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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de zoonoses que acometem mamiferos domésticos, silvestres
e humanos de grande importancia para a saude publica por serem emergentes e reemergentes
em 98 paises. Por serem negligenciadas, ainda ha lacunas no conhecimento de sua
epidemiologia, especialmente acerca de seu ciclo de transmissdo silvestres. Dentre os
mamiferos, destaca-se a participacdo dos carnivoros por suas caracteristicas ecologicas,
havendo relatos de diversas espécies dessa ordem que atuam como hospedeiros e/ou
potenciais reservatérios de Leishmania spp. Contudo, poucos estudos relatam a infec¢do por
Leishmania spp. em felinos silvestres, como jaguatiricas (Leopardus pardalis), havendo até o
momento apenas descricdo de um individuo positivo dessa espécie em vida livre. No presente
estudo, avaliamos a soroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania spp. através da Reagao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em jaguatiricas e cachorros-do-mato (Cerdocyon thous)
de vida livre no Mato Grosso do Sul, Brasil. Adicionalmente, avaliamos a presenca de
anticorpos anti-Trypanosoma cruzi ¢ anti-Trypanosoma evansi para excluir possiveis reagdes
cruzadas com outros tripanosomatideos endémicos da area. Encontramos uma soroprevaléncia
de 69,2% (n=13) nas jaguatiricas, enquanto nenhum dos cachorros-do-mato testou positivo
(n=12). A despeito de compartilharem a mesma éarea, a negatividade das amostras de
cachorros-do-mato traz indicios de que espécies de carnivoros podem ter diferentes
probabilidades de exposi¢cdo aos ciclos de transmissdo locais de acordo com suas
caracteristicas ecoldgicas, bem como da influéncia dos fatores bidticos e abioticos.
Comparado com a literatura sobre infeccdo por Leishmania spp. em felinos, até onde
sabemos, essa ¢ a maior soroprevaléncia ja descrita tanto em gatos silvestres quanto em
domésticos. Ainda ha muito a ser debatido sobre o papel dos felinos na epidemiologia das
leishmanioses; contudo, mais que um achado pontual, nossos resultados indicam que
jaguatiricas podem participar dos ciclos de transmissdo de Leishmania spp. e abrem espaco
para discussao da atuacao dessa espécie, que tem a maior distribui¢ao ¢ maiores densidades
entre os felinos neotropicais, como hospedeiros e potenciais reservatoérios silvestres do

parasito na natureza.

Palavras-chave: jaguatirica, cachorro-do-mato, reservatorios silvestres.



ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of zoonoses that affect domestic, wild and human mammals that
are considered to be of great importance for public health as they are emerging and
reemerging in 98 countries. As neglected diseases, there are still gaps in the knowledge of
their epidemiology, especially regarding the wild transmission cycles. Among mammals,
carnivorans stands out due to their ecological traits, with reports of several species of this
order acting as Leishmania spp hosts and/or potential reservoirs. Still, few studies report
Leishmania spp. infection in wild cats, such as the ocelots (Leopardus pardalis); up now,
there is only one description of a positive individual of this species in the wild. In the present
study, we evaluated the seroprevalence of anti-Leishmania spp. Antibodies using Indirect
Fluorescent Antibody Test (IFAT) in free-living ocelots and crab-eating foxes (Cerdocyon
thous) in Mato Grosso do Sul, Brazil. Additionally, we evaluated the presence of
anti-Trypanosoma cruzi and anti-Trypanosoma evansi antibodies to rule out possible cross
reactions with other endemic trypanosomatids in the area. We found a 69.2% seroprevalence
(n = 13) in ocelots, while none of the crab-eating foxes tested positive (n = 12). Despite
sharing the same area, the negativity of the wild canids’ samples might indicate that
carnivoran species could have different probabilities of being exposed to the local
transmission cycles according to their ecological traits, as well as the influence of biotic and
abiotic factors. Compared with the literature on Leishmania spp. in felines, to the best of our
knowledge, this is the highest seroprevalence ever described for both wild and domestic
felids. There is still much to debate about the role of felines in the epidemiology of
leishmaniasis; yet, more than a punctual finding, our results indicate that ocelots may
participate in the Leishmania spp. transmission cycles and open space for discussion about the
roles as hosts and potential reservoirs of the parasite in the wild of this species that has the

highest distribution and highest densities among neotropical felids.

Keywords: ocelot, crab-eating fox, wild reservoirs.
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1. Fundamentacao Tedrica

As leishmanioses sdo parasitoses de carater zoonotico endémicas em 98 paises e
territorios (OPAS, 2019) transmitidas por vetor e causadas por mais de 20 espécies de
protozoarios parasitos de células brancas do género Leishmania. As patologias se apresentam
de trés formas: cutdnea, mucocutdnea e visceral, ¢ sua transmissdo entre hospedeiros
mamiferos ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos infectadas pertencentes aos
géneros Lutzomyia, nas Américas, ¢ Phlebotomus, na Asia, Europa e Africa (BURZA, 2018;
WHO, 2010). Mundialmente, estima-se que, por ano, a leishmaniose cutanea afete mais de 1,2
milhdo de pessoas e cerca de 400 mil sejam acometidas pela forma visceral da doenga, destas
40 mil chegam a dbito (ALVAR, 2012). Nesse contexto, a Organizacdo Mundial da Saude
(2013) considera as leishmanioses como uma das 18 doencas tropicais negligenciadas e
estudos a classificam como a terceira doenga mais importante transmitida por vetor a afetar
humanos, precedida apenas pela malaria e pela filariose linfatica (SOLANO-GALLEGO,
2009).

Cerca de 90% dos casos mundiais de leishmaniose visceral ocorrem em cinco paises:
Bangladesh, Brasil, India, Suddo e Suddo do Sul (ALVAR, 2012; PAHO). Segundo o
Ministério da Satde (Brasil, 2019), em Boletim Epidemioldgico, no Brasil ocorrem
anualmente cerca de 3.500 casos de leishmaniose visceral com incidéncia de duas ocorréncias
a cada 100.000 habitantes. Nos ultimos anos, a letalidade da doenca no Pais, que se ndo
tratada pode levar até 90% dos infectados a dbito, aumentou, passando de 3,1% em 2000 para
7,1% em 2018.

Segundo a Organizagdo Pan-Americana da Satude, 75% dos casos de leishmaniose
cutinea se concentram em 10 paises. Dentre estes, quatro se localizam nas Américas, onde as
apresentacoes da doenca sdo consideradas emergentes e reemergentes (ASHFORD, 2000):
Brasil, Colombia, Nicaragua e Peru (PAHO). O Brasil reporta mais de 96% dos casos de
leishmaniose cutanea da América do Sul e, em 2016, de acordo com a Organizagdo Mundial
da Saude, cerca de 97 milhdes de pessoas estavam sob risco de contrair a doencga no Pais. Em
2018, 46.041 casos de leishmaniose cutinea e muco-cutanea foram notificados nas Américas
e desses 35,7% (16.432 casos) eram de origem brasileira (OPAS, 2019). Neste contexto,
Asfaram (2019) considera o Brasil como um dos paises com maior prevaléncia e distribuicao

geografica das leishmanioses no mundo.
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De acordo com a Secretaria de Saude do Mato Grosso do Sul (2018), entre 2010 e
2017, foram notificados 1.605 casos de leishmaniose visceral no estado com 59,8% dos
registros (960 casos) ocorrendo na capital Campo Grande, onde a parasitose ¢ considerada
endémica (BRAZUNA, 2012). A incidéncia de casos no Mato Grosso do Sul a cada 100.000
habitantes passou de 1,47 em 2001 para 20,98 em 2006. Neste mesmo periodo, o estado teve
0 quinto maior registro de casos da doenga no Pais, com 1.189 casos notificados no Sistema
de Informacao de Agravos de Notificacdo do Ministério da Satde (SINAN/MS). Dentre estes,
49% ocorreram em Campo Grande (577 casos) (BOTELHO e NATAL, 2009). Além disso,
entre janeiro de 2002 e dezembro de 2009, 7,4% dos pacientes diagnosticados com
leishmaniose visceral no Mato Grosso do Sul chegaram a 6bito (BRAZUNA, 2012). Embora
haja poucos estudos acerca da leishmaniose cutinea no Mato Grosso do Sul, esta ¢
considerada endémica no estado (YARZON, 2003) onde houve 406 casos da doenga
registrados no SINAN/MS entre 2012 e 2018.

O ciclo das leishmanioses ¢ heteroxeno e multi-hospedeiro, podendo ser dividido em
duas fases: a que ocorre no vetor e a que ocorre no hospedeiro mamifero. O flebotomo vetor
se infecta através do repasto sanguineo, ao se alimentar de um hospedeiro doente, onde ingere
células infectadas pelo parasito na forma amastigota. No seu trato digestivo, ocorre a
transformagdo dos protozodrios da forma amastigota para a promastigota, estes irdo se
multiplicar e migrar para a probdscide do animal. Desta forma, nas préximas alimentagdes do
mosquito hd a regurgitacdo das promastigotas na pele do mamifero, que sera infectado. No
hospedeiro mamifero, as promastigotas sao fagocitadas pelos macréfagos e, no interior destas
células, transformam-se em amastigotas, que se multiplicam dentro das células de diversos
tecidos do hospedeiro (PENNISI, 2013; REY, 2008). Nas Américas, as espécies que mais
participam deste ciclo sdo Leishmania infantum, Leishmania braziliensis, Leishmania
amazonensis € Leishmania mexicana (ALVAR, 2012).

Segundo Ashford (2000), a aptiddo do hospedeiro mamifero para a manuten¢do das
populagdes de Leishmania spp. na natureza depende de diversos fatores, a exemplo da
densidade populacional, longevidade e resposta imune da espécie hospedeira. A duracao da
infeccdo e o local do parasito dentro corpo do hospedeiro também devem ser considerados
para determinar o papel do animal no ciclo da doenca. Neste contexto, a importancia da
espécie hospedeira para manutencao e dispersao de um parasito multi-hospedeiro, como

Leishmania spp., no ecossistema depende, principalmente, da habilidade do parasito de
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persistir no hospedeiro e de ser transmitido para o vetor (ROCHA, 2012). Os hospedeiros
mamiferos do agente etiologico das leishmanioses nas Américas, de acordo com uma revisao
sistemadtica feita por Roque e Jansen (2014), pertencem a sete ordens: Carnivora, Chiroptera,
Cingulata, Didelphimorphia, Pilosa, Primata e Rodentia.

Cleveland (2006) sugere que os carnivoros, em geral, possuem potencial para agir
como importantes hospedeiros sentinelas para doengas emergentes em humanos e gado, como
também podem atuar como bioacumuladores de patogenos. Rocha (2013) comprovou este
papel para Trypanosoma cruzi, outro tripanosomatideo, em um estudo com diversos
carnivoros silvestres de vida livre realizado nos biomas brasileiros Pantanal e Cerrado.
Ademais, estes animais, que ja sdo conhecidos por possuirem um importante papel na
regulacao dos ecossistemas, estabilizando populagdes de presas e auxiliando na manutencao
da diversidade ecolégica da area (SOULE e TERBORGH, 1999), também podem atuar na
dispersdo de parasitos, através de suas caracteristicas ecologicas como grande area de vida e
biomassa (ROCHA, 2013). Além disso, o estudo das dindmicas das infec¢des nestes animais
podem gerar ferramentas para vigilancia e compreensdo de seus padrdes temporais
(CLEVELAND, 2006).

A ordem Carnivora se destaca por sua grande diversidade de espécies e ecologica.
Carnivoros ocupam a maioria dos habitats, nichos ecoldgicos e estratos de vegetacao, além de
apresentarem hdabitos alimentares diversos que variam entre frugivoros, insetivoros e
hipercarnivoros (ROCHA, 2013). Das 287 espécies de carnivoros que ocorrem no mundo, ha
registros de 28 no Brasil, sendo destas 26 terrestres e duas aquaticas, pertencentes a seis
familias: Canidae, Felidae, Mephitidae, Mustelidae, Otariidaec e Procyonidae (CHEIDA,
2011).

A principal fonte de infec¢do humana por Leishmania spp. nos ambientes domésticos
e peridomésticos sao os caes (Canis lupus familiaris) (BRASIL, 2014). No entanto, em 1955,
o parasito foi registrado pela primeira vez em carnivoros silvestres, quando isolado por Deane
e Deane, das visceras e pele de um cachorro-do-mato (Cerdocyon thous). No artigo, o
hospedeiro ¢ descrito como raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), porém sua identificagao foi
posteriormente revisada por Courtenay e colaboradores (1996). A partir desta data, diversos
outros hospedeiros carnivoros silvestres foram identificados. Roque e Jansen (2014) indicam
que pelo menos oito espécies, além do cachorro-do-mato, podem atuar como hospedeiros de

Leishmania spp. nas Américas: o cachorro-vinagre (Speothos venaticus), a raposa-do-campo
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(Lycalopex vetulus), o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus), a onga-parda (Puma concolor), a
onga-pintada (Panthera onca), o quati (Nasua nasua), o jupara (Potos flavus) e o zorrilho
(Conepatus chinga). No Brasil, outros estudos ainda sugerem presenca de Leishmania spp. em
quatro jaguatiricas (Leopardus pardalis), sendo trés individuos provenientes de cativeiro e
apenas um de vida livre (JORGE, 2008; LIMA, 2018; TOLENTINO, 2019). Além disso,
pesquisas realizadas em zooldgicos brasileiros indicam que animais exoticos, como ledes
(Panthera leo) e tigres-siberianos (Panthera tigris altaica), sejam capazes de atuar como
hospedeiros do parasito em cativeiro (DAHROUG, 2011; TOLENTINO, 2019).

Ja& em vida livre, as populacdes susceptiveis podem se encontrar em diferentes
ambientes. Entre eles, os agrossistemas se destacam por suas plantagdes atrairem grupos
especificos de animais e, dessa forma, os agrossistemas podem atrair predadores, como
carnivoros, através da abundancia de oferta alimentar (BRAGA, 2019). A jaguatirica, maior
mesofelino do Brasil e o terceiro maior felino da regido Neotropical (OLIVEIRA, 2013), ¢ um
exemplo de animal que pode ser atraido por populagdes de presas vivas para consumo
(CONCONE, 2004).

Jaguatiricas possuem distribuicdo continental e ocorrem desde o sul do estado do
Texas, Estados Unidos da América, até o norte da Argentina, podendo ser encontrados em
todo territorio brasileiro, exceto nos Pampas do Rio Grande do Sul (MURRAY E
GARDNER, 1997; OLIVEIRA, 2013). Embora adaptaveis a ambientes alterados, como
cultivos agricolas, jaguatiricas dependem de remanescentes de vegetacdo natural para se
estabelecerem (OLIVEIRA, 2010). O risco de extingdo desta espécie, de acordo com a Unido
Internacional para a Conservacgao da Natureza (IUCN), é pouco preocupante.

Cerdocyon thous € outro exemplo de espécie capaz de ser tolerante a perturbagdes
antropicas, havendo diversos registros de sua presenca em paisagens modificadas
(BEISIEGEL, 2013). Os cachorros-do-mato sdo generalistas e flexiveis no que se relaciona ao
habitat, apresentando predilecdo por bordas e ambientes mais abertos a matas densas
(BEISIEGEL, 2013). Seu status de conservacdo na lista vermelha da IUCN ¢é pouco
preocupante. A espécie tem ampla distribuicdo na América do Sul, ocorrendo em todos os
biomas brasileiros, exceto na Floresta Amazonica Oriental (COURTENAY e MAFFEI,
2004). No que se refere a infec¢do por Leishmania spp., Roque e Jansen (2014) apontam
desenvolvimento de sintomas graves da doenga em animais infectados como em caes

domésticos, com diversos relatos de casos diagnosticados pelas mais diferentes metodologias.
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Embora agroecossistemas possam oferecer recursos para o estabelecimento de
populagdes destes carnivoros, o ambiente os expdem a agroquimicos utilizados na
manutencdo das lavouras, que podem ter efeitos negativos na saude dos animais. Pesquisas
sugerem que o uso de agrotoxicos tem efeito imunossupressor (CHRISTIN, 2004), além de
induzir toxicidade em células e tecidos de mamiferos (MITRA, 2019), incluindo macréfagos
(CRITTENDEN, 1998), células com papel importante na resposta imune a Leishmania spp.
Ademais, Braga, em seu estudo realizado em 2019, também relaciona a utilizacdo de
agrotoxicos a baixas condi¢oes de saude de carnivoros silvestres.

Neste contexto, Roque e Jansen (2014) sugerem que qualquer estudo que tente
entender parametros relativos a ecologia de Leishmania spp. deve incluir carnivoros,
especialmente em biomas brasileiros como do Pantanal e Cerrado, onde estes animais, além
de abundantes, representam grande parte da biomassa do ecossistema.

O Pantanal, a maior planicie inundavel do planeta é considerado pela UNESCO
(Organizagdo das Nagdes Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura) desde 2000 como
uma Reserva da Biosfera. Localizada na Bacia do Alto Paraguai, esta planicie
intermitentemente inundada ocupa uma area de 138.183 km? do territdrio brasileiro. O bioma
¢ dividido, de acordo com Silva e Abdon (1998), em 11 sub-regides distintas por aspectos
fisiomorfologicos e geopoliticos.

O Cerrado, segundo maior bioma do Brasil, cobre 24% do planalto central do Brasil,
com cerca de dois milhdes de km? com seus 11 tipos diferentes de vegetacdo. Conhecido
como savana brasileira, ¢ considerado por Myers (2000) como um dos hotspots de
biodiversidade mundiais prioritdrios para conservagdo. De acordo com Reis (2017), a
expansao desordenada da agropecuaria ¢ uma das principais problemadticas que coloca o
bioma em risco.

A partir desse contexto, o presente trabalho visa avaliar a presenca de anticorpos
anti-Leishmania spp. em carnivoros silvestres das espécies Cerdocyon thous e Leopardus

pardalis em area de ecotono de Pantanal e Cerrado no Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Investigacdo Sorologica de Leishmania spp. em Cerdocyon thous e Leopardus pardalis no

Pantanal Sul Mato-Grossense, Brasil

Manuscrito a ser submetido na revista Journal of Wildlife Diseases

3.1. Introduciao

As leishmanioses compreendem um grupo de doengas consideradas como a terceira
em importancia em satde publica dentre as doencas transmitidas por vetores (Solano-Gallego
et al 2009). Apesar de seu impacto, ¢ uma das 18 doencgas tropicais negligenciadas (WHO
2013). Estas parasitoses de carater zoonoOtico, causadas por protozoarios do género
Leishmania, tem impacto em populacdes de animais domésticos e silvestres, e afetam,
anualmente, mais 1,6 milhdo de pessoas no mundo (Alvar et al 2012). Sua transmissao
envolve um vetor flebotomineo do género Lutzomyia, nas Américas, ¢ um hospedeiro
mamifero (Burza et al 2018, WHO 2010).

O Brasil ¢ um dos paises mais afetados pelas parasitoses, onde as doengas sdo
consideradas emergentes e reemergentes, com uma das maiores prevaléncias de casos
humanos positivos de todo o mundo e apresentando altos indices de mortalidade pela forma
visceral da patologia (Asfaram et al 2019, Ashford 2000, Brasil 2019, OPAS 2019).

O conhecimento dos hospedeiros e reservatorios de Leishmania spp. ¢ a chave para o
controle da doenga (Bonilla 2017). Um mamifero infectado pelo parasito ¢ considerado seu
hospedeiro, entretanto, o seu papel no ciclo de transmissdo depende das singularidades das
interacdes parasito-hospedeiro (Roque e Jansen 2014). Quando participam da manutengdo de
determinado parasito na natureza, as espécies sao classificadas como hospedeiros
reservatorios. Os reservatorios funcionam como um sistema que inclui uma ou mais espécies
de hospedeiros, cada uma desempenhando papéis diferentes para a permanéncia do parasito
no ambiente em um determinado intervalo de espacgo e tempo (Roque e Jansen 2014).

Em ambiente urbano e periurbano, o cdo doméstico (Canis lupus familiaris) ¢
considerado o reservatorio mais importante de Leishmania spp. na América do Sul (Brasil
2014, Dantas-Torres 2009). O papel dos felinos nos ciclos doméstico e silvestre de
Leishmania spp. ainda ndo esta claro, apesar de a leishmaniose ser considerada uma doenca

emergente nestes animais (Pennisi e Persichetti 2018). Alguns autores propdem que felinos
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sejam hospedeiros acidentais do parasito, no entanto, ha discussdes acerca de sua participagao
no ciclo de transmissdo da Leishmania spp. como reservatdrios primarios ou secundarios
(Maia e Campino 2011, Soares et al 2016). Os animais sdo considerados como reservatorios
primarios quando conseguem manter o parasito, que persiste indefinidamente neste unico
hospedeiro, no ambiente na auséncia de outros hospedeiros, ¢ secundarios quando os
hospedeiros parasitados podem transmitir a infecg¢do e participam da manuteng¢do do parasito
na natureza junto ao hospedeiro primario, ndo sendo capaz de manté-lo no ambiente sozinho
(Quinnell e Courtenay 2009). Em areas endémicas para Leishmania spp., Asfaram e
colaboradores (2019), através de meta-analise de artigos sobre leishmaniose felina,
concluiram que gatos sdo reservatorios do parasito.

Ja no ambiente silvestre, ha registros de hospedeiros e reservatdrios para Leishmania
spp. na América do Sul de sete ordens: Carnivora, Chiroptera, Cingulata, Didelphimorphia,
Pilosa, Primata e Rodentia, todas com representantes no Brasil. Destas, destacam-se os
roedores que, além de formarem a ordem mais diversificada de mamiferos no mundo todo, ¢ a
mais estudada em relacao a infec¢do por Leishmania spp., com pesquisas experimentais e de
campo; € 0s morcegos que, por meio de caracteristicas como voo e longevidade, podem ter
papel importante na dispersdo de parasitos (Roque e Jansen 2014, Nunes 2018).

A relagdo entre Leishmania spp. e carnivoros silvestres comegou a ser investigada
apds a primeira descricdo de infeccdo pelo parasito em um cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous) (Deane e Deane 1955, Courtenay 1996). Apoés isso, diversos outros carnivoros, tanto
em vida livre quanto em cativeiro, foram descritos como hospedeiros do protozoario. Nas
Américas, pode-se citar o cachorro-vinagre (Speothos venaticus), a raposa-do-campo
(Lycalopex vetulus), o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus), o quati (Nasua nasua), o jupara
(Potos flavus) e o zorrilho (Conepatus chinga) (Roque e Jansen 2014). Nesse contexto,
diversos estudos demonstram que o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) ¢ importante
reservatorio do parasito no ambiente silvestre (Roque e Jansen 2014).

Os poucos relatos existentes de infec¢do por Leishmania spp. em felinos silvestres
remetem a animais provenientes de cativeiro, como ongas-pardas (Puma concolor),
ongas-pintadas (Panthera onca), ledes (Panthera leo) e tigres-siberianos (Panthera tigris
altaica) (Dahroug et al 2010, Dahroug et al 2011, Tolentino et al 2019). Destes, ha registros
de infecgdo em vida livre somente em ongas-pintadas (Zarza et al 2015). Para as jaguatiricas

(Leopardus pardalis), foram descritos apenas quatro individuos positivos, sendo trés em
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cativeiro ¢ um Unico animal de vida livre, todos no Brasil, no Pantanal e na Mata Atlantica
(Jorge 2008, Lima 2018, Tolentino 2019).

Segundo o primeiro informe epidemioldgico de 2018 da Secretaria de Satide do Mato
Grosso do Sul, entre 2010 e 2017, ocorreram 1.605 casos de leishmaniose visceral no Estado
com 112 &bitos, sendo destes 960 casos (59,6%) e 48 oObitos registrados na capital Campo
Grande, onde a doenca ¢ avaliada como endémica (Brazuna et al 2012). No mesmo periodo,
na cidade de Miranda, mais no interior do Estado, foram confirmados 14 casos humanos da
doenga.

Nessa regido, a fazenda onde o presente estudo foi conduzido, cerca de 35km da
cidade de Miranda, ¢ conhecida por ser uma area de excepcional visualizacao de carnivoros,
mesmo comparado a outras regides de Pantanal, especialmente de jaguatiricas (Concone
2004). Considerando que gatos domésticos sdo potenciais reservatorios de Leishmania spp.,
compreender se felinos silvestres em vida livre participam dos ciclos de transmissdo ¢
importante para uma melhor compreensao desta zoonose no ambiente silvestre. Neste cenario,
o objetivo do presente estudo foi avaliar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania em
carnivoros silvestres das espécies Cerdocyon thous e Leopardus pardalis em éarea de ecdtono

de Pantanal e Cerrado no Mato Grosso do Sul, Brasil.

3.2. Material e Métodos

O estudo foi conduzido em uma fazenda (20° 05" 10” S e 56° 36’ 57" W), que possui
8.970 hectares (ha), localizada a cerca de 30 km do municipio de Miranda no Pantanal do
Mato Grosso do Sul - MS (Fig. 1). A fazenda ¢ estabelecida em uma érea de ecotono entre o
Cerrado e o Pantanal, na sub-regido denominada Pantanal de Miranda, na Bacia do Alto
Paraguai, e ¢ limitada pelo Rio Miranda, BR 232, BR 262 ¢ outras propriedades particulares.
A fazenda estd, ainda, inserida em um continuo de mata preservada que se estende antes e a
partir do Rio Miranda. O relevo da area ¢ de planicie intermitentemente inundada (Silva e
Abdon 1998), sendo a area cercada por trechos dos rios Miranda, Aquidauana e Abobral. A
fitofisionomia do Pantanal de Miranda ¢ composta, majoritariamente, por cerraddo, cerrado,
mata semidecidua e campo seco (Silva et al 2000). O clima da regido ¢ tropical imido e
quente com presenga de duas estagdes, chuvosa e seca, bem marcadas: o periodo mais intenso

de chuvas ocorre entre os meses de outubro a margo, enquanto a temporada seca se concentra
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nos meses de abril a setembro (Rodela e Neto 2006). A pluviosidade média, medida na

fazenda, é de 1300 mm/ano.

L]

Legenda
Brasil
Biomas

[ ] cemado
- Pantanal
A Area de estudo
“«7 Lavouras de arroz
0°0 0 6” 36 AJ Limites da érea de estudo

Figura 1 - Mapa da area de amostragem de Leopardus pardalis e Cerdocyon thous para investigacao
da soroprevaléncia de Leishmania spp. no Municipio de Miranda, Mato Grosso do Sul. As cores
indicam os limites da fazenda e area de lavoura de arroz, conforme a legenda da figura.

Proximo ao rio Miranda, hé reservas legais e Areas de Preservagdo Permanentes de
Floresta Estacional Semidecidua com arvores de dossel de 15 m, chegando até 30 m. Os
remanescentes de vegetacao nativa do Cerrado se situam a oeste e sudoeste da area de estudo
(Concone 2004).

A fazenda atua em trés principais eixos de trabalho: pecudria de corte, cultivo de arroz
irrigado e ecoturismo. As duas primeiras atividades ocorrem desde 1975 e 1984,
respectivamente. Atualmente, a pecuaria ocupa 2.100 ha, havendo, nesta area, remanescentes
de vegetacdo nativa que variam entre 1 ¢ 2 ha, e o cultivo de arroz se estende por uma area
total, incluindo adjacéncias, de 3.200 ha, onde h4, na lateral da lavoura, um corredor de mata
secundaria arborea de 3,5 km de extensdo e canais de irrigagdo que se estendem por 13 km
(Concone 2004, Braga 2019). Ao longo do ano, nesta mesma area, ha culturas menores de
milho e soja. Para aumentar a produtividade nas lavouras sdo utilizados agroquimicos, com

glifosato, por pulverizagdo aérea. Além disso, hd uma area de 70 ha de cultivo de eucalipto
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(Eucalyptus globulus). As atividades de ecoturismo, para observagao dos animais silvestres
em vida livre, atraem para a fazenda cerca de 5 mil pessoas por ano (Braga 2019).

As capturas dos carnivoros de médio porte fizeram parte do trabalho de mestrado de
Braga (2019), onde armadilhas foram dispostas em diferentes areas da fazenda, como
lavouras, pastagens e plantagdo de eucalipto, durante 66 dias, entre os meses de agosto e
dezembro de 2018. Foram utilizadas 20 armadilhas de caixa armada de ferro galvanizado com
dimensodes de 60 x 60 x 150 cm e 115 x 53 x 58 cm. As armadilhas foram iscadas, com o
intuito de atrair os animais, com bacon aquecido, sardinha enlatada e coxas de frango, de
forma semelhante ao descrito por Rocha (2013) e Dahroug (2014) também no Pantanal,
sub-regido da Nhecolandia. Os pontos de coleta foram definidos através de vestigios indiretos
das espécies, como pegadas e fezes, registros de armadilhas fotograficas instaladas durante o
periodo de amostragem e locais georreferenciados onde os animais eram observados, visando
maximizar o sucesso de captura. No total, as armadilhas foram distribuidas em 44 pontos,
abertas ao final da tarde e vistoriadas no inicio da manha. Cada armadilha foi coberta com
folhas de acuri (Attalea phalerata) e forrada com areia e folhagem, com o intuito de
minimizar o estresse dos animais capturados e diminuir a incidéncia solar e riscos de lesdes na
grade.

A conten¢ao quimica dos individuos capturados foi realizada por via intramuscular por
dois protocolos: 8 mg/kg de Zoletil® ou combinagdo de quetamina 15 mg/kg, xilazina 0,7
mg/kg e midazolan 0,5 mg/kg (Braga 2019). Havendo necessidade de reversdo da anestesia,
foi utilizado ioimbina. Durante todos os procedimentos, que duraram em média 40 minutos,
foi feito monitoramento do tempo de indugdo e duragdo da anestesia e aferi¢ao de frequéncias
cardiacas e respiratoria, e temperatura retal dos individuos em intervalo de 10 minutos. Os
animais foram mantidos vendados, para redugdo de estimulos visuais, e, para evitar
ressecamento da cornea, foi utilizado o colirio Epitegel®.

As informagodes de cada animal foram registradas em fichas de identifica¢do proprias.
Os individuos tiveram sexo, faixa etaria e peso avaliados e determinados. Para as ultimas
duas, foram utilizados como pardmetros a coloracao e desgaste da denti¢do, peso e tamanho
do individuo. A avalia¢ao do estado fisico de saude dos animais foi feita através de exame
clinico, observando sinais de desidratagdo e coloracdo das mucosas (Braga 2019).

Foram coletadas amostras de sangue em tubos sem anticoagulantes para diagnostico

sorologico por puncdo de veia cefalica ou jugular. Nas primeiras seis horas apos a coleta, as
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amostras foram centrifugadas. O soro foi separado em aliquotas de 500 pul e congelado para
posterior sorologia.
Ap6s os procedimentos, os individuos foram colocados na armadilha, protegidos do

sol até recuperacgdo total da anestesia, e soltos no mesmo local de captura.

3.2.1. Processamentos Laboratoriais

3.2.1.1. Diagnéstico soroldogico de Leishmania spp.

O diagnodstico sorologico foi realizado pelo Laboratério de Imunoparasitologia
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista (UNESP/SP/Jaboticabal) através de pesquisa de
anticorpos da classe IgG por Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (Camargo 1964)
utilizando kits IMUNOTEST® (Imunodot Diagnostics), seguindo instru¢des do fabricante e
diluicdes de 1:40. Para isto, foram utilizados conjugados de cdo e gato domésticos para
Cerdocyon thous e Leopardus pardalis, respectivamente. Foram consideradas positivas as
reacdes com titulos > 40 (Brasil 2014).

A escolha do método diagnostico se baseou na revisdo bibliografica realizada por
Asfaram e colaboradores (2019), que aponta a RIFI como método diagndstico mais utilizado
mundialmente para infec¢do por Leishmania spp. em felinos, no intuito de possibilitar a

comparag¢do dos resultados obtidos com a literatura existente.

3.2.1.2. Critérios de positividade

Realizamos sorologias sob os mesmos protocolos de RIFI (Camargo 1964) utilizando
promastigotas de Trypanosoma cruzi € Trypanosoma evansi como antigenos no intuito de
excluir possibilidades de reagdao cruzada com estes parasitos (Ferreira 2007; Luciano 2009;
Zanette 2014).

Havendo positividade em mais de um teste sorologico, as titulacdes duas vezes
superiores foram aceitas como indicativo de exposicdo ao parasito (Luciano et al 2009).
Quando os resultados sorologicos foram positivos para mais de um protozodrio, ndo havendo
diferenca entre as titulacdes ou estas divergindo em apenas uma diluicdo, consideramos os

resultados como indeterminados.
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3.2.1.3. Atendimento a Normas Kticas e Licencas

As atividades de campo e os processos de captura, manipulacdo de animais e coletas
de amostras dos mamiferos silvestres foram aprovados pelo 6rgao ambiental federal Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), através do Sistema de
Autorizagdo ¢ Informagdo em Biodiversidade (SISBIO), sob licenga de niumero 31895. O
projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal
da Paraiba, sob protocolo de numero 7478200418 (ID 000109).

A captura e manipulacdo dos animais respeitou as diretrizes do Guia de Captura e
Manejo aprovado pelo Comité da Sociedade Americana de Cuidado e Uso Animal de
Mamiferos (Sikes 2016). Durante todos os procedimentos de coleta e manuseio de amostras
bioldgicas, foram respeitadas as normas de biosseguranga e houve utilizagdo de equipamentos

de prote¢do individual.

3.2.1.4. Analises Estatisticas

A soroprevaléncia dos anticorpos anti-Leishmania na populagao foi estimada com a
proporcao de animais positivos dividida pelo total de animais amostrados. Além disso, as

titulagdes sorologicas foram avaliadas graficamente.

3.3. Resultados

Dentre os animais capturados, treze eram jaguatiricas, sendo cinco individuos machos
e oito fémeas, todos adultos, exceto uma fémea juvenil. Doze individuos eram
cachorros-do-mato, sendo oito machos e quatro fémeas. Em relagdo a classe etdria, cinco
individuos de cachorros-do-mato eram adultos, seis juvenis e um filhote.

Nas pesquisas sorologicas por RIFI, 11 dos 13 individuos de jaguatiricas foram
positivos para anticorpos anti-Leishmania spp. As titulagdes (T) variaram entre 40 e 320. Vale
ressaltar que houve recaptura de uma jaguatirica fémea adulta ap6s 28 dias com aumento de
titulo na sorologia. Na captura, a titulagdo desde animal era de 80. Na recaptura, que ocorreu

apo6s 28 dias, a sorologia obteve titulo de 160.
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Dentre as amostras positivas, quatro apresentaram titulagdes positivas concomitantes
de 40 para T. cruzi. Duas amostras pertenciam ao individuo recapturado, sendo, assim,
considerado positivo para Leishmania spp. pela titulagdo duas vezes superior encontrada na
recaptura (T=160). Em relagdo as outras duas amostras, uma foi considerada positiva para
Leishmania spp. e a outra indeterminada (Fig. 2). Um individuo foi considerado positivo para
T. evansi, por sua titulagdo para este parasito ter sido quatro vezes superior em comparagao a
Leishmania spp. No total, excluindo os individuos considerados como reag¢ao cruzada ou
indeterminado, nove jaguatiricas foram consideradas positivas para Leishmania spp.,

resultando em uma soroprevaléncia 69,2%. Dentre as positivas, 67% dos titulos foram > 160.

B Leishmania spp. Trypanosoma cruzi W Trypanosoma evansi

LvB LvVB LVB LVB LVB LVB LVB LVB LVB LVB LVB LVB LVB LVB
04 04R* 05 06 O7 09 11 14 16 18 20 21 22 23
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Figura 2 - Titulos sorologicos para anticorpos anti-Leishmania spp., anti-Trypanosoma cruzi €
anti-Trypanosoma evansi avaliados por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com ponto de

corte > 40 em amostras de jaguatiricas (Leopardus pardalis) (n=13). R* = animal recapturado.

Dentre os animais positivos, os sinais clinicos observados na avaliag¢do fisica foram
desidratagdo leve e mucosas hipocoradas. Cinco jaguatiricas apresentaram desidratacdo leve e
as mucosas de cinco estavam palidas. Houve associacao dos quadros de desidratacao e palidez

da mucosa em trés animais.
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Nenhuma amostra de cachorros-do-mato apresentou resultado positivo para anticorpos
anti-Leishmania spp. nas pesquisas sorologicas por RIFI. Trés amostras de doze foram
positivas para 7. cruzi com titulagdes de 40. Nenhuma amostra foi positiva na sorologia para

T. evansi.

Tabela 1 - Classificagdo sexual (F: fémeas, M: machos) e etaria de jaguatiricas (Leopardus pardalis)
capturadas no Pantanal de Miranda, Mato Grosso do Sul, Brasil em 2018, de acordo com numero de
campo (LVB); valores de titulos obtidos em Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
Leishmania spp., Trypanosoma cruzi € Trypanosoma evansi (ponto de corte: 1:40); e achados clinicos
encontrados em avaliagdo fisica (D: desidratagdo; MH: mucosas hipocoradas).

Individuos de

Leopardus Classe RIFI RIFI RIFI Avaliacao
pardalis Sexo Etaria Leishmania spp. Trypanosoma cruzi Trypanosoma evansi  Fisica

LVB 04 F Adulto 80 40 - -
LVB 04 R* F Adulto 160 40 - -
LVB 05 F Adulto 80 40 - D*, MH**
LVB 06 M  Adulto 320 - - D
LVB 07 M  Adulto 160 - - MH
LVB 09 M  Adulto 160 40 - -
LVB 11 F Adulto 80 - - D, MH
LVB 14 M  Adulto 320 - - D
LVB 16 F Adulto 160 - - D, MH
LVB 18 F Adulto 40 - 320 D, MH
LVB 20 F Adulto 40 - - MH
LVB 21 F Adulto 40 - - D, MH
LVB 22 M  Adulto - - - -
LVB 23 F Juvenil - - - D, MH

3.4. Discussao

Este estudo reporta uma alta soroprevaléncia de Leishmania spp. em jaguatiricas de
vida livre no Mato Grosso do Sul, Brasil. Com base na revisdo sistematica ¢ meta-analise
realizada por Asfaram e colaboradores (2019), até onde sabemos, este trabalho apresenta a

maior soroprevaléncia de Leishmania reportada em felinos, tanto domésticos como silvestres.
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O primeiro e, até¢ entdo, Unico registro de jaguatirica positiva para Leishmania spp. em
vida livre foi feito por Jorge (2008) em sua tese desenvolvida na Reserva Particular de
Patrim6nio Natural (RPPN) SESC Pantanal, localizada na zona rural do municipio Bardo de
Melgaco, Mato Grosso. Neste trabalho, que utilizou PCR de sangue total ou coagulo e
sequenciamento genético como métodos de diagnostico, apenas um animal foi submetido aos
testes.

Até mesmo em cativeiro, onde ha mais acessibilidade as amostras, sao poucos 0s
relatos do parasito na espécie, havendo descricdo de trés jaguatiricas positivas para
Leishmania spp. Lima (2018) descreveu uma jaguatirica cativa no Centro de Triagem de
Animais Silvestres de Sergipe, CETAS/SE do IBAMA, positiva em PCR de sangue total para
o complexo Leishmania donovani. Apenas este animal foi testado e nao ha informacdes da
sua procedéncia. O outro relato foi realizado por Tolentino e colaboradores (2019), no qual
duas jaguatiricas, provenientes do zoologico de Belo Horizonte, Minas Gerais, foram
positivas para Leishmania spp. em dois testes soroldgicos distintos: ambos os animais foram
positivos no ELISA Safetest® e apenas um no ELISA rK39. Nenhuma das jaguatiricas deste
estudo apresentou sinais clinicos de desenvolvimento de leishmaniose felina.

Pouco se sabe acerca da infecgdo por Leishmania spp. em felinos, mas os esforcos da
comunidade cientifica para entender as dinamicas do parasito nestes animais aumentaram nos
ultimos anos, com a maioria dos estudos realizados nos Brasil (Asfaram et al 2019). Embora a
literatura seja escassa em relacdo a exposicao de felinos silvestres ao parasito, para gatos
domésticos ja se sabe de infeccdo natural pelas mesmas espécies de Leishmania spp. que
acometem caes ¢ humanos em dareas tropicais e subtropicais ao redor do mundo, além da
susceptibilidade a doenga j& confirmada em diversos estudos experimentais (Pennisi et al
2013). No Brasil, foram registradas trés espécies do parasito em casos de infeccdo em felinos:
L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum (Asfaram et al 2019).

A alta prevaléncia de infec¢do por Leishmania spp. em jaguatiricas descrita neste
estudo pode estar relacionada a diversos fatores. Um deles ¢ a condicdo de satde das
jaguatiricas na area de estudo. Pesquisas apontam que os gatos sdo mais resistentes ao
desenvolvimento de leishmaniose que os caes, sendo a infec¢do assintomadtica mais comum, €
que essa resisténcia natural pode estar relacionada a sua propria resposta imune conferindo a
capacidade de controlar a infeccao de modo mais efetivo (Solano-Gallego et al 2007, Pennisi

et al 2013). No entanto, esta capacidade pode ser comprometida por baixa imunidade e
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presenca de coinfecgdes (Serrano e Millan 2013). Em estudo concomitante na mesma area,
Braga (2019) encontrou que 84% dos carnivoros estava com infecgdes simultaneas de pelo
menos trés parasitos diferentes. Neste estudo as jaguatiricas se destacam por apresentarem
uma baixa condicao de saude e estarem coinfectadas, em média, por 6,7 parasitos distintos.

Outra possibilidade ¢ a influéncia da exposi¢ao a agrotoxicos. Estudos apontam que a
utilizacdo de agroquimicos provoca alteragdes nas respostas imunoldgicas mediadas por
célula e humoral, além de induzir toxicidade em células de mamiferos, a exemplo dos
macrofagos, importantes na resposta imunologica contra Leishmania spp. (Crittenden et al
1998, Helali et al 2016, Mitra et al 2019). Uma pesquisa em andamento sobre uso de habitat
em mamiferos de médio porte na mesma area, utilizando armadilhas fotograficas, apontou que
os registros de jaguatiricas foram mais frequentes nas lavouras irrigadas de arroz, cultivo que
tipicamente utiliza altos niveis de agroquimicos, como visto na fazenda (Andressa Fraga
comentario pessoal, Barrigossi et al 2004). Além disso, as jaguatiricas poderiam estar
expostas a agrotoxicos por biomagnificacdo. Hé relatos de acimulo de metais pesados em
carnivoros através da alimentacao (Curi et al 2012) e, como carnivoras estritas, com parte
importante de sua dieta sendo composta por pequenos mamiferos (Concone 2004, Oliveira et
al 2013), as jaguatiricas poderiam estar susceptiveis a agroquimicos também pela predacao de
roedores contaminados nas lavouras.

Por fim, a auséncia de outros relatos semelhantes pode ser um reflexo de poucas
pesquisas do tema direcionadas para carnivoros silvestres em vida livre, devido as
dificuldades inerentes a conducdo de pesquisas de campo com este grupo, que sao de alto
custo, além de dependerem da presenca integral de profissionais especializados (Rocha et al
2013).

Em relacdo aos sinais clinicos, o quadro de desidratacdo e mucosas hipocoradas em
sete jaguatiricas no presente estudo sugerem relacdo entre os achados clinicos e os resultados
sorologicos de positividade para Leishmania spp., embora estes sejam inespecificos e possam
estar relacionados a diversas outras condi¢des patologicas e ambientais. Os sinais clinicos da
leishmaniose felina envolvem, principalmente, lesdes cutaneas ou mucocutaneas e aumento
do tamanho dos linfonodos, havendo também descrigoes de perda de peso, redugao do apetite,
letargia, febre, desidratacdo, mucosas hipocoradas, hepatomegalia, esplenomegalia e
comprometimento ocular em diversos niveis (Pennisi et al 2013, Pennisi et al 2015, Soares et

al 2016).
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Soares e colaboradores (2016) sugerem que a hipotese de que gatos atuam como
reservatorios estd ganhando forga, visto que (i) podem apresentar aumento de
soropositividade entre andlises, embora esse padrao seja variavel entre gatos, (i1) eles podem
ficar infectados por meses e, nesse caso, disponiveis para os flebotomineos e (iii) podem
transmitir o parasito para o vetor de forma competente. Ainda, Martin-Sanchez (2007)
encontrou uma maior propor¢ao de gatos com parasitemia detectavel em animais com titulos
sorologicos baixos. Em nosso estudo, encontramos uma jaguatirica recapturada com aumento
de titulo apos 28 dias e as demais com titulos no maximo de 320. Se os felinos silvestres
tiverem padrdo similar aos domésticos, os individuos do nosso estudo poderiam estar
envolvidos na manutengdo do parasito na area. Nossos resultados ndo nos permitem fazer
inferéncias sobre o papel que as jaguatiricas estdo desempenhando. De qualquer modo, seja
como hospedeiros ou reservatérios, jaguatiricas podem ser importantes para manutenc¢ao do
ciclo silvestre, pois sdo as que apresentam a maior area de distribuig¢do e as maiores
densidades, além de possuirem amplas areas de vida em comparagdo com outros felinos
(Oliveira et al 2010, Oliveira et al 2013).

A alta prevaléncia encontrada nas jaguatiricas, somada a evidéncias de estudo
concomitante com armadilhamento fotografico de que elas permaneceram na area por pelo
menos 120 dias apos a amostragem (Henrique Concone, com. pessoal), indica a presenca do
parasito na area. A despeito disso, os cachorros-do-mato foram negativos nas investigagdes
soroldgicas, um resultado inesperado considerando que estes animais sdo frequentemente
citados em estudos de infecgcdo por Leishmania spp. em animais silvestres de vida livre e
cativeiro (Luppi et al 2008, Souza et al 2010, Jusi et al 2011, Roque e Jansen 2014). Uma das
possiveis explicagdes para este achado pode ser o diferente uso de habitat pelos animais. O
mesmo estudo que identificou os registros mais frequentes das jaguatiricas em lavouras de
arroz indica que, embora os animais circulem por toda a extensdo da fazenda, os
cachorros-do-mato utilizam mais 4areas de pecudria, florestas plantadas de eucalipto e
plantagdes de milho e soja (Andressa Fraga, comentario pessoal). Sabe-se que flebotomineos
sdo sensiveis a pequenas variagcdes no microhabitat e mudangas em condigdes fisicas como
temperatura ¢ umidade podem alterar suas dindmicas populacionais (Dias et al 2007). Dessa
forma, os diferentes usos de habitat podem resultar em diferentes probabilidades de exposicao
aos ciclos de transmissao locais. Vale ressaltar que alguns parasitos investigados por Braga

(2019) foram encontrados apenas em Leopardus pardalis, enquanto outros foram detectados
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apenas em amostras de Cerdocyon thous, corroborando o mesmo padrdo que relatamos para
Leishmania spp.

Nosso estudo apresenta evidéncias sorologicas de infec¢do por Leishmania spp. em
jaguatiricas de vida livre. Nossos resultados abrem caminhos para investigacdo do papel e
importancia dessa espécie, que ¢ a mais bem distribuida e com as maiores densidades

populacionais dentre os felinos, nos ciclos silvestres de transmissao de Leishmania spp.
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4. Consideracoes finais

Nesta pesquisa, descrevemos a primeira investigacdo sorologica de infeccdo por
Leishmania spp. em uma populagao de jaguatiricas (Leopardus pardalis) (n=13) e relatamos a
maior soroprevaléncia (69,2%) ja descrita para felinos domésticos e silvestres com 67% dos
titulos sendo > 160, o que indica que estes animais podem estar envolvidos na manuteng¢ao do
parasito na 4area de estudo. As amostras soroldgicas negativas de cachorros-do-mato
(Cerdocyon thous) sugerem que a probabilidade de exposicao destas espécies a Leishmania
spp. € distinta, provavelmente relacionada a seus diferentes usos de habitat.

Como direcionamentos futuros, ressaltamos a necessidade de se compreender as
dinamicas de Leishmania spp. na area de estudo através da investigagdo da presenga do
parasito por outras metodologias soroldgicas e moleculares nos diversos carnivoros que
transitam pela fazenda e do mapeamento da distribuicdo dos flebotomineos vetores. Além
disso, o monitoramento a longo prazo dos animais ja descritos como positivos neste estudo
pode vir a esclarecer o papel das jaguatiricas nos ciclos silvestres de transmissdo de

Leishmania spp. e como o parasito afeta os felinos silvestres de vida livre.



