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RESUMO

A leishmaniose é uma zoonose de distribuicdo mundial que pode afetar o homem, além de
varias espécies de animais silvestres e domeésticos, em diferentes regibes do mundo.
Caracterizada por ser um processo infeccioso causado por diversas espécies de Leishmania,
a transmissdo se da pela picada das fémeas dos flebotomineos pertencentes aos géneros
Lutzomyia, quando estas estdo infectadas. O aparecimento de lesdes e sinais clinicos em caes
e gatos esta ligado ao tipo de resposta imune desencadeado no hospedeiro, sendo a resposta
Thl a mais eficiente. O presente trabalho teve como objetivo descrever alteragdes
laboratoriais apresentadas por gatos do municipio de Araguaina- TO., positivos para
Leishmania spp. A positividade para Leishmania spp foi confirmada por PCR convencional.
Foram coletadas amostras de sangue e soro e realizados exames hematologicos e bioquimicos
de 8 gatos positivos. Todos os animais apresentaram valores de contagem de eritrocitos,
leucdcito dentro dos padrbes de normalidade. A hipoalbuminemia, seguida de
hipoproteinemia foram as alteraces bioquimicas mais frequentes. Este estudo contribui com
0 conhecimento referente a leishmaniose felina e as alteracbes laboratoriais decorrentes do
parasitismo e expfe a importancia da avaliagdo clinicas de felinos como hospedeiros

susceptiveis a Leishmania spp. na rotina veterinaria em regides endémicas.

Palavras-chave: patologia clinica, gatos domesticos, leishmaniose



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonosis, with a worldwide distribution that can affect humans, as well as
several species of both wild and domestic animals, in different regions of the world.
Characterized as an infectious process caused by several species of Leishmania, transmission
occurs through the bite of female sandflies belonging to the genera Lutzomyia when infected.
The appearance of lesions and clinical signs in dogs and cats is linked to the immune response,
with the Thl response being the most efficient in felines. Therefore, the present work aims to
verify laboratory changes in cats positive for leishmaniasis, diagnosed through cPCR in whole
blood samples, in the municipality of Araguaina-TO. Positivity for Leishmania spp was
confirmed by conventional PCR. Blood and serum samples were collected, and hematological
and biochemical tests were performed on eight positive cats. All animals presented erythrocyte
and leukocyte count values within normal limits. Hypoalbuminemia, followed by
hypoproteinemia were the most frequent biochemical changes. This study contributes to the
knowledge regarding feline leishmaniasis and laboratory changes resulting from parasitism. It
exposes the importance of clinical evaluation of felines as susceptible hosts to Leishmania spp.

in veterinary routine in endemic regions.

Keywords: clinical pathology, domestic cat, leishmaniasis



LISTA DE ABREVIATURAS

ALT- Alanina Aminotrasferase

AST- Aspartato Aminotransferase

cPCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional
DNA — Acido Desoxirribonucleico

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
kDNA- Cinetoplasto

FA- Fosfatase Alcalina

FelV- Virus da Leucemia Felina

FIV- Virus da Imunodeficiéncia Felina

IFN-y- Interferon gama

IgA- Imunoglobulina A

IgE- Imunoglobulina E

IgG- Imunoglobulina G

IgM- Imunoglobulina M

IL-2- Interleucina 2

IL-4 — Interleucina 4

LV- Leishmaniose Visceral

LVC — Leishmaniose Visceral Canina

LVF- Leishmaniose Visceral Felina

LT — Leishmaniose tegumentar

PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase
TGF-B- Fator de transformacdo do crescimento
Thl- T helper 1

Th2- T helper 2

TNF-a- Fator de necrose tumoral alfa



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Hemogramas de felinos positivos (n=8) para Leishmania spp. na cPCR,

Tabela 2. Dosagens séricas de creatinina, ureia, ALT, FA e albumina de felinos positivos
para Leishmania spp. na cPCR, 2023 (n=8)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo bioldgico de Leishmania spp



SUMARIO

L. INTRODUGAD .....oooiicceeeeeeeee ettt es sttt 11
2. OBUJIETIVOS ...ttt b e r ettt 12
2.1 ODbjetivo geral € SPECITICOS. ... .ccuiiiiii ettt re e 12
3. REVISAO DE LITERATURA .....ocooiiettiretesers st seses s ten sttt ssesasn st nsensn s 13
TN A 1157 0] ¢ P =l = o[- g o] [0 - USSP 13
I AN [-Y 1 (=] 110 (o To oo OSSP 14
RS L] (o] g - O To] [o 31 =1 (o] (oo oo OSSPSR 15
KR e Y (0] 7= 1 (0 =] o1 - VOSSPSR 16
3.5 Sinais clinicos da Leishmaniose FelNG ...........ccoiiiiiiiiiiii s 17
3.6 AIteracOes LabOratOrialS ...........cueiieiiiiieiie e siee st eie s sts e ste et e e e e e ra e teaseesaaesaeennesreesneaneens 18
3.6 METOAOS AIAGNOSTICOS. ... c.veueeiiiiieieeit sttt ettt ettt b et b e bbb b e bt 19
3.7 CoNtrole € ProfillaXia..........ccoiiiiiiiieisee e 19
O = (] =T 0o T LSO P U TTTOURP TP USPRUPRPTR 20
CAPITULO II: ALTERACOES LABORATORIAIS EM FELINOS DOMESTICOS
POSITIVOS PARA Leishmania spp. EM cPCR NO MUNICIPIO DE ARAGUAINA -TO......26
L INTRODUGAO. .....c.coieieeeee ettt sttt es sttt sttt st an et en et sne et seeeennens 26
2 MATERIAIS EMETODOS ..ottt esee s st enee st tes st s st es s ensstas e sene st saneneanas 27
P A o Yo=Y 0 = = E 0 (1 OSSP 27
2.2 Coleta e processamento das AMOSTIAS. .......cciviiiiiiiiiiie e e b srae s 27
3 RESULTADOS E DISCUSSAO.......coiiiiieiriinreseessessssssssessssssasssssss s ssssssasssesssassssssssssssssnns 28
4 CONCLUSAO. ...ttt 32
5 REFERENCIAS ..ottt ettt 32

CAPITULO 111: CONSIDERAGOESFINAIS.......c.oviuiieieeteieteveeiee st 38



12
CAPITULO I: CONSIDERACOES INICIAIS

1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma zoonose com distribuicdo mundial que afeta homens e animais. A
taxa de mortalidade associada a essa doenca a tornou um caso de saude pulblica em, pelo menos,
88 paises (ALVARENGA, et al., 2010).

A Leishmaniose Visceral (LV) caracteriza-se por um processo infeccioso causado por
diversas espécies de Leishmania que podem infectar alguns mamiferos e o ser humano, sendo,
assim como a leishmaniose em sua forma tegumentar e mucocutanea (esplndia), um problema
clinico e epidemiologico de salde publica, por se tratar de uma doenca zoondtica (MACHADO,
C.etal, 2016).

Atualmente existem mais de 20 espécies do género Leishmania no mundo (WHO, 2017).
No Brasil, a espécie Leishmania (Leishmania) infantum chagasi € uma das principais responsaveis
por causar leishmaniose em sua forma visceral (PASA, S. etal., 2015).

De acordo com Gushi (2008), a transmissdo da Leishmania spp. se da pela picada das
fémeas dos flebotomineos pertencentes aos géneros Lutzomyia, quando estas estdo infectadas.

Apesar de haver discussdo acerca do papel do felino no ciclo de transmissdo da
leishmaniose, pesquisas propdem que ele atue como reservatorio doméstico adicional (SILVA et
al., 2010) e/ou hospedeiros secundérios (NEMATI, T. et al, 2015), alternativos ou acidentais
(MAIA et. al;, 2011).

Os relatos de leishmaniose felina aumentaram na Ultima década, alcancando uma
prevaléncia de até 61% (PENNISI, G. et al, 2015). Este fato pode ser explicado por trés hipoteses:
aumento na investigacdo ativa do protozoério neste hospedeiro, melhora das técnicas de
diagnéstico e aumento da taxa de prevaléncia da doenca em gatos domésticos (NETO, L. et al,
2015).

Segundo Souza (2009), os felinos podem apresentar padrées hematoldgicos e bioquimicos
dentro dos valores de referéncia, mesmo quando observa-se a forma amastigota nos testes.

Na manifestacdo visceral da leishmaniose, frequentemente, o hemograma mostra
leucocitose com neutrofilia e os bioquimicos evidenciam concentracfes de ureia e aspartato amino
transferase (AST) acima dos valores de referéncia. A creatinina, alanina aminotransferase (ALT)
e fosfatase alcalina (FA) podem apresentar valores normais (SILVA, A. V. M, 2008). Neutrofilia
com monocitose e hiperglobulinemia com gamopatia policlonal também séo relatadas (LEIVA et
al, 2005).
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O diagnostico definitivo da leishmaniose ¢é feito a partir da associacdo da presenca de sinais
clinicos compativeis com a infeccdo, histdrico de exposicdo ao parasito e comprovacdo da
presenca do protozoario.

Embora os felinos possam servir como reservatorios de ambas as formas de leishmaniose
(NOE, P. & BABO-TERRA, V. J., 2016), eles ainda ndo estdo inclusos na cadeia de transmissdo
da doenca (NOE, P. et al, 2015). Talvez por isso até 0 momento ndo haja uma substancia especifica
para o tratamento de felinos infectados pelo parasita (NOE, P. & BABO-TERRA, V. J., 2016),
tampouco procedimentos que auxiiem no controle e profilaxia direcionados a esses animais
(NOE, P. et al, 2015).

Entretanto, considerando que qualquer animal saudavel que viva ou visite areas endémicas
necessita de protecdo (GRAMICCIA, M., 2011), deve-se adotar algumas medidas de prevencédo
contra a infecgdo, que inclui a aplicacdo de metodos de diagnostico sensiveis, 0 uso de coleiras
inseticidas e a pulverizacdo com principios eficazes (DANTAS-TORRES, F. etal, 2012).

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Verificar as alteragfes laboratoriais em felinos domésticos positivos para Leishmania spp.,

no municipio de Araguaina- TO.

2.2  Objetivos Especificos

Descrever as alteragdes observadas no hemograma de felinos positivos para Leishmania
SPP-;

Relatar as alteracbes nas dosagens bioquimico-séricas de creatinina, ureia, proteinas totais,
albumina, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina de felinos

infectados por Leishmania spp.;



14

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico e Epidemiologia

A leishmaniose é uma zoonose de forma clinica, apresenta um carater multifacetado e
pode afetar o homem, além de varias espécies, tanto animais silvestres como domésticos, em
diferentes regides do globo terrestre (FEITOSA, 2006). Sua ocorréncia apresenta-se, em sua
maioria, nas areas tropicais e subtropicais, devido o favorecimento na manutencdo dos seus
vetores, como leste e sudeste da Asia, Oriente Médio, norte e leste da Africa, sul da Europa
(Mediterraneo) e Américas Central e do Sul (BRASIL, 2006).

A leishmaniose é causada por mais de 20 espécies de protozoarios do género
Leishmania, transmitida por meio da picada de fémeas de dipteros flebotomineos que estejam
infectadas e infectantes. Como relata Who (2016), no organismo de animais vertebrados o
protozoério origina trés formas da doenca: cutdnea, mucocutanea e visceral. Das trés formas de
apresentacdo, a visceral apresenta-se com percentagem de mortalidade de mais de 90% em
casos de diagnostico e tratamento tardios em humanos, mostrantodo-se como a mais grave das
formas (BRASIL, 2017).

No estado do Tocantins foram registrados casos da doenga quando o estado ainda
pertencia a regido norte do estado de Goias. Observou-se um aumento de casos de leishmaniose
visceral na década de 80, ap0s a criagdo da capital no estado; esse fato pode ser explicado pelas
mudancas ecoepidemiologicas sofridas no ambiente, como a destruicdo e invasdo do habitat do
vetor, auséncia de saneamento basico e migracdo desordenada de pessoas; condicdes que, em
conjunto, podem ter contribuido para a instalacdo do vetor no ambiente urbano, possibilitando
o desenvolvimento de casos caninos e humanos da doenca (GLORIA, M. R. B., 2006).

O primeiro relato de leishmaniose visceral felina ocorreu com a identificacdo da forma
amastigota do protozoério colhido da medula Gsssea de um gato que convivia com uma crianga
infecta no ano de 1912, na Argélia (SERGENT et al., 1912). No Brasil, teve-se o0 primeiro caso
de felino infectado por Leishmania infantum chagasi no estado de Minas Gerais. Tratava-se de
um animal castrado, macho com idade de oito anos, que apresentou como sinais clinicos
fraqueza, linfadenopatia, onicogrifose, caquexia, fadiga, anorexia e uma ferida perto do
pavilhdo auricular esquerdo (MORAIS, 2014).

A (LVF) pode apresentar-se ocorrer em animais habitando  areas endémicas, como

exemplo  regides do Centro-Oeste brasileiro. Com isso, faz-se necesséaria a inclusdo da
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enfermidade como diagndstico diferencial na  clinica devido os felinos acometidos por
leishmaniose, normalmente, serem oligossintomaticos e, nas raras vezes que apresentam algum
sinal clinico, os mesmos podem ser confundidos com sinais de patologias que ocorrem com
maior frequéncia em felinos como a FIV, FeLV dentre outras (SANTOS, MARQUES,
FERNANDES et al, 2018).

A prevaléncia de Leishmania spp. na populacdo felina pode ser avaliada por por PCR
ou por deteccdo especifica de anticorpos (PENNISI, M.G. et al, 2013). Muitos estudos tém
apontado que em &reas onde a Leshamaniose Canina é endémica, a infeccdo em gatos por
Leishmania spp. pode ser relativamente comum. A soroprevaléncia pode variar nos felinos de
0 a 68,5% e as taxas moleculares variam entre 0 e 60,7% em areas endémicas (POLI et al,
2002; SCHUBACH et al, 2003; RICHTER et al, 2014).

De acordo com Sobrinho (2014), a incidéncia de gatos infectados ou mesmo doentes em
areas endémicas € drasticamente inferior a de cdes, sugerindo que o desenvolvimento da
imunidade celular seja efetiva para controlar a infeccdo e conferir certo grau de resisténcia

natural a estes animais quando infectados pelo parasito.

3.2 Agente etioldgico

As leishmanioses sdo causadas por distintas espécies de protozoarios da ordem
Kinetoplastida, pertencentes a familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania. De acordo
com Shlomai (1994) é um grupo complexo de organismos, com caracteristicas genéticas,
bioquimicas e imunoldgicas diferenciadas. Este protozoario apresenta perfil heteroxénico,
necessitando da presenca de um mamifero suscetivel e de um artrépode que exerca o papel de
vetor biologico da doenga. Protozoarios do género Leishmania infectam células do sistema
mononuclear fagocitico de varios animais vertebrados, caracterizando-se como um parasita
intracelular obrigatério (ALVARENGA et al, 2010).

A estrutura do DNA extranuclear do cinetoplasto (KDNA) presente nestes organismos
constitui uma caracteristica marcante da ordem Kinetoplastida. Esta organela apresenta
peculiaridades Unicas e um mecanismo impar de replicacdo (SHLOMAI, 1994). O DNA do
cinetoplasto € constituido por dois tipos de moléculas circulares, os maxicirculos e 0s
minicirculos, estes Ultimos se repetem de cinco a dez mil vezes por célula. Nas moléculas de
minicirculos sdo encontradas regides conservadas, que sdo constantes entre as espécies, e
regides variaveis. A regido conservada esta relacionada a replicacdo dos minicirculos e possui
de 120 a 200 pares de bases no género Leishmania ( RODGERS et al, 1990; DE BRUIIN &
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BARKER, 1992).

Alguns estudos relacionados a elucidacdo da origem e as semelhancas bioquimicas
existentes entre 0s protozoarios Leishmania infantum e a L. chagasi, apresentam uma
importante contribuicdo para a classificacdo dessas espécies (TORRES et al., 2006; KUHLS et
al, 2011). A L. infantum foi incriminada como a espécie causadora da doenca no Mediterraneo
em 1908 e, posteriormente, em 1937 a L. chagasi seria descrita como agente causador da doenca
nas Américas. De acordo com pesquisas bioguimicas e moleculares, a espécie L. chagasi foi
considerada indistinguivel da L. infantum, portanto, em algumas publicacbes adota-se a
nomenclatura L. infantum, syn L. chagasi (MELO, 2004; LAINSON 2011; KUHLS et al, 2011).
Outra nomenclatura adotada em alguns artigos cientificos € a utilizacdo de duas subespécies,

Leishmania infantum infantum e Leishmania infantum chagasi (MARCILI et al, 2014).

3.3 Vetor e ciclo bioldgico

Na cadeia epidemioldgica da LV, fémeas da ordem diptera, familia Psychodidae, sub-
familia Phebotominae, espécie Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, sdo consideradas as
responsaveis pela transmissdo da zoonose no Brasil; no entanto, devem estar infectadas pelos
protozoéarios responsaveis pela LV (MESTRE et al., 2007; MARCONDES e ROSSI, 2013).

Flebotomineos apresentam habitos alimentares diversificados, podendo alimentar-se de
sangue de aves e diferentes tipos de mamiferos como cées, gatos, roedores, gambas, bovinos,
equinos e humanos, demonstrando a capacidade de adaptacdo desses invertebrados
(MISSAWA et al, 2008).

No Brasil, a transmissdo do protozoario se da por meio da picada de fémeas
flebotomineas, assim ndo ocorrendo a transmissdo direta entre pessoas. A transmissdo da LV
acontece pelo repasto sanguineo, enquanto ha parasitismo no sangue circulante e na pele dos
animais infectados (SES-SP et al, 2003).

Protozoarios do género Leishmania iniciam seu ciclo bioldgico em vertebrados quando
fémeas de Lu. longipalpis infectadas injetam formas promastigotas infectantes em um
hospedeiro em funcdo do habito de hematofagia. A fase promastigota apresenta um flagelo
anterior, ndcleo e cinetoplasto (aglomerado de DNA observado na Unica mitocondria
encontrada nesse tipo de protozoario). Macréfagos realizam a fagocitose das formas flageladas
introduzidas, entretanto, o processo de digestdo intracelular ndo ocasiona a morte do parasito,
que perde seu flagelo transformando-se em amastigota, que se multiplica no interior do
macrofago (ROSYPAL, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania spp.
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34 Fisiopatogenia

O aparecimento de lesdes e sinais clinicos em cées esta diretamente ligado a resposta
imune adaptativa, sendo assim evolutiva com a exaustdo imunologica, associada a uma resposta
predominante T helper 2 (Th2) e uma resposta T helper 1 prejudicada (Thl) (PENNISI, M. G,
PERSICHETTI, M. F.; 2008).

Segundo Vieira (2016), apos a picada do mosquito as formas promastigotas do parasita
sdo fagocitadas, principalmente por macrofagos, ocorrendo mudanca em amastigotas dentro da
célula que, posteriormente, sdo apresentados pelo macrofago aos linfocitos do tipo CD4. Com
isso 0 animal pode apresentar uma resposta Thl ou Th2, sendo a resposta Thl mediada por
citocinas inflamatorias (IL-2, IFN-y, TNF-o), com isso aumentando a imunidade celular,

ativando macrofagos a produzirem Oxido nitrico e linfocito T citotoxico, que promovem a
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eliminagdo da Leishmania.

A resposta Th2, assim relata Vieira (2016), € mediada por IL- 4 e TGF-f3, caracterizada
por auséncia ou diminuigdo da imunidade celular, ativa a producdo de anticorpos (IgG, IgM,
IgA, IgE), mediadores inflamatorios, que ndo conseguem controlar a disseminacdo do parasita.
Desse modo, os felinos podem apresentar essas duas respostas imunes, sendo a Thl mais
assidua .

Nos cdes, muitos estudos relatam evidéncias confirmatorias de que o percurso da
infeccdo estd intimamente ligado a resposta imune. A progressdo da doenca em cdes €
tipicamente caracterizada por uma grande quantidade de anticorpos e uma competéncia
prejudicada em montar uma resposta imunologica mediada por células fortes e eficazes,
caracterizadas pela expressao de interferon-gama (IFN-vy), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a) e interleucina-2 (IL-2), onde gatos expostos a infeccdo produzem IFN-y apds estimulo por
antigeno. Sendo assim, podemos verificar que os parasitas de Leishmania podem estimular uma
resposta imune protetora mediada por células em felinos (PEREIRA, A, MAIA, C ; 2021).

Um estudo verificou a funcdo do sistema complemento frente a infeccdo por
Leishmania em gatos e demonstrou que ao contrdrio de humanos e caninos, nos felinos as
proteinas sdo consumidas pelo parasita na via lectina, justificando de forma hipotética a baixa
predisposicdo de desenvolvimento da doenca clinica nessa espécie (PEREIRA, A, MAIA, C
2021). A espécie felina tem sua resisténcia natural amplamente sugerida, devido sua capacidade
de cura espontanea das lesGes, que podem ser caracterizadas por poucas alteracdes patoldgicas
(VIEIRA, 2016).

Como relata Soares (2016), a resposta da infeccdo por Leishmania spp. em felinos
envolve a imunidade mediada por células, ocorrendo ativagdo de macrofagos para a destruicdo
de formas amastigotas do parasita. Por outro lado, Barbiéri (2006) sugere que a
hipergamaglobulinemia detectada em alguns felinos domésticos a semelhanca dos caninos, ndo

confere imunidade contra a doenca.

3.5 Sinais clinicos da leishmaniose felina

Gatos infectados podem apresentar diversos sinais como: ulceragdes com presenca de
sangue no focinho e nodulos nas orelhas (SOUZA, NUNES, BORRALHO et al, 2009),
gengivoestomatite cronica, linfonodos aumentados, lesdes na pele e oculares, mucosas
hipocoradas, aumento no figado, ictericia, caquexia, febre, vomitos, diarreia, descarga nasal

cronica, esplenomegalia, dificuldade para respirar e aborto sdo alguns sinais que estdo sendo
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mencionados ao se diagnosticar felinos infectados por Leishmania spp. (PADUA, E. D, 2017).

Alves (2016) observou com maior frequéncia em felinos positivos no seu estudo foram
baixo peso, regides alopécicas, lesdes dérmicas, mucosas hipocoradas, lesdo ocular e lesdo de
orelha. Em raras situagcbes também foram vistas lesdes em nivel do pescogo, ombros, regides
dorsal, lombar, abddémen, torax e cauda (PINTO, P. M. F., 2013).

Madruga, Ribero, Ruiz et al. (2018) relataram o caso de uma gata de 8 anos da cidade
de Cuiabd, Mato Grosso, chegando ao Servico de Oftalmologia do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Mato Grosso, apresentando uveite bilateral com aparéncia tumoral.
Assim foram feitos testes para os virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucemia
felina (FeLV) e Toxoplasma gondii, sendo negativa para as trés enfermidades. Em uma lesdo
granulomatosa na conjuntiva superior esquerda foi feito exame histopatoldgico, revelando
formas amastigotas compativeis com Leishmania spp.. Garrido (2012) afirma que formas
amastigotas demonstram ter tropismo para o sistema ocular, sendo observadas uveites,
conjuntivites, blefarites e queratites.

Outras doencas que apresentam sinais parecidos devem ser incluidas como diagnosticos
diferenciais: neoplasias, piodermatites, micoses, pénfigo folidceo, IUpus eritematoso, dermatose
responsiva ao zinco, eritema necrolitico migratério, adenite sebacea e o linfoma. A
esporotricose é uma das micoses mais importantes por se tratar de uma doenca zoondtica
(GONTIO, PAVAO, SILVA et al, 2011).

3.6 Alteracdes laboratoriais

Lappin (2006) afirma que nos cdes as principais anormalidades descritas nos exames
laboratoriais  incluem  hiperglobulinemia,  hipoalbuminemia,  proteindria, aumento  das
atividades enzimaticas hepaticas, trombocitopenia, azotemia, linfopenia e leucocitose com
desvio a esquerda, assim sdo achados que podem aparecer em felinos positivos. A
hiperglobulinemia é usualmente poli clonal, mas pode ocorrer gamopatia monoclonal de IgG.
Pode ocorrer poliartrite neutrofilica em alguns caninos como manifestacdo de uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo IlI.

Costa-Val et al (2006) observaram em cerca de 50 a 70% dos pacientes positivos para
Leishmania spp. anemia do tipo normocitica, normocrdémica e ndo-regenerativa; com relacdo a
trombocitopenia e diminuicdo no tempo de coagulacdo, podem estar presentes devido a

supressdo da medula Ossea.
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3.7 Métodos Diagndsticos

As principais categorias de testes usados no diagnostico da LVF sdo métodos
parasitologicos (deteccdo do parasito), métodos sorologicos (detecgdo de anticorpos anti-
Leishmania) e métodos moleculares (amplificacdo do DNA do parasito) (GARRIDO, J., 2012).

Apesar de serem descritas varias espécies e subespécies de Leishmania, as secdes
histoldgicas ndo permitem a diferenciacdo entre essas variantes (JONES, C.T et al, 2000). Em
sua maioria, as técnicas soroldgicas sdo caracterizadas por sua praticidade e rapidez, possuem
variavel sensibilidade e baixa especificidade, levando a resultados falsos positivos. Em cées,
anticorpos contra Leishmania podem ser detectados no soro, titulos de IgG se desenvolvem
entre 14 a 28 dias apos a infeccdo e declinam de 45 a 80 dias ap0s o tratamento. Ha relatos de
reacdo cruzada entre Leishmania spp. e patdgenos como Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis e
Babesia sp. (FERREIRA, E. C etal, 2007).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem como base extragdo e amplificagdo de
oligonucleotideos no DNA gendmico ou do cinetoplasto do parasita (ALVAR, J et al, 2004). A
técnica agrega alta especificidade e sensibilidade ao diagndstico, caracteristicas importantes
para estudos epidemiologicos e diagndstico clinico (ALVAR, J et al, 2004).

A PCR, por apresentar alta especificidade, pode ser utilizada como prova complementar
e definitiva em casos onde os testes parasitologicos e sorologicos ndo tenham sido conclusivos
na deteccdo de infeccdo por L. infantum (ASSIS et al, 2010).

Assim, a selecdo de determinado teste diagndstico em detrimento de outros, diante dos
diferentes métodos existentes, deve apresentar como critério de escolha a finalidade, a
viabilidade de cada método de acordo com cada situacdo especifica, 0 custo e, principalmente,
a sensibilidade e especificidade (BRUSTOLONI et al, 2007; GOMES, 2008).

3.8 Controle e profilaxia

Assim descrito também em Marcondes (2016) com a publicacdo do Decreto de Lei n°
51.838 de 14 de marco de 1963, foi estabelecido normas técnicas especiais para 0 combate as
leishmanioses. Entre as medidas exigidas encontram-se a realizacdo de inquéritos
epidemioldgicos para a identificacdo de cdes infectados com sua posterior eliminagdo,
campanhas sistematicas contra os flebotomos nas areas endémicas e tratamento dos seres

humanos.
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A eutandsia dos cdes e gatos ndo apresenta comprovacdo cientifica no controle da
doenca. O grande atraso de tempo entre a coleta do sangue, 0 diagnéstico e a eutanasia do cdo
¢ um dos pontos mais questionaveis e que gera falhas no controle da LV. A diminuicdo da
transmissdo da doenga deve ser fundamentada no controle de vetores (MARCONDES, M,
2016).

O combate ao vetor deve ser feito por meio de borrifacdo do domicilio e peridomicilio
com principios ativos contra o flebotomo. A limpeza dos quintais deve ser recomendada
juntamente com a educacdo sanitaria da populagcdo. As medidas de controle devem ser,
imprescindivelmente, realizadas de forma integral para que sejam efetivas (MARCONDES, M,
2016).

Até 0 momento ndo existem regras especificas para aplicacdo em felinos, porém,
acredita-se que as mesmas medidas de controle que s&o sugeridas para cdes devem ser
realizadas nos gatos.

Com isso, o0 trabalho teve o objetivo de verificar as alteragdes laboratoriais em felinos

positivos para Leishmania spp., diagnosticados através da PCR convencional (cPCR).
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CAPITULO 11

ALTERACOES LABORATORIAIS EM FELINOS DOMESTICO§ POSITIVOS
PARA Leishmania spp. EM cPCR NO MUNICIPIO DE ARAGUAINA -TO

1 INTRODUCAO

As leishmanioses s@o um complexo de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, transmitidas por flelbotomineos do género Lutzomyia através da picada das fémeas
infectadas e hospedado por uma variedade de reservatorios e hospedeiros (OMS, 2019). No
Brasil, a leishmaniose visceral passou por um processo de urbanizagdo devido a diversas
mudancas ambientais ocasionadas por acdo antropica, que possibilitaram os vetores adaptar-se
a areas urbanas (ALVES et al., 2019).

Animais como cdes (Canis familiaris), gatos domeésticos (Felis catus), equinos (Equus
caballus e Equus asinus), pequenos roedores silvestres e sinantrdpicos podem participar da
manutencdo do ciclo de transmissdo da leishmaniose tegumentar (LT) (DANTAS-TORRES et
al., 2006; TOLEZANO et al., 2007; LIMA et al., 2013). Estudos relatam que animais
domésticos podem ser infectados, entretanto, podendo apresentar ou ndo sinais (PIRAJA et al.,
2013).

Os gatos podem ser importantes hospedeiros da Leishmania uma vez que sao
considerados fonte de alimentacdo para os vetores biologicos. A caracteristica predominante
que permite incluir essa espécie no ciclo biologico do parasito é a susceptibilidade natural a
infeccdo por L. infantum, geralmente ndo acompanhada de sinais clinicos que, quando presentes
sdo predominantemente cutaneos com relatos de dispersdo visceral (MAIA & CAMPINO,
2011).

Costa et al. (2009) afirmam que o diagndstico da LT em humanos e animais é baseado
em observagdes clinicas, por meio da anamnese das lesdes observadas (se houver lesdo), dados
epidemiologicos e o diagndstico complementar por meio dos testes laboratoriais.

O objetivo para o presente trabalho é avaliar as alteraces laboratoriais em felinos

positivos para Leishmania spp., diagnosticados através da PCR convencional.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local da pesquisa
O trabalho foi desenvolvido no Municipio de Araguaina Tocantins, localizado a 384,2
km de Palmas, assim com latitude: -7.19207, longitude: -48.2078 7° 11’ 31" Sul, 48° 12’ 28"

Oeste, apresnta clima tropical com estacdo seca e vegetacdo caracteristico do Cerrado.

2.2 Coleta e processamento das amostras

Foram utilizados 8 felinos, sem distingdo de sexo, raca ou idade, residentes no municipio
de Araguaina — TO, testados positivo na PCR para Leishmania spp. a partir da extracdo de
gDNA, utilizando kit comercial (BIO GENE EXTRACAO DE DNA/ RNA, Bioclin, Belo
Horizonte, MG, Brasil) conforme as recomendacbes do fabricante e reacdo de PCR conforme
técnica descrita por Cortes et al. (2004).

Para o hemograma foram obtidas amostras de sangue total em tubo contendo
anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) e técnica realizada de acordo com a
descricdo de Thrall et al. (2015).

As analises bioquimicas de ureia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (F.A.) e albumina foram realizadas a partir de amostras de soro obtidas de sangue
coletado em tubo sem anticoagulante, centrifugado em centrifuga Baby, modelo 206
(FANEM®) a 3.200 rpm, por 5 minutos. Utilizou-se kits reagentes da LABTEST para a
dosagem de creatinina, método de Lustosa-Basques; ALT, método de Reitman — Frankel
(1957); FA, método de Roy (1970) modificado; ureia (UV) cinética, método de Diacetil-
monoxima modifcado e albumina, método Verde de Bromocresol. A leitura das analises
bioquimicas foi executada em analisador bioquimico semi-automéatico (BIOPLUS®), de acordo
com a programacao e calibracdo do aparelho.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal
do Tocantins (Protocolo N°23.101.006.823/2017-62).

Os dados foram registrados em tabelas para andlise descritiva dos mesmos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 s&o apresentados os resultados do hemograma dos animais positivos para

Leishmania spp.

Tabela 1. Hemogramas de felinos positivos (n=8) para Leishmania spp. na cPCR, 2023.

Variavel Animal
Referéncia 1 2 3 4 5 6 7 8
Hex1O°/ul g 55 9,8 7.22 726 526 3,28 6,45
(5,5 _ 10) ) ’ ’ ’ ’ ’ ’ 7
Hb g/dL 164 146 9,5 5,6 11 6,5 6,5 72
(8 _ 14) ’ ’ ’ ’ 7 7 ’
Ht %
39 44 36 35,5 255 23 19,5 345
(24 — 45)
VGMIL 3305 5714 2653 49,17 3512 43,72 5945 5349
(39 - 55)
CHGM g/dL
(31-35) 4205 3318 2639 1577 43,14 2826 33,33 20,87
Le x103/ulL
200 225 115 275 73 17,5 5,8 247
(8- 25)
BAS x10°/ul
0 0 0 0 0 0 0 0
(0-0)
FOSX10°/ul - 0 069 303 058 105 0,23 3,7
(0, 16 _ 3) 7’ 7 7 7 4 ’ ’
NS x10%/ulL
140 207 655 209 58 1312 301 12,8
(2,8—17,5)
NB x103/ulL
0 0 0 0,55 0 0 0,23 0
(0-0,7)
UNFXIO/UL e 157 403 275 0,8 3,32 232 82
( 1,6 _ 13’ 7) ’ ’ ’ ) ) ) ) )
MONx10*/ul 2,25 023 027 0,07 0 0 0
(0,08 _ 1) ’ I ) )
PLT x10°/uL
(200-600) 114 190 400 289 326 220 200 1199

Le: Leucécitos; BAS: Basofilos; EOS: Eosintfilos; NS: Neutréfilos segmentados; NB: Neutréfilos bastonetes;
LINF: Linfocitos; MON: Mondcitos.

Os animais 6 e 7 apresentaram anemia, sendo no primeiro uma anemia normocitica
hipocrémica e no segundo macrocitica normocromica. A Organizacdo Panamericana de Saude
classifica a leishmaniose como uma doenga cronica ( OPAS, 2019). Dentre os fatores que
provocam a anemia em cdes com leishmaniose estd a resposta inflamatoria a infeccdo e,
segundo Thrall et al. (2012) e Weiss et al. (2019), cerca de 40% das anemias s@o causadas por
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doencas inflamatorias crbnicas e classificadas como normociticas ou microciticas e
normocrémicas ou hipocrdmicas, corroborando com os achados deste trabalhado.

Somente 1 animal (gato 1) apresentou eritrocitose, acompanhado de hematdcrito normal
e hemacias microciticas hipercrémicas. A medula éssea no individuo com leishmaniose visceral
canina (LVC) geralmente encontra-se hiperplasica e muito parasitada, ocorrendo assim no
percurso da doenca, uma desregulacdo da hematopoese, refletindo tentativas da medula dssea
na compensacao, liberando hemacias pequenas e jovens (NEVES, 2010). A hipercromia reflete
a presenca de um quadro de hemolise que, de acordo com Medeiros (2008), pode ocorrer pela
producéo de autoanticorpos.

Os animais que ndo apresentaram anemia (gato 2, 3, 4, 5 e 8) apresentaram algum tipo
de alteracdo no tamanho e/ou coloracdo das heméacias. De acordo com Thrall, 2015, processos
inflamatorios crénicos, como ocorre com a leishmanisoe, podem induzir a liberacdo de
interferon-gama, fator de necrose tumoral-alfa e interleucina-1 que inibem a proliferacdo e
diferenciacdo das células progenitoras eritroides. Além disso, essas citocinas pré-inflamatorias
podem inibir a producdo de eritropoetina pelos rins e consequentemente diminuem a
eritroipoiese, ocasionando alteragdes relacionadas ao tamanho ou coloragéo.

O Gato 4 apresentou um quadro de leucocitose por neutrofilia e eosinofilia. As causas
de leucocitose em cdes e gatos podem estar relacionadas a processos inflamatérios (ABBAS,
2012). Assim na leishmaniose, pela deposicdo de imunocomplexos, podem ocorrer lesdes em
tecidos vascularizados, levando a um quadro de leucocitose. Thrall et al. (2015) Jesus (2019),
Junior (2020) ,Martins (2023), citam que a eosinofilia também pode estar correlacionada a
presenca de parasitas que invadem tecidos, como o caso da Leishmania spp., provocando
proliferacdo dessa linhagem em razdo do aumento do processo de fagocitose.

De acordo com Thrall (2015), a neutrofilia pode ter basicamente trés causas, inflamacéo,
estresse e resposta a excitacdo. A invasdo de agentes estranhos ao organismo de um individuo
provoca alteragbes metabolicas, desenvolvimento de sinais e sintomas, gerando estresse celular
e resposta imunoldgica. O mecanismo imunolégico envolve, dentre outros, eventos
inflamatdrios como resultado da tentativa de eliminacdo do agente. Assim como ocorre na
infeccdo por Leishmania spp., podendo levar ao aparecimento de neutrofilia.

Os gatos 5 e 7 apresentaram leucopenia com monocitopenia, havendo, ainda, no
primeiro animal um quadro de linfopenia associado.

Conforme citado por Thrall et al (2015), a leucopenia pode estar relacionada a
diminuicdo da producdo de leucdcitos, que pode ser causada por lesdo da medula Ossea

ocasionada, por exemplo, por parasitos; ou a reducdo do aporte medular, ocorrendo de acordo
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com as necessidades exigidas pelo quadro clinico do animal quando provocado. Esta alteracdo
é comumente encontrada em animais portadores de Leishmania spp. (BUSH, 2004). Corrales
(2019) afirma que em felinos com leishmaniose, a leucopenia é mais frequentemente
encontrada do que a leucocitose, assim como mencionado neste trabalho, em que 2 animais
apresentaram leucopenia.

A linfopenia observada no animal 5, provavelmente, foi provocada pela destruicdo dos
linfocitos pelo parasita ou ainda pelo confinamento temporario dos linfocitos no bago e
linfonodos, enquanto respondem ao agente infeccioso (BUSH, 2004). Chatzsis et al. (2020)
avaliando parametros hematologicos de gatos positivos para leishmaniose também encontraram
linfopenia, em 30% dos animais. A linfopenia é um achado comum em leucograma de estresse
cronico e isto pode estar relacionado a presenca da Leishmania spp. no organismo do animal.
Porém, ndo pode ser considerado achado patognoménico jA que é comum a outras alteragcdes
que causem estresse mediado por glicocorticoides, como desidratacdo, insuficiéncia renal e
doencas inflamatdrias (REECE et al., 2017).

Dos animais que ndo apresentaram alteracdo no numero de leucdcitos totais (gato 1, 2,
3, 6 e 8), a monocitopenia foi encontrada em 3 animais (gato 1, 6 e 8) enquanto 1 animal (gato
2) apresentou monocitose acompanhada de neutrofilia e eosinofilia. Conforme citado por Bush,
2004, e Scott, 2011, a monocitopenia ndo deve ser considerada essencialmente patoldgica ja
gue animais podem ter poucos mondcitos no sangue. Os mondcitos, neutréfilos e eosinofilos
sdo células fagociticas recrutadas quando ha presenca de patdgenos na corrente sanguinea ou
invasdo dos tecidos, provocando proliferacdo dessas linhagens em razdo do aumento do
processo de fagocitose (THRALL et al., 2015).

Com relagéo ao trombograma, 2 animais (gato 1 e 2) apresentaram trombocitopenia. A
trombocitopenia pode ser causada por destruicdo, aumento no consumo, diminuicdo na
producdo ou sequestro. Em gatos ainda € importante relatar a possibilidade de
pseudotrombocitopenia causada pela presenca de agregados plaquetarios nas amostras
sanguineas, predisposto por erros pré-analiticos (BUSH et al., 2004). Corroborando com o
encontrado no presente estudo, Chatzsis et al. (2020) observaram trombocitopenia em 10% dos
gatos positivos para leishmaniose visceral (LV).

Em cdes infectados por Leishmania spp. a ocorréncia de trombocitopenia decorre da
vasculite por depdsito de imunocomplexos (BUSH et al., 2004), além de distdrbios de
trombocitopoiese, aumento na destruicdo plaquetaria ou presenca de imunoglobulinas anti-
plaguetas (CIARAMELLA et al., 2005). Acredita-se que nos gatos ocorra 0 mesmo mecanismo,

justificando, assim, a presenca de trombocitopenia encontrada em 2 felinos deste trabalho.
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A trombocitose ocorreu apenas no gato 8. Em coeréncia com os relatos de Thrall et al.
(2015), a trombocitose pode estar relacionada a liberacdo de epinefrina ou infeccBGes agudas ou
cronicas (BUSH et al; 2004), como no caso da leishmaniose, considerada uma enfermidade
cronica devido ao seu tempo de incubacdo (OPS, 2009).

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores das analises bioquimicos-séricas dos animais

positivos para Leishmania spp.

Tabela 2. Dosagens séricas de creatinina, ureia, ALT, FA e albumina de felinos positivos para
Leishmania spp. na cPCR, 2023 (n=8).

Variavel (Referéncia)
Animal Creatmg/dL Ureiamg/dL Albuminag/dL ALTU/L F.A. U/L

(0,8-2,0) (32-75) (2,6-4,0) (10 -88) (10 -80)
1 1,4 39,0 2,08 73,2 69,0
2 13,1 421,0 1,90 68,0 41,0
3 1,2 42,0 1,92 105,0 98,0
4 0,8 59,0 2,67 141,4 66,4
5 1,3 40,0 2,81 68,0 33,1
6 0,9 56,0 2,17 78,0 49,7
7 1,1 53,0 2,04 52,3 41,4
8 0,7 50,0 2,39 47,1 116,1

ALT: alanina aminotransferase; FA: fosfatase alcalina.

O gato 8 apresentou diminuicdo da concentracdo de creatinina. Pacientes com
leishmaniose podem apresentar diminuicdo das concentracGes séricas de creatinina devido a
perda ou a menor massa muscular, em razdo do agravamento da doenga, onde a condicdo
corporal do animal piora, tornando-o cada vez mais debilitado. Outra causa da diminuicdo das
concentracdes de creatinina no sangue sdo 0s erros analiticos, perda progressiva e lenta da
substancia na amostra analisada (BUSH, 2004).

Um animal, gato 2, apresentou elevacdo das concentracGes de creatinina e ureia. A
azotemia encontrada nesse felino, provavelmente, foi causada em decorréncia da lesdo renal
provocada pela deposicdo de imunocomplexos formados pela Leishmania e anticorpo e,
consequentemente, comprometimento do 6rgdo quanto a filtracdo e excrecdo destes compostos
(MARTINS, 2023). O que também justificaria a hipoalbuminemia encontrada nesse gato,
sugerindo que em razdo da lesdo renal estaria perdendo proteinas pelo trato urinario. Lappin
(2004) afirma que nos cdes com leishmaniose as principais anormalidades descritas nos exames

laboratoriais  incluem  hiperglobulinemia,  hipoalbuminemia,  proteindria, aumento  das



32

atividades enziméticas hepéticas e azotemia. Pressupbe-se que em felinos com leishmaniose
ocorra 0 mesmo.

Dos 8 felinos, 6 apresentaram quadro de hipoalouminemia, sendo que destes, 5 ndo
apresentavam alteragdo em creatinina e ureia. Segundo Ciaramella (1997), a maioria das
alteracBes no proteinograma sérico de caes infectados por Leishmania consistem em reducdes
causadas por distdrbios da sintese hepatica, perda renal em casos de doenca glomerular, ou ate,
associadas a uma série de doencas cronicas.

O figado é responsavel por sintetizar grande parte das proteinas organicas, incluindo a
albumina. Dessa forma, a hipoalbuminemia observada no gato 3 pode ser de origem hepatica,
pois o animal também apresentou dosagens de ALT e FA elevadas. O comprometimento
hepatico ocorre devido a deposicdo de imunocomplexos durante a resposta imunoldgica contra
a Leishmania (MONTARGILL et al., 2018), o que também poderia justificar a elevacdo da
ALT sérica do gato 4. Dias et al. (2008) encontraram valores aumentados de ALT em cdes com
leishmaniose, indicando que o mesmo pode ocorrer em felinos.Por outro lado, estudo de
VIEIRA NETO et al. (2011), dos 27 cdes soropositivos para LVC, nenhum apresentou alteracao
nas concentracles séricas de ALT.

As lesbes hepaticas tém sido reportadas em algumas espécies, como roedores e
humanos, porém, em cées com leishmaniose tém sido pouco descritas. As lesdes séo
encontradas apenas em cerca de 5% dos animais doentes e ocorre quando a Leishmania spp.
passa pelo processo de multiplicacdo nos macréfagos hepaticos, dando origem a uma hepatite
cronica (MONTEIRO, 2010).

O animal 8 apresentou concentragdes séricas de FA elevada. A FA é considerada uma
enzima de inducdo e quando sua concentracdo sérica se apresenta elevada indica colestase
(TRHALL et al., 2007; TENNANT; CENTER, 2008). Essa patologia pode estar presente em
animais com LVC (VALLADARES et al., 1997), portanto pode estar presente também em
gatos com leishmaniose.

Segundo Souza et al. (2009), os felinos podem apresentar exame fisico, padrdes
hematoldgicos e bioquimicos dentro dos valores de referéncia, mesmo quando se observa a
forma amastigota nos testes. O que justificaria 0s parametros normais encontrados em alguns

felinos deste estudo.
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CONCLUSAO

Gatos domésticos com leishmaniose podem apresentar alteracdes hematologicas
variadas, compativeis com anemia ou eritrocitose, leucocitose ou leucopenia e trombocitopenia
e as alteracbes bioquimicas indicam o comprometimento da funcdo renal e hepatica.

Os resultados aqui descritos contribuem no processo de reconhecimentos de parametros
hematologicos e bioquimicos aplicados a clinica veterinaria de felinos com leishmaniose e
indicam a necessidade de mais estudos relacionados as alteracdes laboratoriais de animais nesta

condicéo.
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CAPITULO 11l - CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos grandes passos dados no estudo da leishmaniose felina, quanto aos parametros
laboratoriais, e assim com este trabalho elencar algumas alteragbes no hemograma e
bioquimica-sérica, € de relevancia estudos de continuidade para coleta de mais dados e assim
obter maior padronizacio quanto aos resultados. E necessario que médicos veterinarios assem
a pensar na leishmaniose felina como diagnostico diferencial, associando sempre as alteracfes
laboratoriais aos sinais clinicos e as técnicas diagnosticos disponiveis, para assim obter

resultados confiaveis.



