem que este colar age tanto para reduzir o risco de infeccdo em areas endémicas
quanto para limitar a infeccdo nos animais ja positivos (PENNISI et al., 2015). Além disso, uma
forma de prevencdo e controle dessa zoonose na espécie felina é a introducao desses animais
como reservatorios confirmados e passar a incluir exames detriagem na conduta clinica de
rotina, mesmo em pacientes aparentemente saudaveis, mas que estdo inseridos em areas

endémicas.
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CAPITULO Il - ARTIGO A

Pesquisa molecular de Leishmania spp. em suabe de conjuntiva ocular como
alternativa de menor invasividade para diagnostico direto de leishmaniose visceral

emfelinos domésticos

Molecular detection of Leishmania spp. in ocular conjunctival swabs as a less invasive

alternative for direct diagnosis of visceral leishmaniasis in domestic cats

Anna Karolynne Martins Silval, Andressa Francisca Silva Nogueira?

Universidade Federal do Norte do Tocantins — Araguaina, Tocantins,
Brasil.
Correspondéncia: annakrmartins@gmail.com

RESUMO: A leishmaniose visceral é uma antropozoonose, endémica, de grande relevancia
em saude publica, além de acometer o homem, 0s cdes e alguns animais silvestres, 0s gatos
témapresentado nimeros gradativos da ocorréncia da doenca, impulsionando as investigacdes
e o diagndstico nesta espécie. Os felinos, quando manipulados, podem tornar-se altamente
estressados, o que influencia diretamente na qualidade de amostras coletadas, bem como no
resultado de um exame. Diante disto, as técnicas diagnosticas citoldgica, PCR e soroldgicas,
mais usadas, geram estresse significativo ao paciente durante a coleta. Como alternativa,
amostras de conjuntiva ocular coletadas por swab vém sendo utilizadas como método menos
invasivo promissor para o diagnéstico de leishmaniose. A presente pesquisa teve como
objetivo detectar a presenca de Leishmania spp. em gatos domésticos no estado do Tocantins,
utilizando o exame citoldgico e PCR de secrecdo ocular, como possivel técnica menos
invasiva. Foram utilizados 46 felinos domésticos, sem distingdo de sexo, raca e idade,
domiciliados, errantes e abrigados, sendo dois desses sabidamente positivos para
leishmaniose. Foram coletadas duas amostras de secrec¢do ocular de cada animal, sendo uma
utilizada para avaliacdo citologica e outra para cPCR. Dentre os animais amostrados, 44
apresentaram resultados negativos e 2 foram positivos em ambas as amostras na citologia e
PCR. Desta forma sugere-se que a amostra de secrecdo ocular pode ser utilizada como
amostra para diagnostico de Leishmania spp. em gatos, devendo-se haver mais estudos para
comprovagao.

Palavras chaves: Antropozoonose. Gato. Protozoario.

ABSTRACT: Visceral leishmaniasis is an endemic anthropozoonosis of great relevance to
public health. As well as affecting humans, dogs and some wild animals, cats have shown a
gradual increase in the occurrence of the disease, driving research and diagnosis in this
species. Among the diagnostic techniques, cytology stands out due to its practicality and
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affordability, as well as its high specificity, and the PCR technique, which is used in cases of
negative cytology, but with a patient who is characteristic of leishmaniasis, where although
negative, it is not possible to exclude the presence of the disease and a more comprehensive
investigation becomes necessary, including in cases of asymptomatic patients and taking into
account the need to minimize stress and seek minimally invasive techniques, such as the use
of ocular secretions. In view of this, the aim of this study was to detect the presence of feline
leishmaniasis by diagnosing Leishmania spp. in domestic cats in the state of Tocantins, using
cytological examination and polymerase chain reaction (PCR) of ocular secretions as a
possible less invasive technique. 46 domestic cats were used, without distinction of sex, race
or age, domiciled, stray or sheltered, two of which were known to be positive for
leishmaniasis. Two ocular secretion samples were collected from each animal, one of which
was used for cytology and the other for cPCR in search of the protozoan. Of the animals
sampled, 44 had negative results and 2 were positive in both the cytology and PCR samples.
Itis therefore suggested that the ocular secretion sample can be used as a sample for
diagnosing Leishmania spp. in cats, but further studies are needed to prove this.

Keywords: Anthropozoonoses. Cats. Leishmaniasis.

1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado o detentor do maior nimero de casos de leishmaniose felina
(LF) do mundo. A distribui¢do no pais ja foi relatada em diversos estados brasileiros de
diversas regides (ARRUDA et al., 2017; MARODIN, 2011; SOUSA, 2017). No entanto, o
real papel dos felinos domésticos no ciclo epidemiolégico da leishmaniose visceral humana
ainda é pouco esclarecido. Dessa forma, faz-se necessario a realizacdo de estudos que
elucidem o verdadeiro papel do gato no ciclo zoonético desta doenca por meio da associacao
de métodos soroldgicos e moleculares para maior preciséo no diagnostico (PERUCA, 2011).

Segundo Jusi et al. (2011), a maioria dos casos de infec¢do felina concentram-se em
areas endémicas, com relatos prévios de infecgdo canina e humana (MOHEBALI et al.,
2017),logo, pesquisas envolvendo a espécie em regifes ndo estudadas, como o estado do
Tocantins, por exemplo, séo de grande relevancia.

Sabe-se que os métodos diagnosticos também podem apresentar limitagcBes quanto
ao esclarecimento da importancia dos felinos para as leishmanioses. Independente do
diagnosticodireto ou indireto, € necessario utilizar meios sensiveis e especificos. Nesse
contexto, a PCR pode ser uma alternativa para monitoramento do parasita em animais
reservatorios ou hospedeiros acidentais.

Os felinos apresentam maior predisposicao a elevado estresse durante as coletas de
material bioldgico para diagnéstico de enfermidades. A utilizagdo de métodos menos

invasivos, como suabes de mucosas, pode ser uma alternativa para proporcionar maior bem-
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estar animal ao paciente e maior seguranca ao profissional médico veterinario durante a
coleta. Segundo Benassi et al. (2017), a deteccdo de leishmaniose felina por swab ocular é
bastante interessante em gatos, principalmente por se tratar de um método menos invasivo.
Portanto, objetivou-se detectar a presenca de Leishmania spp. em gatos domésticos
no estado do Tocantins, utilizando o exame citoldgico e PCR de secrecdo ocular, como

possivel técnica menos invasiva.

2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 46 felinos, dos quais 2 animais eram sabidamente positivos para
Leishmania spp. Todos os animais eram domiciliados, errantes ou abrigados nas cidades de
Araguaina, Colinas do Tocantins, e Palmas. Ndo houve sele¢do ou distin¢cdo em relagdo a
sexo, raca e idade.

Para os 2 animais comprovadamente positivos para Leishmania spp., foram coletadas
amostras sangue periférico, puncao de linfonodo e secrecdo ocular para realizacdo da PCR.
Para os demais felinos foram coletadas secrecéo ocular (OLIVEIRA et al., 2015). As coletas
foram realizadas no periodo de janeiro de 2021 a dezembro de 2022. As amostras foram
mantidas sob refrigeracdo e encaminhadas a Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Norte do Tocantins, em Araguaina-TO, para as analises citoldgicas
no Laboratdrio de Patologia Clinica da Clinica Veterinaria Universitaria e moleculares no
Laboratdrio de microbiologia de alimentos.

Para avaliacdo citologica de linfonodo dos animais sabidamente positivos foi
realizadaa confec¢do das Iaminas segundo Cowell et al. (2009). Para secrecdo ocular, de
todos os animais, a confeccdo das laminas foi realizada pelo método de rolamento, seguindo
também a técnica recomendada por Cowell et al. (2009). As laminas foram devidamente
identificadas com numeracéo sequencial, iniciando pelo nimero 1 até o 46 e, ap0s secagem,
foram coradas com corante andptico rapido New Prov® e analisadas por meio de microscopia
Optica, em objetiva de 100x, com 6leo de imersao.

Para realizacdo da PCR, as amostras foram submetidas a extracdo de gDNA
utilizandokit comercial (BIO GENE EXTRACAO DE DNA/RNA, Bioclin, Belo Horizonte,
MG, Brasil) conforme as recomendacGes do fabricante. O material extraido foi
imediatamente submetido a reagédo de PCR.

As reacdes de PCR foram realizadas com = 50 ng de DNA molde, 100 nM de cada
base nitrogenada, 2,5 pL de 10X buffer, 75 mmol.L—1 de MgCl,, 20 pmol.L—1 de cada
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oligonucleotideo iniciador e 2.5 U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA), com volume final de 25 pL. Foram utilizados os primers MC1 (5'-
GTTAGCCGATGGTGGTCTTG-3") e MC2 (5-CACCCATTTTTCCGATTTTG-3")

género especifico para Leishmania spp. conforme Cortes et al. (2004). As condicdes de

amplificagdo dos ensaios uniplex foram as mesmas otimizadas por Cortes et al. (2004) (um
ciclo de desnaturagédo inicial a 94°C/2 min; 35 ciclos de 94°C/20 seg, anelamento a 60°C/20
seg e extensdo a 72°C/30 seg; e, um ciclo de extensao final a 72°C/5min), com modificacdo
somente em relacdo ao numero de ciclos de 30 para 35.

Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados em
brometo de etidio (20mg/L) e documentados sob luz ultravioleta, sendo considerados
positivos amplicons de 447 pb.

O presente trabalho foi aprovado junto em complemento ao trabalho aprovado no
comité de ética da UFT sob o processo n°.: 1 23101.001759/2016-42.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dois animais sabidamente positivos para Leishmania spp., conforme esperado,

testaram positivo para as analises citologicas de secrecdo ocular e linfonodo e PCR de sangue

periférico, linfonodo e secre¢do ocular (Figura 1).

Figura 1 — A: Leishmania spp. no interior de monécitos, material de linfonodo. B: Leitura da PCR, poco 1

(secrec¢do ocular), 2 (linfonodo submandibular), 3 (sangue), 4 (secrecdo ocular), 5 (secre¢do ocular — amostra

negativa) e 6 (sangue), positivos para Leishmania spp.

As leituras dos resultados citolégicos e moleculares desses dois animais positivos
validaram os ensaios delineados e foram, portanto, utilizados como modelo para a testagem

dos outros 44 animais que compuseram o estudo.
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Na presente pesquisa, das 44 amostras de secrecdo ocular analisadas no exame
citologico e PCR para Leishmania spp., todas obtiveram resultados negativos. Na figura 2
estarepresentada a leitura do ensaio de PCR para algumas amostras.

Otranto et al. (2017) relatam que os métodos moleculares utilizados para
diagnosticara leishmaniose felina sdo muito divergentes, inclusive quanto aos protocolos e
reagentes utilizados e, portanto, dificeis de serem comparados entre si. De fato, o estudo de
Oliveira et al. (2015) comparou dois métodos moleculares para diagnostico direto de
Leishmania spp. emsuabe de conjuntiva ocular de gatos e ndo encontrou resultados positivos
na PCR utilizando osprimers MC1 e MC2, como os utilizados no presente estudo e que
foram suficientes para identificacdo do parasita nas amostras oculares dos pacientes
sabidamente positivos. Dessa forma, outras etapas do processamento molecular, como o kit
de extracdo de DNA, qualidade do armazenamento do DNA alvo e/ou condicGes de
amplificagdo podem influenciar nos resultados, ressaltando que a otimizagao
intralaboratorial do método é fundamental paraaumentar a sensibilidade analitica.

No estudo realizado por Metzdorf et al. (2017), 6% dos animais testados
apresentaram diagndstico positivo para Leishmania spp. em amostras de suabe ocular. Dessa
forma, considerando os resultados da presente pesquisa, no qual foi observado resultado
negativo na citologia e na PCR, é possivel que todos os 44 animais do grupo experimental
realmente eram negativos para a doenc¢a na forma subclinica, uma vez que nenhum também
foi observado os sinais clinicos descritos para os felinos.

Lopes et al. (2017), salientam que ndo ha testes diagnosticos considerados oficiais,
ou um padrdo-ouro para utilizar em gatos, o que permitiria mensurar adequadamente o valor
dos testes por meio de calculos de concordancia e indicadores epidemioldgicos. Portanto, o
presente estudo fortalece perspectivas futuras de padronizacdo de diagndsticos para deteccao
de Leishmania spp. em felinos, aliando praticidade e assertividade, buscando um melhor
entendimento da epidemiologia da leishmaniose visceral, assim como o papel dos felinos
como reservatorios do parasito.

A escolha do método citoldégico como diagnoéstico utilizado na presente pesquisa
deve-se a alta especificidade, praticidade e baixo custo que ele apresenta, podendo ser
adotado como de eleicdo na confirmacdo do diagndstico, embora o resultado negativo nao
exclua em muitos casos a presenga da doenga.

As aplicacbes da PCR na deteccdo e quantificacdo de espécies de Leishmania
representam um grande avanco em termos de automacdo, rendimento, rapidez e alta

sensibilidade, no entanto, ainda faltam estudos quanto a padronizacdo dos ensaios, sendo,
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portanto, ardua a defini¢cdo de uma abordagem ideal devido a grande heterogeneidade dos
ensaios publicados e da auséncia de consenso quanto aos procedimentos de amostragem
clinica e sequéncias-alvo (GALLUZZI et al. 2018).

4 CONCLUSAO

Foram encontradas Leishmania spp. na secre¢do ocular de felinos positivos para
leishmaniose pelos métodos de citologia e PCR, podendo sugerir que este material pode ser
utilizado como amostra para deteccdo de Leishmania spp. em felinos, tendo a vantagem de
seruma coleta pouco invasiva e devendo, portanto, haver mais estudos e ampliacdo do
numero amostral para fundamentacao de resultados mais robustos, além da comparagao com
métodos de diagnostico indireto que podem complementar informac@es sob o status sanitario

dos animais avaliados.
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O Brasil é um pais com grande nimero de caso de Leishmaniose, embora ainda
predominante em cées, sua ocorréncia cada vez mais é identificada também em cées, quando
observados os lares nacionais, é notério que os ambientes possuem cada vez mais ambas as
espécies, 0 que torna ainda mais facil o adoecimento dos gatos, que estdo diretamente
expostos as mesmas condicOes que os caes.

Gatos sdo animais que precisam de um ambiente mais tranquilo para manuseio,
principalmente veterinario, sdo animais com um nivel de estresse significativo que pode
implicar diretamente no agravo da saude desse paciente. A busca por metodologias
diagnosticas que minimizem esse estresse, e permitam um manuseio adequado desses
animaisé de suma importancia, ainda por se tratar de animais que vem ganhando cada vez
mais espaco no ambito familiar, como um integrante tdo importante quanto um filho.

Desta forma, o uso de secrecdo ocular, para o diagnostico da leishmaniose, visa
principalmente fornecer um método simples, minimamente invasivo e que implicara
minimamente no estado geral do animal, permitindo um manuseio e diagndstico mais

simples,para os nimeros cada vez mais crescentes da doenca.



