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RESUMO

A leishmaniose, esta enquadrada entre as dez principais doencas tropicais negligenciadas e
traz o felino doméstico (Felis catus) como um hospedeiro acidental e possivel reservatério do
parasita, fato este que reverbera a importancia da investigagcao na espécie, tendo em vista a
indissociacdo da saude animal e humana, quando elencado temas como a saude Unica. Em
decorréncia dos escassos trabalhos publicados abordando a presente tematica no estado da
Paraiba e principalmente na regido do brejo paraibano, o presente estudo avaliou a frequéncia
da leishmaniose felina por Leishmania infantum, a partir do diagnéstico molecular por Reagao
em Cadeia de Polimerase convencional (cPCR) no sangue periférico. Para isso, tal reagao foi
realizada utilizando amostras sanguineas provenientes da rotina ambulatorial do HUV-UFPB,
de maneira que a composi¢cdo do corpo amostral foi estabelecida de forma aleatéria e sem
critérios de triagens dos pacientes, sendo formado por 50 individuos, dentre eles 18 machos
e 32 fémeas, ao passo que a obtencido das amostras compreendeu o segundo semestre de
2023, dos meses de junho a dezembro. Das 50 amostras analisadas para Leishmania
infantum, nenhuma amplificou o fragmento de DNA compativel com o protozoario, sugerindo
a baixa ou auséncia da infeccdo nos felinos domésticos (Felis catus), atendidos na rotina
ambulatorial. Sob esse viés, tais achados conferem embasamento para estudos posteriores
que visem determinar o papel do felino na transmissao da leishmaniose visceral felina, bem
como sua ocorréncia na microrregido do Brejo paraibano, uma vez que no estado da paraiba
estudos atrelados a pesquisa do presente objeto estdo limitados as analises soroldgicas.

Palavras-Chave: Leishmania; cPCR; calazar; Nordeste; Saude Unica.



ABSTRACT

Leishmaniasis is one of the top ten neglected tropical diseases and the domestic feline (Felis
catus) is an accidental host and possible reservoir of the parasite, a fact that highlights the
importance of research into the species, given the inseparability of animal and human health,
when it comes to issues such as single health. Due to the scarcity of studies published on this
subject in the state of Paraiba and especially in the region of Brejo Paraiba, this study
assessed the frequency of feline leishmaniasis caused by Leishmania infantum, using
molecular diagnosis by conventional polymerase chain reaction (cPCR) in peripheral blood.
To this end, the reaction was carried out using blood samples from the routine outpatient clinic
at HUV-UFPB, so that the composition of the sample body was established randomly and
without patient screening criteria, consisting of 50 individuals, including 18 males and 32
females, while the samples were obtained during the second half of 2023, from June to
December. Of the 50 samples analyzed for Leishmania infantum, none amplified the DNA
fragment compatible with the protozoan, suggesting low or no infection in domestic cats (Felis
catus) seen in the outpatient routine. From this point of view, these findings provide a basis for
further studies aimed at determining the role of felines in the transmission of feline visceral
leishmaniasis, as well as its occurrence in the Brejo paraibano micro-region, given that in the
state of paraiba studies linked to this research are limited to serological analyses.

Keywords: Leishmania; cPCR; calazar; Northeast; One Health.
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

A leishmaniose consiste numa enfermidade parasitaria de carater zoonético a
qual acomete mamiferos terrestres em torno do mundo, sendo causada por
protozoarios do género Leishmania. O contagio e infecgdo do protozoario no
hospedeiro se estabelece no momento do repasto sanguineo dos flebotomineos
fémeas dos géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo, os
quais séo considerados vetores biologicos (WHO, 2010 apud Pereira e Maia, 2021;
Lucheis, 2015).

De acordo com Fortes (2004) no hospedeiro intermediario, as promastigotas de
Leishmania se multiplicam por cissiparidade longitudinal no aparelho digestério, de
modo que durante o processo de repasto sanguineo, essas formas evolutivas do
parasita sao inoculadas no hospedeiro definitivo e infectam as células do sistema
mononuclear fagocitico (SMF), na forma de amastigotas concluindo o ciclo, ilustrado
na figura 1, e desenvolvendo a enfermidade de forma aguda (fatal) ou crénica (Soares
et al.,2016).

Figura 1: Ciclo bioldgico de Leishmania sp. em felino doméstico (Felis catus).
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Fonte: Santos et al., 2023


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phlebotomus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2667114X21000297#bib180
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De acordo com Pereira e Maia (2021), atualmente existem seis espécies do
protozoario, o qual esta incluido na ordem kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
pertencentes ao subgénero Leishmania e uma ao subgénero Viannia que foram
identificadas em felinos domésticos (Felis catus) por meio de DNA ou métodos de
tipagem baseados em isoenzimas, sendo trés delas encontradas no Brasil,
representadas por L. ( L.) amazonensis , L. ( L.) infantum e L. ( V.) braziliensis. Como
também, é visto que nas extensodes territoriais que vao do sul dos Estados Unidos ao
norte da Argentina, Leishmania infantum (syn.L.chagasi) € considerado o principal
causador da enfermidade (Lucheis, 2015). No Brasil, através do ultimo informativo
publicado pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (Brasil, 2022) reafirma a presenca
da leishmaniose no que tange toda a extenséo territorial do pais.

Consoante a Organizagdo Pan-Americana de Saude (2022) a leishmaniose
esta enquadrada entre as dez principais doencas tropicais negligenciadas, com mais
de 12 milhdes de pessoas infectadas, sendo endémica em 99 paises, dos quais o
Brasil estd entre os nove paises responsaveis por notificar 85% dos casos de
leishmaniose cutanea, juntamente com o Peru e a Colémbia. Conseguinte aos dados
citados nos humanos, observa-se a reverberacdo da importdncia sanitaria e
epidemioldgica da investigagdo quanto a infecgdo de Leishmania spp. nos felinos,
uma vez que diferentemente dos caes, os gatos sao classificados como hospedeiros
acidentais resistentes a leishmaniose, funcionando como uma pega-chave na
manutenc¢ao do ciclo do agente etioldgico. (Pereira e Maia, 2021).

A leishmaniose em felinos é datada desde o século XX, de modo que seu
primeiro caso foi relatado no ano de 1912, na Argélia, em um felino que convivia com
uma crianga e um cao, portadores da leishmaniose visceral, sendo tal diagndstico
obtido através da visualizagdo da forma infectante do parasita em um aspirado de
medula 6ssea (Sergent et al.,1912 apud Berenguer, 2019; Lucheis, 2015). No Brasil,
o primeiro caso de leishmaniose felina foi datado em 1994, em um espécime, fémea,
cinco anos de idade, a qual apresentava uma les&o tumoral no espaco interdigital do
membro pélvico esquerdo e residia nas regides periurbanas de Belo horizonte, tal
diagndstico foi obtido pela visualizagdo de amastigotas pela coloragédo Giemsa e
realizagao do diagndstico molecular através da Reagdo em Cadeia Polimerase (PCR),
o qual identificou o parasita Leishmania sp. (Passos et al., 1996 apud Nascimento,
2021).
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Posteriormente, em 2000 foi identificado a ocorréncia de um caso autdctone de
leishmaniose felina no estado de Sado Paulo, sendo ocasionada por Leishmania
infantum chagasi, achado frente ao diagndstico molecular como cita Savanni et al.
(2004). Conseguinte, Silva et al. (2010) sugeriram a capacidade de infectividade de
Leishmania infantum ao vetor Lutzomyia longipalpis através da identificacdo de formas
promastigotas do parasita no intestino médio dos espécimes, a partir do repasto
sanguineo frequente em um felino infectado para leishmaniose visceral, diagnosticado
por meios soroldgicos, teste da imunofluorescéncia indireta (RIFI), e moleculares,
Reacdo em cadeia polimerase (PCR), em amostra de aspirado de medula 6ssea,
sendo atestada a capacidade do felino participar do ciclo biolégico do parasita e
consequentemente da dindmica epidemioldgica da leishmaniose visceral.

Com isso, a importancia do felino no papel epidemioldgico da leishmaniose
comecou a ser mais elucidado, sendo levantado que caracteristicas comportamentais
como a caga predatdria noturna e a coabitacdo em areas domésticas e silvestres,
configurando o comportamento semi domiciliar, expressavam-se como fatores que
contribuem para a infeccéo e disseminagao do parasita na populacao, podendo Felis
catus se classificar como um reservatorio do parasita, em areas endémicas (Lucheis,
2015).

Na patogénese da enfermidade, observa-se que durante a inoculagdo das
formas promastigotas no hospedeiro, durante repasto sanguineo, se tem a ativagao
da resposta imune mediada por células, sendo expressa a ativagdo de macréfagos,
neutrdfilos e células dendriticas, culminando no processo de fagocitose, de tal modo
que os protozoarios dentro do macréfago iniciam o processo de multiplicagéo, na
forma amastigota, lizando essas células e infectando novas (Soares et al., 2016). A
medida que a resposta imunoldgica continua se tem a apresentagao destes antigenos
para os linfocitos CD4+ através do complexo principal de histocompatibilidade Il que
resulta na produgao de imunoglobulinas que nao conferem imunidade ao hospedeiro
(Soares et al., 2016).

Ainda é relatado, hipoteticamente, que os felinos sdo menos suscetiveis a
desenvolver a doenga quando comparado aos caes, apesar de também apresentar
uma parasitemia de longa duragao, este fato se justifica pelo desenvolvimento de uma
resposta imune mediada por células mais efetiva, em comparagao das infecgoes em
caes e humanos (Pereira e Maia, 2021). Dado que, a resposta celular desenvolvida
pelo felino frente a infeccdo por Leishmania spp se expressa na maior producido de
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mediadores proé-inflamatérios, como interferon gama (IFN-y), que auxiliam no
desenvolvimento mais eficiente da resposta imunoldgica celular pela via T helper 1
(Th1) como ilustra a figura 2, diferentemente da resposta celular do cdo que é
modulada pela via T helper 2 (Th2), a qual & suprimida conforme a acéao
imunomoduladora da saliva do vetor bioldgico, sendo vista a menor producao de IFN-
y (Priolo et al., 2019).

Figura 2: Resposta imunoldgica do felino contra Leishmania sp.
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Fonte: (Campos, 2019)

Clinicamente, a leishmaniose felina possui um curso crénico e esta associada,
intimamente, com animais imunossuprimidos que apresentam infeccoes
concomitantes por FIV/FeLV e Toxoplasma gondii, de modo que sua incidéncia esta
determinada em paises endémicos ou em gatos que foram transportados para tal
(Pereira e Maia, 2021; Lucheis, 2015). Os sinais clinicos apresentados pelos
mamiferos acometidos sdo expressos na febre, ascite, esplenomegalia, anemia,
descamacgao e ulceragbes cuténeas (Pereira e Maia, 2021; Lucheis, 2015; Fortes,
2004). Tais sinais sistémicos sao justificados pelo acometimento dos linfonodos e do
sangue frente a infecgdo pelo parasita, podendo ser visualizado, embora seja mais
frequente em caes, acometidos com leishmaniose visceral, a presenca de uveite como
agravamento oftalmico (Lucheis, 2015; Pennisi et al., 2013)

Ainda quanto aos sinais clinicos, dermatologicamente, segundo Pennisi et al.

(2013), apud Nascimento et al. (2021) e Lucheis (2015) as lesdes se configuram como
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dermatites ulcerativas, nodulares ou descamativas, podendo haver a presenca de
crostas, de tal forma que o dermograma se estabelece mais em regido de cabeca e
pescogo, podendo ainda apresentar alopecia nestas regides e laceragao. Notando-se
que as orelhas, palpebras e plano nasal sao os locais de predilecado quanto a apari¢cao
das lesdes dermatologicas nos felinos (Lucheis, 2015).

Consoante a Lucheis (2015), o diagndstico clinico de Leishmania é pouco
respaldado, em virtude da clinica inespecifica e da auséncia de sinais
patognomoénicos, sendo indicada a realizagdo da pesquisa parasitolégica, no
diagndstico laboratorial. A pesquisa parasitologica € feita através da confecgao de
esfregacos em laminas coradas com Giemsa ou Pappenheim, tais quais sao obtidos
de bidpsias de polpa de bacgo, figado, nddulos linfaticos superficiais, medula 6ssea e
raspagem ou pungao de lesdes cutaneas (Fortes, 2004). Dos locais de predile¢ao para
diagndstico parasitolégico o linfonodo popliteo é o que apresenta maior sensibilidade
de visualizagdo das formas amastigotas consoante a Costa (2010), uma vez que
quando comparado a pesquisa em medula 6ssea, bago e figado aquele se mostrou
com maior sensibilidade (87,5%).

Os testes sorologicos sdo métodos de diagndsticos indiretos que avaliam a
exposicdo do hospedeiro ao parasita mediante o desenvolvimento da resposta
humoral, embora sua utilizacdo seja ampla esses métodos ndo conseguem avaliar o
potencial de transmissdo do hospedeiro para o vetor, o grau de parasitismo e a
presenga da doencga (Lucheis, 2015). No entanto dos testes soroldgicos utilizados
para diagnostico da enfermidade os mais realizados sdo o da imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e o do Imunoensaio enzimatico (ELISA) (Soares et al., 2016). De
maneira que esses sao considerados testes confirmatorios e possuem recomendacao
de uso estabelecida pelo Ministério da Saude (Zanette, 20006).

Acerca do diagnédstico de escolha para a identificagdo e caracterizagao do
agente etioldgico, com a inovagao e o crescente avango do diagndstico molecular,
torna-se passivel de escolha a reagdo em cadeia de polimerase (PCR), dado que o
meétodo € capaz de amplificar e identificar o material genético do parasita em questéo,
além de ajudar na identificagdo dos subgéneros, tendo em vista as 6 espécies datadas
na literatura, capazes de infectar o felino doméstico (Felis catus). Reiterando que nem
a microscopia, nem a cultura podem fornecer identificacdo precisa da espécie de
Leishmania (SIMON et al., 2010).
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Diversos sao os posicionamentos que discutem a presenca do felino doméstico
(Felis catus) na dindmica epidemiolégica da leishmaniose (Nascimento et al., 2021;
Pereira e Maia, 2021; Lucheis, 2015; Silva et al., 2010; Simdes Mattos et al., 2005;
Mancianti, 2004) de modo que s&o retratados tanto como hospedeiros acidentais,
guanto como reservatorios de Leishmania sp. De tal maneira que, atualmente, indica-
se a combinagdo de técnicas moleculares, soroldgicas e pesquisa direta como
diagndstico da presente enfermidade, uma vez que na maioria dos acometidos o pico
de produgao de imunoglobulinas ocorre apos a vigésima sexta semana posterior a
infecgdo, tornando o diagndstico sorologico um método falho quanto a correlagao dos
achados clinicos frente a detecg¢ao de anticorpos (Simdes Mattos et al., 2005).

Em associagao, tém-se a baixa quantidade de inquéritos soroepidemiologicos
que retratam a situacao atual de leishmaniose felina no pais, sendo necessario mais
estudos que atestem a dinamica do felino doméstico na transmissao da leishmaniose
em areas endémicas (Nascimento et al., 2021; Simbes Mattos et al., 2005).

Desta forma, a leishmaniose felina é considerada uma enfermidade multifatorial
que cursa com o amparo de diversas condigdes epidemiologicas e clinicas, mantendo-
se como alerta de saude publica, dado que segundo Mancianti (2004) o fato do felino
doméstico atuar com um papel ativo na epidemiologia da enfermidade deve ser
considerado, tendo em vista o contraste da atuagao de equinos, cabras e bezerros
que sao elencados como reservatdrios acidentais. Dessa maneira, no Brasil, embora
a prevaléncia da leishmaniose nos felinos domésticos (Felis catus) nao seja
expressiva, dada a prevaléncia global estimada em 8%, segundo Nascimento et al.
(2021), esses possuem um lugar na cadeia epidemioldgica de disseminagao de tal
enfermidade, atuando como reservatorio do parasita, o que expressa extrema
importancia no desenvolvimento de medidas profilaticas e de controle quanto a
disseminagao desta doenca infecto parasitaria nestes animais (Lucheis e Ribeiro,
2015).

Na Paraiba entre os anos de 2015-2021, segundo o Ministério da Saude (2021),
foram notificados 737 casos humanos de leishmaniose visceral, distribuidos de forma
homogénea em 106 municipios do presente estado, sendo confirmados 237 casos,
tendo visto 24 6bitos, ao passo que alguns municipios apresentaram maior incidéncia
da doenga como: Jodo Pessoa, Campina Grande, Sousa, Cajazeiras e Catolé do
Rocha, em ordem decrescente como mostra a figura 3. Tal fato denota a expansao
dos casos da enfermidade a nivel estadual, posto que no periodo que tange 2001 a
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2006 apenas 37 casos de leishmaniose visceral em humanos foi confirmado
(Ministério da Saude, 2006).

Figura 3: Distribuicdo dos casos confirmados de leishmaniose visceral humana por municipio de

infecgdo. Paraiba, 2015 a 30° Semana Epidemioldgica do ano de 2021.

= LETSHMMANIOSE VISCERAL
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Fonte: SINAN NET/SES PB, 2021.

Em consonancia, outro estudo determina que variaveis como renda per capita,
saneamento basico, populagéo canina, indice de desenvolvimento humano municipal
(IDHM) e porcentagem de pessoas vulneraveis a pobreza estdo amplamente ligadas
a alta prevaléncia de leishmaniose visceral tanto em caes quanto em humanos na
Paraiba, de modo que frente a correlacdo dessas variaveis com a prevaléncia dos
casos no estado da paraiba foi observado uma expansao dos casos de leishmaniose
visceral tanto em humanos quanto em caes nos anos de 2012-2017 (Araujo et al.,
2021).

Tais fatores abordados expressam a necessidade de pesquisas que adentrem
a relacao epidemioldgica que o felino doméstico (Felis catus) expressa na cadeia de
transmissao da leishmaniose visceral, tendo em vista a necessidade de determinagao
do seu papel de reservatoério dentro do ciclo de transmissao da enfermidade em pauta.

Outro fator que exacerba a necessidade de diagndsticos precisos para esta
enfermidade esta datado na existéncia de diagnosticos diferenciais como a
esporotricose que acabam “mascarando” seu diagnostico pela semelhanga das lesdes
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dermatolégicas, estando os diagnosticos inconclusivos para esta patologia,
possivelmente, ligados a ocorréncia da enfermidade levantada na pesquisa. Portanto,
associado aos escassos relatos e informativos de leishmaniose em gatos domésticos
na Paraiba, observa-se a importancia epidemiologica da sua ocorréncia, uma vez que
a regidao amostral se situa em uma zona endémica para o vetor biolégico do parasita
( Araujo Neto, 2017).
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2 CAPITULO I - Frequéncia de leishmaniose em felinos domésticos (Felis catus)
atendidos no Hospital Universitario Veterinario da Universidade Federal da
Paraiba (HUV-UFPB).’

3 INTRODUGAO:

A leishmaniose consiste numa enfermidade parasitaria que acomete humanos,
animais domésticos e silvestres em torno do mundo, sendo causada por protozoarios
do género Leishmania. O contagio e infecgdo do protozoario no hospedeiro se
estabelece no momento do repasto sanguineo dos flebotomineos fémeas dos géneros
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo, os quais sao
considerados hospedeiros intermediarios (WHO, 2010, apud Pereira e Maia, 2021).

De acordo com Frezard (2016) apud Berenguer (2019) e Fortes (2004), as
formas promastigotas de Leishmania se multiplicam por divisdo binaria no aparelho
digestivo do vetor biolégico, de maneira que durante o repasto sanguineo do mosquito
fémea, essas formas evolutivas do parasita sdo inoculadas no hospedeiro definitivo e
infectam as células do sistema mononuclear fagocitico (SMF), na forma de
amastigotas, concluindo o ciclo biolégico e desenvolvendo a enfermidade de forma
aguda ou crdnica.

Consoante a Pereira e Maia (2021), atualmente existem seis espécies do
protozoario, o qual esta incluido na ordem kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
pertencentes ao subgénero Leishmania e uma ao subgénero Viannia que foram
identificadas em gatos domésticos (Felis catus) por meio de DNA ou métodos de
tipagem baseados em isoenzimas, sendo trés delas encontradas no Brasil,
representadas por L. ( L.) amazonensis, L. ( L.) infantum e L. ( V.) braziliensis.

Conforme a Organizagao Pan-Americana de Saude (2022) a leishmaniose esta
enquadrada entre as dez principais doengas tropicais negligenciadas, com mais de 12
milhdes de pessoas infectadas, sendo endémica em 99 paises, dos quais o Brasil esta
entre os 9 paises responsaveis por notificar 85% dos casos de leishmaniose cutanea,
juntamente com o Peru e a Coldbmbia. Acerca dos casos confirmados em 2021 de
leishmaniose tanto cutdnea quanto mucosa, no Brasil, foram registrados mais de 15

mil casos, consoante a Organizagdo Pan-Americana de Saude (2022). Dado este que

! Artigo submetido 3 revista XXXXXXX
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expressa a colocagao do pais entre os que mais apresentam casos da enfermidade,
juntamente com o Peru.

Na Paraiba entre os anos de 2015-2021, segundo o Ministério da Saude (2021),
foram notificados 737 casos humanos de leishmaniose visceral, distribuidos de forma
homogénea em 106 municipios do presente estado, sendo confirmados 237 casos,
tendo visto 24 6bitos, ao passo que alguns municipios apresentaram maior incidéncia
da doenga como: Jodo Pessoa, Campina Grande, Sousa, Cajazeiras e Catolé do
Rocha, em ordem decrescente. Conseguinte, observa-se a reverberacdo da
importancia sanitaria e epidemiologica da investigagdo quanto a infeccdo de
Leishmania spp. nos felinos, uma vez que diferentemente dos caes, os gatos séo
classificados como hospedeiros acidentais resistentes a leishmaniose, funcionando
como uma pega-chave na manutencgéo do ciclo do agente etiologico. (Pereira e Maia,
2021).

O diagnéstico clinico de Leishmania é pouco respaldado, em virtude da clinica
inespecifica, sendo indicada a realizagdo da pesquisa parasitoldgica, no diagndstico
laboratorial. A pesquisa parasitologica é feita através da confecgao de esfregagos em
laminas coradas com Giemsa ou Pappenheim, tais quais s&o obtidos de bidpsias de
polpa de baco, figado, nddulos linfaticos superficiais, medula éssea e raspagem ou
puncéao de lesdes cutaneas (Fortes, 2004)

Acerca do diagnédstico de escolha para a identificagdo e caracterizagao do
agente etioldgico, com a inovagao e o crescente avango do diagndstico molecular,
torna-se passivel de escolha a reagao em cadeia de polimerase (PCR), uma vez que
o método é capaz de amplificar e identificar o material genético do parasita em
questdo, além de ajudar na identificacdo dos subgéneros, tendo em vista as seis
especies datadas na literatura, capazes de infectar o felino doméstico (Felis catus).
Reiterando que nem a microscopia, nem a cultura podem fornecer identificacdo
precisa da espécie de Leishmania spp. (SIMON et al., 2010).

Diante do exposto, a leishmaniose em felinos é considerada uma enfermidade
multifatorial que cursa com o amparo de diversas condigbes epidemioldgicas e
clinicas, mantendo-se como alerta de saude publica, uma vez que doengas como
esporotricose entram como diagndstico diferencial e acabam ocultando seu
diagndstico pela semelhanga das lesbes dermatoldgicas, estando os diagndsticos
inconclusivos para esta patologia, possivelmente, ligados a ocorréncia da enfermidade
levantada na pesquisa.
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Associado aos escassos relatos e informativos de leishmaniose em gatos
domésticos na Paraiba, observa-se a importancia epidemiolégica da sua ocorréncia,
uma vez que a regido amostral se situa em uma zona endémica para o vetor biolégico
do parasita (Araujo, 2017). Portanto, o presente estudo visa determinar a frequéncia
de casos de leishmaniose visceral em gatos atendidos no HUV-UFPB.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local de pesquisa e obtencdo de amostras

A presente pesquisa foi desenvolvida no Hospital Universitario Veterinario da
Universidade Federal da Paraiba (HUV-UFPB) em conjunto com o Laboratério de
Biologia Molecular da mesma instituigdo, estando ambos localizados no Campus II,
no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), no municipio de Areia-PB.

Como publico amostral foram utilizadas amostras de sangue coletadas para
realizagcao de avaliagbes hematoldgicas no laboratério de patologia clinica veterinaria
(LPCV-UFPB), provenientes da rotina ambulatorial da clinica médica de felinos,
conferindo o carater aleatério dos dados.

Dado o exposto, a abrangéncia amostral da presente pesquisa permeia a
populagao de felinos da microrregiao do brejo paraibano, visto que sdo de animais
provenientes de municipios como: Alagoa Grande, Alagoa Nova, Areia, Bananeiras,
Borborema, Matinhas, Pildes e Serraria (IBGE, 2017). Tal qual foi calculado
considerando-se prevaléncia esperada de 50%, nivel de confianca de 95% e um erro
estatistico de 5% em uma populacéo infinita, utilizando-se a férmula para calculo de
amostras aleatérias, de modo que o corpo amostral era formado por 50 animais, sendo
18 do sexo masculino e 32 do sexo feminino (THRUSFIELD, 2004).

O volume de amostra utilizado apresentava em torno de 0,5 ml, sendo obtido
através da venopungdo com agulha 20 x 55 mm e seringa de 1 ml, as quais eram
armazenadas em eppendorfs de 3 ml livres de DNAses e RNAses, contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), como anticoagulante, uma vez que o material
que seria processado seria 0 sangue total e o presente anticoagulante inibe a agdo do
magneésio e consequentemente consumo de material genético da amostra, sendo
armazenado em temperatura de - 20 °C, até o processamento. Posteriormente a
utilizacdo da amostra sanguinea na rotina laboratorial, foi processada a partir do uso
de ferramentas de diagndstico molecular para realizagdo da técnica de reagdo em
cadeia polimerase convencional (cPCR).

Como controle positivo foi utilizado material genético de Leishmania spp.

extraido da medula 6ssea de um canideo domeéstico positivo no exame citoldgico.
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4.2 Extracdo de DNA

A extragdo do material genético foi realizada utilizando-se o kit comercial G-
spin™ Total DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Apds determinada concentragao de DNA extraido de
cada amostra, foi realizada diluicdo individual para concentragao final de 20 ng/ul. As

amostras foram mantidas em -20 °C até a realizacido da reacao.

4.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para o desenvolvimento da Reacdo em cadeia da polimerase convencional
(cPCR) foram utilizados 0,2 pM do Primer MC1 de sequéncia %
GTTAGCCGATGGTGGTCTTG 3 e 02 puM do primer MC2 %
CACCCATTTTTCCGATTTTG 3’, 1X de tampéo de PCR (Quatro G), 1,5 mM de MgCI2
(Quatro G), 200 uM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP - Laboratério), 1,25 U de
Taq DNA polimerase (Quatro G), 100 ng/ul de DNA genémico da amostra testada, e
H20 para um volume final de 25 ul, sob as seguintes condi¢gbes de amplificacao: 94°C
por 3 minutos para desnaturacio inicial, 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento do primer a 56°C por 30 segundos e extensédo a 72° por 1
minuto, seguido de extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1,0% corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), um DNA Ladder (10.000
pares de base — Kasvi) foi adicionado ao gel para servir de padrao para determinar o
peso molecular dos produtos. O gel foi visualizado no foto documentador (L-Pix Chemi

Molecular Imaging - Loccus Biotec®).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

O presente estudo teve como resultado, a partir da analise de PCR
convencional para identificagcdo de Leishmania infantum, a auséncia de animais
positivos dentro do corpo amostral de 50 individuos testados (figura 4). Dado que a
composi¢cao do corpo amostral 64% eram representados por felinos domésticos do

sexo feminino e 36% do sexo masculino.

Figura 4: Analise eletroforética de cPCR em gel de agarose a 1,0% para Leishmania infantum, em

felinos domésticos atendidos no HUV-UFPB, no segundo semestre de 2023. Na imagem observa-se

a Ladder (1°), as amostras testes (2°-17°), C+: controle positivo (18°- 447 pb); C-: controle negativo
(19°).

Fonte: Arquivo pessoal.

A acuracia do resultado obtido foi definida na eleicdo de um método de
diagndstico molecular, o qual € considerado mais sensivel e especifico para o
diagndstico da presente enfermidade. Sendo visto que segundo Simdes Mattos et al.
(2005) as lesdes clinicas que relacionam a suspeita da enfermidade ndo acompanham
diretamente o desenvolvimento dos titulos de anticorpos dificultando o diagnostico
habil de tal enfermidade por métodos sorologicos, tendo em vista que a principal
resposta imunoldgica do felino frente Leishmania sp. € mediada por células (Pereira e
Maia, 2021).

Embora o estudo em questdo transpasse numa regido endémica para o
desenvolvimento da doenca tanto em animais quanto em humanos, o presente
achado pode estar atrelado ao fato da menor susceptibilidade dos felinos e imunidade

celular mais efetiva para com o contagio do parasita, apesar dos seus habitos
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comportamentais conferirem maiores riscos de exposigdo ao vetor bioldgico da
enfermidade, como é visto nos felinos semi-domiciliados, inteiros, machos e que de
maneira geral possuem pico de atividade em periodos crepusculares, coalescendo

com o periodo do dia de maior atividade do vetor (Lucheis, 2015).

Adicionalmente, o fato dos felinos domésticos (Felis catus) serem mais ativos,
além de possuirem o habito de grooming, também colaboram para a diminuida taxa
de contagio da enfermidade, sendo vista ainda de acordo com a literatura que a
preferéncia do hematofagismo, por parte dos vetores bioldgicos, estado voltadas para

os caes, humanos e roedores, ao invés dos felinos (Sousa et al., 2021).

Os achados da presente pesquisa apresentam-se em consonancia com
trabalhos publicados em escala nacional, quanto a baixa prevaléncia dos casos. Dado
que ao retratar a situacao do Brasil quanto a ocorréncia da leishmaniose felina, a partir
de suas prevaléncias soroldgicas e por PCR s&o visualizados percentuais de 7% e
5%, respectivamente, mostrando a existéncia da enfermidade no territério nacional,

mesmo que em menor escala (Asfaram, 2019).

Dito isto, por mais que no decorrer da investigagdo molecular ndo se tenha
diagnosticado pacientes para leishmaniose felina por Leishmania infantum autores
ainda afirmam quanto a sua alta prevaléncia de casos da enfermidade por Leishmania
infantum na regido nordeste, principalmente em estados como Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Paraiba (Pereira e Maia, 2021).

Ainda, na regido metropolitana de Recife (PE), Berenguer (2019) levantou a
ocorréncia de leishmaniose visceral em felinos domésticos, com base no diagnostico
molecular, frente a coleta de amostras hematoldgicas e Swabs conjuntivais, em 128
especimes, de tal forma que o achado foi de apenas um animal positivo, indicando a
baixa prevaléncia da enfermidade, ainda que a regido fosse endémica. Assim como,
remonta o cenario epidemiolégico do recorte territorial do presente estudo, o qual
mesmo sendo endémico para o vetor biolégico do parasita o percentual de animais

diagnosticados para a enfermidade n&o foi satisfatério (Araudjo, 2017).

Sob outra ¢ética, na Paraiba, a ocorréncia da leishmaniose visceral em
humanos, € visualizada a notificacdo, principalmente, em municipios que nao
englobam a microrregido do brejo paraibano no que tange o periodo de 2015 a 2021

(Brasil, 2021). Situagdo esta contraria a ocorréncia de casos da leishmaniose
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tegumentar americana, na qual € vista a notificagdo de casos nos municipios de Areia,
Alagoa Nova, Alagoa Grande, Bananeiras e Pildes (Brasil, 2021). Achado este que se
porta opostamente ao procurado na pesquisa, alertando para a pesquisa de espécies
diferentes do parasita que confiram a doenga tegumentar nos felinos domésticos,

como a Leishmania amazonensis spp..

Nos felinos domésticos, estudos que avaliaram a ocorréncia da leishmaniose
visceral nesta espécie, em municipios do estado da Paraiba, atribuiram baixa
ocorréncia desta enfermidade aos animais avaliados (Junior e Melo, 2019; Oliveira,
2019). Embora as ferramentas diagndsticas sejam divergentes com a do presente
trabalho, os resultados se confluem quanto a baixa prevaléncia de casos de
leishmaniose visceral felina, uma vez que consoante a Junior e Melo (2019), de um
publico amostral de 423 gatos domésticos avaliados, sorologicamente, para presenca

de anticorpos anti-Leishmania infantum, apenas 2 animais foram positivos.

Da mesma forma que em um estudo satélite realizado no municipio de
Areia/PB com base na realizagdo de uma investigacdo soroepidemioldgica e
parasitologica foi detectada a baixa ocorréncia da enfermidade em questéo,
permeando os 2,86% de positividade frente a pesquisa soroldgica, ao passo que
nenhum animal avaliado foi positivo na pesquisa direta de puncdo de linfonodo
popliteo (Oliveira, 2019). Sendo evidenciado que mesmo estando numa area
endémica para a ocorréncia da enfermidade devido o clima umido e quente, o
diagndstico da enfermidade, ainda pode se apresentar pouco prevalente, de modo
que tal afirmagdo pode estar atrelada a falha na detecgdo de anticorpos ou ao fato
dos felinos domésticos apresentarem uma resisténcia natural para a doenga (Piraja
GV. et al., 2013).

Para mais, a aleatoriedade do corpo amostral foi estabelecida na obtencao de
amostras de pacientes atendidos em que ndo houvessem critérios de triagens. Tais
quais, a presencga de lesbes dermatoldgicas na base do pavilhdo auricular e plano
nasal, como também da presencga de enfermidades imunossupressoras, como a FIV
e a Felv. De modo que, a partir disto se tinha o aumento da possibilidade do
diagndstico subclinico da enfermidade, uma vez que condigdes como estas
supracitadas, associadas, de acordo com Maia e Pereira (2021), conferem a suspeita

de tal enfermidade. Como também, a auséncia de amostras positivas pode estar
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associada ao fato da ndo adesao de parametros de triagem para a suspeita clinica da

enfermidade, como também ao nimero amostral definido.

Dados estes alicercam o cerne da pesquisa, uma vez que a busca molecular
pelo agente etiologico convergiu com os estudos supracitados, embora n&do se tenha
achado animais positivos no publico alvo avaliado. Resultado justificavel, tendo em
vista a falta de conhecimento da populagao local acerca do contagio, e necessidade
de parametros de triagem para suspeita clinica da enfermidade, dada a existéncia de
diagnosticos diferenciais como a esporotricose e o carcinoma de células escamosas.
Assim como, a leishmaniose felina ndo permeia a 6ptica de diagndsticos diferenciais,

na rotina médica, o que torna sua identificagcdo um desafio (Pereira e Maia, 2021).

Outro fato que traduz a negligéncia por tras do diagndstico de tal patologia é o
fato de ser endémica em mais de 80 paises e sua notificagdo obrigatéria ser datada
em apenas 33 paises, tamponando tal achado que tem repercussdo mundial a nivel
da saude unica (WHO, 2012 apud Piraja GV. et al., 2013). Posto que, mundialmente,
estudos levantam a prevaléncia global da leishmaniose em felinos, de modo que
segundo Asfaram (2019), tal achado permeia os 10%, sendo ainda retratado o

principal achado dentre a identificacdo molecular Leishmania infantum.

A partir deste prisma de abordagens, € notério que com o decorrer do tempo,
temas como medicina do meio ambiente e o conceito de “Satde Unica” foram sendo
lapidados e aprimorados no meio cientifico, uma vez que se tomou conhecimento da
indissociacéo de fatores ligados a saude animal e humana, dentro de um ecossistema,
sendo visto que este elo poderia confluir para a permanéncia e até amplificacdo de
casos de uma enfermidade. Ao passo que consoante a Organizagdo Mundial de
Saude Animal (WOAH, 2023), cerca de 60% das doencas que acometem os seres
humanos € vinculada aos animais no ciclo evolutivo do patégeno, o que agrega a
designagao de “doencgas zoondticas”. Com isso, diversos estudos epidemiologicos séo
desenvolvidos, rotineiramente, para avaliar as condi¢gdes de agravo a saude tanto

humana, como animal.



30

6 CONSIDERAGOES FINAIS

E indubitavel a necessidade de discutir a ocorréncia da leishmaniose felina na
Paraiba e na microrregido do Brejo Paraibano, frente sua idiossincratica endemicidade
para o vetor biolégico do parasita, como também como forma de melhor entender o

papel epidemiolégico do felino na dindmica da doenca.

Logo, o achado da presente pesquisa sugere a baixa ou auséncia de infec¢ao
de Leishmania infantum em felinos domésticos na microrregido do Brejo Paraibano,
PB. Entretanto, mais estudos, com numero amostral mais significativo ou até mesmo
com a inclusdo de pesquisas em animais com lesdes dermatologicas sdo sugeridos,
visando ampliar o pool cientifico para o melhor conhecimento da dindmica de

transmissao da leishmaniose nesta espécie.
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