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Resumo

Resumo

A leishmaniose causada pelo parasita Leishmania infantum é uma doenca
zoondtica com uma importancia grande para a populagdo humana e animal devido a
elevada morbidade e mortalidade em regides endémicas. Apesar do céo ser o principal
hospedeiro e reservatério do parasita, 0 papel do gato domeéstico na epidemiologia da

doenca tem vindo a adquirir um interesse crescente.

A presente dissertacdo baseia-se num rastreio epidemiolégico da infecdo por
Leishmania infantum em gatos errantes do distrito de Faro. A amostra total foi de 75
gatos. Foram utilizados cinco métodos de diagndstico, trés seroldgicos (IFI, CIE e
ELISA) ¢ dois moleculares (PCR e “Nested”-PCR). Tendo em conta que foram
considerados como expostos ou infetados pelo parasita 0s animais cujas amostras se
revelaram positivas para pelo menos uma das técnicas utilizadas no estudo, a

prevaléncia da infecdo por Leishmania foi de 29,3% (22/75).

Os resultados obtidos reforcam a necessidade de alertar os proprietarios e 0s
médicos veterinarios para o risco de infecdo da populacdo felina por este parasita, e a

necessidade de implementacao de medidas profilaticas para proteger animais e pessoas.

Palavras-chave: gato; Leishmania spp.; zoonose; Faro,

vii






Abstract

Abstract

Leishmaniasis caused by the parasite Leishmania infantum is a zoonotic disease
of great importance to the human and animal population due to its high morbidity and
mortality in endemic regions. Although the dog is the main host and reservoir of the

parasite, the role of domestic cat in the epidemiology of the disease has been argued.

The present dissertation is based on an epidemiological survey of Leishmania
infantum infection in stray cats in the Faro district. The total sample consisted of 75
cats. Five diagnostic methods, three serological (IFAT, CIE and ELISA) and two
molecular (PCR and “Nested”-PCR) were used. As the animals whose samples were
positive for at least one of the techniques used in the study were considered as exposed
to or infected by the parasite, the prevalence of Leishmania infection obtained in this
study was 29.3% (22/75).

This study reinforces the need of both owners and veterinarians to be aware of
the risk of infection by this parasite in the feline population, and to the need to

implement prophylactic measures to protect animals and people.

Keywords: cat; Leishmania spp.; zoonosis; Faro.
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Introducgio

. Introducéao

As doencas provocadas por protozoarios sdo conhecidas como importantes
causas de morbilidade e mortalidade humanas nas regifes tropicais, e a descoberta da
sua etiologia e mecanismos de transmissdo constituem contribuicdes classicas para a
historia da medicina humana (Duguid et al.1982). As leishmanioses sdo endémicas em
98 paises estando presentes em todos os continentes, com excecdo da Antartida
(Organizagdo Mundial de Saiude [OMS, 2014]) e estima-se que cerca de 12 milhGes de
pessoas estejam infetadas em todo o mundo (Halimi et al. 2016).

As leishmanioses s@o um grupo de doencas causadas por um protozoario
intracelular do género Leishmania (ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae), e
estdo entre as doencas parasitarias transmitidas por vetores emergentes e re-emergentes
mais importantes, ficando apenas atras da malaria em termos de nimero de pessoas
afetadas (Halimi et al. 2016). Os vetores séo artropodes do género Phlebotomus no
Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e Lutzomyia no Novo Mundo (Américas)
(Gramiccia, 2011). Em humanos existem trés formas clinicas da doenca: Leishmaniose
Cutanea (LC), Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Mucocutanea (LMC)
(Sundar & Rai, 2002).

O céo é considerado o principal reservatorio doméstico/ peridoméstico da LV
zoondtica (LVZ). A leishmaniose canina (LCan) causada por Leishmania infantum é
endémica em 50 paises afetando duas grandes regifes, a América do Sul e a regido do
Mediterraneo. A prevaléncia nessas regides € variavel, em grande parte influenciada por

condigdes climaticas e ecologicas, que determinam a abundéncia do vetor.
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1. Parasita

1.1 Taxonomia

Entre as 53 espécies de Leishmania conhecidas atualmente, 21 espécies s&o
patogénicas para o ser humano, provocando manifestacdes clinicas viscerais, cutaneas e

mucocutaneas (Akhoundi et al. 2017).

O género Leishmania, é composto pelos subgéneros Leishmania, Viannia e
Sauroleishmaniae pelo complexo L. enriettii (Figura 1). Dentro do subgenero
Leishmania individualizam-se quatro complexos filogenéticos, que incluem uma ou

mais espécies: L. donovani, L. major, L. mexicana e L. tropica (Akhoundi et al. 2017).

A espécie mais importante associada aos animais € L. infantum no Velho
Mundo, sinénimo de L. chagasi no Novo Mundo (Solano-Gallego et al. 2009). No ciclo

antropondtico, as principais espécies sdo L. tropica e L. donovani (Ready, 2010).

As espécies encontradas nos gatos domésticos até hoje foram: L. infantum
(Europa e Irdo), L. chagasi (Brasil), L. venezuelensis (Venezuela), L. mexicana (Estados
Unidos da América), L. (V.) braziliensis (Brasil e Guiana Francesa) e L. amazonensis
(Brasil), sendo as 3 Gltimas espécies responsaveis, sobretudo, por sinais dermatoldgicos
(Pennisi et al. 2013).
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Fig. 1: Classificacdo atualizada das espécies de Leishmania. (Imagem do autor, adaptado de
Akhoundi et al. 2017).

Trypanossomatidae

Familia

Género
Leishmania
|
I | |
Subgénero Subgénero Subgénero
Viannia Leishmania Sauroleishmania
1 |
I | I 1 | |
Complexo L. Complexo L. Complexo L. Complexo Complexo L. Complexo L.
braziliensis guyanensis mexicana L. major tropica donovani
Leishmania || Leishmania Leishmania I_ Leishmania || | Leishmania ||l Leishmania
braziliensis panamensis amazonensis major aethiopica archibaldi
Leishmania Leishmania Leishmania |1 Leishmania | 1 Leishmania
peruviana guyanensis mexicana tropica infantum
a Leishmania || Leishmania | | Leishmania
pifanoi killicki donovani
Leishmania | 1 Leishmania
venezuelensis chagasi

Legenda: As espécies do Velho e Novo Mundo estéo representadas a azul e a vermelho,
respetivamente.
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1.2 Morfologia do parasita

Os parasitas do género Leishmania possuem uma grande homogeneidade
estrutural, impedindo que as espécies fossem identificadas por caracteristicas
morfoldgicas, razdo pela qual a sua identificacdo e classificacdo era efetuada com base
em critérios extrinsecos aos mesmos, tais como a sua patogénese, o tipo de hospedeiro e
distribuicdo geografica. Atualmente os fatores intrinsecos do parasita sdo cada vez mais
estudados, sendo a tipagem isoenzimatica, fundamentada pela mobilidade
electroforética das isoenzimas dos diferentes parasitas, a técnica de referéncia para a
identificacdo das espécies de Leishmania (Dedet & Pratlong, 2011). Nos paises do
Mediterraneo, L. infantum zimodemo MON-1 € o principal agente etioldgico de LCan e
LVZ (Cardoso & Solano-Gallego, 2013).

Os protozoarios Leishmania apresentam duas formas distintas: forma amastigota
e forma promastigota.

A forma amastigota arredondada ou oval com cerca de 2 a 6 um de didmetro,
localiza-se no interior das células do sistema mononuclear fagocitico do hospedeiro
vertebrado. O citoplasma apresenta um nucleo arredondado, excéntrico e bem visivel e
um cinetoplasto (estrutura que contém uma quantidade importante de DNA (kDNA) e
prolonga a Unica mitocondria celular); e um envelope flagelar (blefaroplasto) que
contem um flagelo rudimentar.

A forma promastigota é extracelular fusiforme com cerca de 13-15 X 3 um e
encontra-se no trato digestivo dos flebdtomos (vetor invertebrado). Esta forma possui
um longo flagelo responsavel pela motilidade e o cinetoplasto situa-se entre o nucleo e
o flagelo (Rodriguez, 2012).
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2. Hospedeiros

2.1 Hospedeiro invertebrado (vetor)

Os vetores responsaveis pela transmissdo do parasita sdo insetos dipteros, da
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (Killick-Kendrick et al. 1991). Os
flebotomos tém um grande significado médico e veterinario, capazes de transmitir
agentes patogénicos tais como arbovirus (dos géneros Phlebovirus, Orbivirus e
Vesiculovirus), bactérias (do género Bartonella) e protozoarios. Cerca de 98 espécies
flebotominicas sdo potencial ou comprovadamente vetoras de Leishmania (Maroli et al.
2013).

As espécies de flebdétomos responsaveis pela leishmaniose no Velho Mundo
pertencem ao género Phlebotomus enquanto no Novo Mundo pertencem ao género
Lutzomyia (Killick-Kendrick, 1999; Afonso & Alves-Pires, 2008; OMS, 2010).

2.1.1 Caracteristicas morfoldgicas

Os fleb6tomos sdo insetos, caracterizados por possuirem cor acastanhada clara
Ou escura, asas estreitas e eretas, corpo delgado e patas compridas. O aparelho bucal é
do tipo picador-sugador, formado por seis pecas: labio, epifaringe, um par de
mandibulas e um par de maxilas (Branco, 2011). Sdo insetos muito pequenos
(comprimento varia entre 2 e 3 mm) e muito frageis (Dhiman et al. 2016). Apresentam
o corpo dividido em cabeca, térax e abdomen (Figura 2). A forma do abdémen permite
distinguir o sexo do fleb6tomo, uma vez que apenas 0s machos possuem o0s ultimos
segmentos posteriores modificados, apresentando-se em forma de garra e designando-se
por genitalia (Figura 3) (Afonso & Alves-Pires, 2008). Por sua vez, as fémeas tém o0s

ultimos segmentos ‘“normais”, nao apresentando a garra, comos nos machos.

Fig. 2 Flebotomo fémea. (Adaptado de Hailu et al. 2005).
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Fig. 3 Morfologia de fleb4tomos (Phlebotominae). Da esquerda para a direita:
macho e fémea.
http://web.bioucm.es/cont/eaa/sesiones.php?sesion=103&bloque=3

2.1.2 Ciclo de vida e bioecologia

O ciclo de vida destes pequenos insetos é de cerca de 45 dias, variando com a
temperatura, humidade e fotoperiodo. S&o holometabdlicos, isto €, apresentam
metamorfoses completas, incluindo quatro fases distintas de desenvolvimento: ovo,
larva (com quatro estadios), pupa e imago ou adulto (Afonso & Alves-Pires, 2008;
Branco, 2011). O ovo tem uma forma elipsoidal, ligeiramente encurvada, e varia de 0,3
a 0,5 mm de comprimento. As larvas sdo vermiformes e atingem cerca de 8 mm de
comprimento. Os fleb6tomos procriam em sitios terrestres e com matéria organica para
as larvas se alimentarem, tais como tocas de animais e abrigos, edificios abandonados,

cavernas e paredes de pedra (Risuefio et al. 2017).

Quer os machos, quer as fémeas, sdo fitdéfagos, ou seja, alimentam-se de sucos
vegetais ou agucares provenientes de plantas ou de outros insetos para obterem a
energia necessaria a sua sobrevivéncia, mas as fémeas alimentam-se de sangue de
vertebrados, que é fundamental para suprir as caréncias necessarias para a ovogénese. A

atividade dos fleb6tomos adultos é crepuscular ou mesmo noturna, variando com a
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época do ano estando descrita para Portugal entre Maio a Outubro (Afonso & Alves-
Pires, 2008).

As condigdes ambientais para o seu ciclo de vida sdo muito estritas e variaveis,
dependendo das espécies, das condicOes climaticas (temperaturas médias entre os 15°C
e 0s 20°C), fotoperiodo e disponibilidade de alimento (Afonso & Alves-Pires, 2008).
Quando adultos, durante o dia permanecem em lugares abrigados da luz solar direta,
apresentando uma atividade crepuscular e noturna. Os locais de repouso que 0s
fleb6tomos procuram, sdo normalmente locais mais frescos e humidos (Killick-
Kendrick, 1999). Temperaturas elevadas prolongam a atividade do vetor e diminuem o
periodo de diapausa, aumentando assim o numero de geracBGes anuais. Estes fatores
podem acelerar a maturagdo do parasita levando a um possivel aumento do risco de
infecdo (McCarthy et al. 2001).

No que diz respeito as leishmanioses, estes insetos sdo os agentes focalizadores
da doenca uma vez que a existéncia de focos zoonoticos, ou antropondticos esta
limitada a presenca de espécies vetoras, a sua abundancia, a existéncia de hospedeiros
vertebrados infetados e as condicGes climaticas e ambientais em geral (Afonso & Alves-
Pires, 2008).

2.2 Hospedeiro vertebrado

A ecologia de Leishmania spp. esta associada aos hospedeiros em que se
encontra, de modo que todos os fatores que afetem a sua sobrevivéncia e o0 seu
comportamento podem interferir no ciclo de transmissdo do parasita. Um hospedeiro
vertebrado pode ser classificado como reservatorio se for a fonte da infegdo humana e se
permitir que o parasita se multiplique indefinidamente (Ashford & Bettini, 1987), pelo
que, para cada espécie de Leishmania pode existir um ou um ndmero reduzido de
reservatorios. Estas infe¢fes sdo maioritariamente zoonoses, tendo como hospedeiros
principais mamiferos silvaticos ou domesticos. Este parasita pode afetar animais de
pecudria (equinos, bovinos, suinos e caprinos) e animais silvaticos (raposas, saca rabos,

lobos, lince ibérico e texugos) (Ramos, 2012). Como em qualquer outro sistema
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parasita-hospedeiro, a infecdo por Leishmania é determinada por vérios fatores do
hospedeiro como, a espécie, sexo, idade e genética (Roque et al. 2014).

Considera-se um “bom” reservatOrio quando a infecdo que provoca seja de
carater crénico, isto é, que suporte a presenca do parasita por um longo periodo de
tempo antes da morte ou da cura. O cdo € considerado um bom reservatorio de L.
infantum uma vez que se verifica haver sobreposicdo do habitat do homem e do cédo e
frequente contacto com fleb6tomos zoo-antropofilicos (Santos-Gomes et al. 2000).
Outras espécies de Leishmania ja identificadas no cdo séo: L. braziliensis, L. peruviana,
L. panamensis (Tomas & Romao, 2008; Solano-Gallego, 2009, Gramiccia, 2011), L.
tropica, L. donovani (Gramiccia, 2011) e L. amazonensis (Gramiccia, 2011). A LCan
causada pela espécie L. infantum, é endémica na bacia do Mediterraneo, Médio Oriente
e na Ameérica do Sul (Figura 4) sendo o cdo o principal hospedeiro e o reservatorio
doméstico/peridoméstico da leishmaniose visceral humana. No sudoeste da Europa,
estima-se que pelo menos 2,5 milhdes de cdes estejam infetados, e estudos recentes
reportam a expansdo desta parasitose para o norte do continente Europeu (Maia e
Cardoso, 2015). A LCan é uma doenga cronica e progressiva, caracterizada pela
disseminacdo do parasita atraves de varios 6rgdos. O periodo de incubacdo é longo,
podendo variar de meses a anos. Tendo uma evolucgdo cronica, a doenca pode persistir
mais do que uma época de transmissdo. A LCan exibe uma ampla gama de sinais
clinicos como linfadenomegalia, perda de peso, mucosas palidas, esplenomegalia e
alopecia, podendo outros sinais, isolados ou combinados, como polidria / polidipsia,
diarreia, febre, sinais oculares ou artropatia estar presentes (Daval et al. 2016; Hosein et
al. 2017). A principal causa de morte atribuida a LCan é devido a danos severos nos
rins, nomeadamente a responsavel por causar glomerulonefrite. No entanto, a maioria
dos cdes permanece assintomatica apesar de estarem infetados (Daval et al. 2016). As
formas amastigotas de Leishmania sdo encontradas principalmente nos Orgdos do
sistema mononuclear fagocitico, como o baco, ganglios linfaticos, figado e medula
Ossea (Alvar et al. 2004). A interacdo entre ambos levam a resultados diferentes, desde
a total auséncia de doenca a situacdes patologicas muito graves (Hernandez, 2012). Os
dois extremos opostos deste espectro clinico sdo caracterizados por: imunidade
protetora que € mediada por células T CD4+, pela libertacdo de interferdo-y (interferéo

gama), IL-2 e TNF-o (fator de necrose tumoral alfa) que induzem a atividade
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microbicida dos macrofagos; e suscetibilidade a doenca que esta associada a producgao
de uma resposta imune humoral ndo protetora e uma imunidade celular reduzida ou

deprimida com uma resposta mista de citocinas Thl e Th2.

I Areas de elevada enzootia Areas de potencial expansdo
Areas enzotticas Areas sem casos / casos importados

Fig. 4 Areas endémicas de Leishmaniose Canina na Europa. Adaptado de Bourdeau
(EMOP 2004; ECVD 2009)
http://www.frontline.pt/Insectosvoadores/Pages/Flebotomos.aspx

3. Ciclo de vida de Leishmania

O ciclo de vida de Leishmania spp. (Figura 5) no hospedeiro invertebrado € de
cerca de 6 a 10 dias apos a refeicdo sanguinea da fémea vetora, dependendo da espécie e
também das condi¢des ambientais (Afonso & Alves-Pires, 2008).

Como referido anteriormente, a forma promastigota encontra-se no sistema
digestivo do fleb6tomo, cumprindo o seu ciclo extracelular no limen intestinal. O
parasita consegue sobreviver as condi¢des hidroliticas do intestino do fleb6tomo gracas

aos constituintes glucoconjugados estruturais que se expressam em toda a superficie do
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parasita, tendo como funcdo resistir a todo o processo de digestdo do flebétomo e
conseguir aderéncia nas paredes do intestino para o parasita ndo ser eliminado
(Rodriguez, 2012).

Ieptomonas

\.\‘_\ / replicacdo

& nectomonas REN

replicacdo
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/fcfj
@

amastigotas

\
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o
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promastigotas
prociclicos

’— Fase no Vetor Fase no Hospedeiro

Fig. 5 Ciclo de vida das espécies de Leishmania (Adaptado de Gossage et al. 2003).
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A forma infetante para o hospedeiro definitivo sdo o0s promastigotas
metaciclicos; estas formas sdo extremamente ativas e possuem um flagelo maior do que
0 comprimento do corpo (Rodriguez, 2012). Estas formas séo inoculadas no hospedeiro
definitivo pela picada do flebétomo fémea, sendo rapidamente fagocitadas pelos
macrofagos, onde se da a transformacgdo para amastigotas (Hernandez, 2012; Bates,
2007). A forma amastigota tem a capacidade, atraves de mecanismos intrinsecos, de
resistir & acdo das enzimas hidroliticas lisossomais e aos radicais livres de oxigénio.
Assim, conseguem evitar 0s mecanismos microbicidas, dependentes do oxigénio e os do
Oxido nitrico que ocorrem com a ativacdo dos macrofagos. Estas formas parasitarias
estdo presentes nos fagolisossomas de macrofagos e outros fagocitos, o que significa

que para ter acesso aos parasitas os flebétomos tém de inserir as suas pecas bucais na
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pele e provocar uma pequena ferida no qual o sangue flui dos capilares superficiais
ingerindo assim o sangue infetado (Bates, 2007). As alteracdes das condicdes a partir do
hospedeiro mamifero para o intestino médio do flebtomo, tais como a diminuicao da
temperatura e o0 aumento do pH, provocam o desenvolvimento do parasita no vetor, de

amastigotas para promastigota.

O sangue ingerido passa para a regido posterior do estbmago ou estbmago
abdominal, no qual € rapidamente envolvido pela membrana peritrofica e entre 1 a 2
dias depois, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas com
pouca mobilidade e com multiplicacdo ativa, onde ap6s 48h a multiplicacdo abranda e
ocorre a diferenciacdo em nectomonas, formas alongadas com muita mobilidade. Estas
sdo formas migratorias que se acumulam na extremidade anterior da membrana
peritréfica que apds desintegracdo por acdo de quitinases, sdo libertadas para o
estdbmago abdominal, no caso dos fleb6tomos vetores do subgénero Viannia, ou para o
estdmago toracico, no caso dos fleb6tomos vetores do subgénero Leishmania onde se
vao ligar ao epitélio gastrico através do flagelo, evitando assim a expulsdo durante a
diurese (Bates, 2007; Killick-Kendrick, 2002). Esta capacidade de conseguir “escapar”
sem ser eliminado durante a digestdo e de se conseguir anexar é determinante na
classificacdo de uma espécie flebotominica como vetora. As formas nectomonas
libertadas atingem a valvula estemodeal, onde se diferenciam em leptomonas. As
formas leptomonas, sdo responsaveis pela secrecdao do “gel secretor dos promastigotas”-
PSG, uma glicoproteina filamentosa que forma uma matriz gelatinosa que desempenha
um papel significativo na transmissdo do parasita (Sadlova et al. 2016). Algumas das
nectomonas/leptomonas aderem a superficie da vavula e diferenciam-se em haptomonas
(Killick-Kendrick et al. 1974). Finalmente algumas das leptomonas diferenciam-se em
promastigotas metaciclicos (Rogers et al. 2002). Pensa-se que o PSG juntamente com as
haptomonas tém como fungdo bloquear parcialmente a valvula estemodeal, dificultando
a entrada de sangue durante a refeicdo sanguinea. O inseto é assim, obrigado a realizar
varias picadas, facilitando a expulsdo das formas metaciclicas infetantes (Killick-
Kendrick, 1990).
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4. Leishmaniose felina (LFe)

Atualmente, sabe-se que o gato doméstico é suscetivel a infe¢do natural por
varias das espécies de Leishmania que infetam o cdo e o Homem, nomeadamente L.
mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensiseL. amazonensisno Novo Mundo
e Leishmania infantum tanto no Novo Mundo como no Velho Mundo (Pennisi et al.
2015).

Embora o cdo seja o principal hospedeiro e reservatorio da LV humana causada
por L. infantum, o envolvimento de outros hospedeiros na epidemiologia da
leishmaniose ndo deve ser descurado. Nos Gltimos anos um numero significativo de
casos de infecdo e doenca por L. infantum tém sido descritos em gatos residentes em
paises endémicos de leishmaniose (Figura 6), pelo que estes animais podem
provavelmente atuar como reservatorio alternativo aos cées em zonas endémicas, em
lugar de serem considerados hospedeiros acidentais (Maia et al. 2008; 2010; 2014; Maia
& Campino, 2011). Varias sdo as raz0es para equacionar que 0s gatos possam ter um
papel no ciclo bioldgico do parasita, nomeadamente: i) serem naturalmente suscetiveis a
infecdo por L. infantum, normalmente com auséncia de sinais clinicos; ii) serem uma
fonte de alimentacdo sanguinea para vetores bioldgicos competentes; iii) apresentarem
parasitas na pele ou sangue periférico em numero suficiente para que possam ser
transmitidos e infetar os vetores (Giudice & Marty, 2003; Maia & Campino, 2011).
Contudo, é dificil determinar qual o seu papel na manutencdo e disseminacdo desta

parasitose.

O primeiro caso de leishmaniose felina foi relatado por Sergent, Lombard &
Quilichini, 1912, na Argélia, num gato que vivia na mesma casa onde um cdo e uma
crianga tinham sido diagnosticados com leishmaniose visceral (Maia & Campino,
2011).
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Fig. 6 Detecdo da infecdo por Leishmania infantum em gatos em paises endémicos de

leishmaniose (imagem do autor, adaptado de Pennisi et al. 2015)

O aumento da populacdo felina e um maior controlo da leishmaniose em caes,
podera levar a um aumento da prevaléncia da infecdo em gatos. Nos Ultimos quinze
anos, a seroprevaléncia em gatos infetados por Leishmania spp. em regides endémicas
variou entre 0 a 68%, enquanto que a prevaléncia por métodos moleculares através da
técnica de PCR variou entre 0 a 61% (Pennisi et al. 2015). No entanto, as diferencas
que séo observadas na prevaléncia da infecdo nas populacfes de gatos para as que s@o
observadas em cées, poderao estar relacionadas com as diferencas na resposta imune, na
preferéncia hematica dos vetores, na resisténcia inata ao parasita (Lopes et al. 2017),
quer pela subnotificacdo da doenca e pelo desconhecimento da mesma por parte dos
médicos veterinarios (Ayllon et al. 2008). Fatores imunossupressores, tais como
infecdes pelos virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucose felina (FelV) e
virus da peritonite infeciosa felina, doencas autoimunes (e.g. pénfigo foliaceo) e
tumores (e.g. carcinoma espinocelular) foram associados por alguns autores ao
aparecimento da doenca causada por Leishmania uma vez que prejudicam a resposta
celular (Spada et al. 2013). No entanto na maior parte dos rastreios epidemioldgicos néo

se observou uma associagéo entre a presenca de anticorpos anti-Leishmania ou de DNA
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de Leishmania e a positividade em relagdo ao FIV, FelV ou parasitoses concomitantes
(Toxoplasma gondii) (Martin-Sanchez et al. 2007; Cardoso et al. 2010; Maia et al.
2010).

Um ponto crucial para o gato ser considerado um bom reservatorio, € que o gato
raramente manifesta a doenca conseguindo controlar melhor a infecdo (Basso et al.
2016). Ao contrario do que ocorre na LCan, onde se observa uma producéo excessiva
de anticorpos néo protetores, a auséncia de uma resposta humoral por parte do sistema
imunitéario felino podera estar relacionada com a capacidade do gato em controlar a
infecdo, mantendo a invasdo e sobrevivéncia dos parasitas nos diversos 0rgaos reduzida
sem a producdo de anticorpos nem o desenvolvimento de doenca (Maia & Campino,
2011). Embora haja pouca informagdo sobre a resposta imunitaria felina contra a
infeco  por Leishmania spp., Rodriguez et al. (2002) analisaram
imunohistoquimicamente em lesBGes cutaneas, oculares e orais de um felino co-infetado
por FIV as citocinas associadas a infecdo pelo parasita. Os resultados desse estudo,
evidenciaram uma boa resposta imunitaria local que podera ser a responsavel pelo
controlo da infecdo por Leishmania em felinos e por impedir a sua disseminagédo

sistémica (Rodriguez et al. 2002).

Tal como nos cdes, a maioria dos gatos infetados ndo desenvolvem
sintomatologia e quando aparece, o0s sinais clinicos sdo geralmente inespecificos tais
como febre, anorexia, perda de peso, vomitos e diarreia (Maia & Campino, 2011). Nos
caes, consideram-se 0s métodos serolégicos quantitativos e a demonstragdo de DNA do
parasita por técnicas moleculares (Solano-Gallego, et al. 2014). A maioria das técnicas
de diagndstico para a infecdo por Leishmania que estdo disponiveis para cdes também
séo utilizadas em gatos, embora ndo exista nenhuma técnica de referéncia ou “gold
standard” para o diagndstico da doenca e da infecdo em gatos (Hernandez-Cortés, et al.
2013).

As lesbes cutaneas predominam no quadro clinico de LFel devido a L. infantum.
Os nodulos cutaneos e mucocutaneos de tamanho variavel sdo mais frequentemente
localizados na cabeca, incluindo pélpebras (Figura 4), nariz e labios, ou nas partes
distais dos membros (Pennisi et al. 2015). Erosfes ou ulceras nas mucosas ou juncdes

mucocutaneas e mucosas congestionadas também ja foram descritas, assim como les6es
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oculares (uveite, panuveite, glaucoma), corrimento ocular e nasal e ainda otites (Leiva
et al. 2005; Vita et al. 2005). Os fleb4tomos alimentam-se preferencialmente nas
regides do corpo que possuem menor quantidade de pélo, razdo pela qual a maioria dos
casos de leishmaniose felina tenham sido descritos em animais de pélo curto (Pennisi et
al. 2013). Pode haver também alteracfes bioquimicas, como hiperglobulinémia com
elevacdo das gama e beta-globulinas, assim como alteracdes nos parametros hepaticos e
renais (Rufenacht et al. 2005).

Fig. 7 Conjuntivite nodular (palpebra superior) e dermatite ulcerativa em
membro anterior (Pennisi et al. 2015)
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5. Interacdo parasita-hospedeiro

A invasdo do hospedeiro vertebrado por Leishmania é um processo complexo
determinado pela interacdo de varios fatores relacionados com o hospedeiro e com o
parasita. Existem dois elementos fundamentais que justificam a patogenicidade da
Leishmania: o primeiro elemento resulta do facto do parasita se encontrar e multiplicar
nas células do sistema fagocitico mononuclear, originando uma alteracdo funcional com
diminuicdo da capacidade fagocitica e da sua atividade como célula apresentadora de
antigénio, bem como ira originar a destruicao da célula parasitada; o segundo elemento
traduz-se numa reacdo parcialmente imunomediada, resultado de uma resposta
imunitaria ineficaz, em que 0os mecanismos celulares e humorais constituem elementos
imunopatologicos (Campillo & Vazquez, 2002). Assim, para a infecdo intracelular ser
bem sucedida tem de haver a inibicdo da ativacdo das defesas inatas das células
hospedeiras, e que ndo haja uma resposta imune protetora do hospedeiro; a falta de
resposta permite entdo que os parasitas sobrevivam, se repliquem e prossigam com o
seu ciclo infetando novos macrofagos. O seu principal alvo sdo os macréfagos, mesmo
sendo células especializadas na fagocitose de agentes patogénicos, as leishmanias
possuem caracteristicas de resisténcia especificas que lhes permitem resistir perante o
sistema de defesa imunitaria do hospedeiro (Maia et al. 2008). As formas promastigotas
prociclicas ativam o complemento e sdo logo fagocitadas e as formas metaciclicas
desenvolvem mecanismos que lhes permitem bloguear a atividade litica do
complemento (Zambrano-Villa et al. 2002). Duas moléculas parasitarias estdo
identificadas como responsaveis pela viruléncia em Leishmania: glicoproteina de 63
kDa (gp63) e o lipofosfoglicano (LPG). O LPG e a gp63 localizam-se na membrana
plasmética do parasita e estdo envolvidas na ativacdo da fracdo C3 do complemento,
atuando na fase crucial da interacdo parasita-hospedeiro, estimulando a ligacdo ao
macrofago e a sua protecdo dentro dos fagolisossomas, influenciando ainda a migracao
dos monacitos (Sadlova, 1999). Durante a fagocitose, ha a formagéo do fagolisossoma,
onde o fagossoma contendo o parasita se funde com os lisossomas e por a¢do do LPG

pode haver a inibigdo dessa fusao.

Outro fator que também intervém no estabelecimento da infecdo € a saliva do

vetor, que parece desempenhar um papel relevante na capacidade infeciosa do parasita,
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uma vez que contém substancias ativas que aumentam a infecciosidade das formas
promastigotas de Leishmania (Titus & Ribeiro, 1988). Uma vez que 0s promastigotas
metaciclicos sdo inoculados, a presenca dos flagelos juntamente com substancias que o
flebotomo liberta durante a picada, estimulam a producdo da quimiocina CXCL1 que

favorece a migracdo de fagocitos e granuldcitos ate ao lugar da infecéo.

O parasita induz uma resposta inflamatoria através da ativacdo do complemento
e da sinalizacdo do recetor de reconhecimento de padrdes. Um ambiente inflamatério
enriquecido por quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias € importante para atrair e
maturar as células dendriticas e os macréfagos em células apresentadoras de antigénios
(APC) (Hosein et al. 2017; Campino & Maia, 2010). A resposta celular inicia-se com a
atuacdo das APC, que sdo macrofagos que tenham fagocitado o parasita e que
apresentam antigénios do parasita, associados as moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade de classe Il (MHC II) da sua membrana externa. O complexo
antigénio-molécula MHC 1l é reconhecido pelos recetores de membrana dos linfocitos
Th CD4+, que vao promover uma determinada resposta, de acordo com a subpopulagéo
(Thl ou Th2) de linfocitos que for ativada. As células Thl sdo atraidas para o sitio da
infecdo, produzindo CCL-2, que por sua vez ativa as células “Natural Killer” (NK). As
células NK, que também seguem para o local da picada, sdo a principal fonte do IFN--y,
que favorece a diferenciacdo das células T CD4" Thl. Quando a subpopulagio Thl é
ativada ocorre uma producdo de IFN-y, IL-2 e TNF-a, que induz a ativacdo dos
macrofagos, a destruicdo intracelular do parasita por acdo do Oxido nitrico (NO)
(Otranto D. et al. 2004). Outro aspeto importante na ativacdo dos macréfagos é induzi-
los & producédo de radicais toxicos e libertacdo de citocinas IL-12 e IL-18 que medeiam
respostas de hipersensibilidade do tipo retardada (Hernandez, 2012; Hosein et al. 2017;
Maia et al. 2008). J& no caso de uma resposta imunitaria ndo protetora, a resposta
celular é do tipo Th2, com produgdo elevada de anticorpos, estando associada a
progressao de doenca. Ao produzir as citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 estas véo inibir
a ativacdo dos macrofagos e as respostas linfoproliferativas, e por outro lado véo
promover a proliferacdo dos linfécitos B e a producdo de imunoglobulinas, levando a
uma resposta imunitaria do tipo humoral. As citoquinas IL-4 e IL-10 védo regular

negativamente a secrecdo de IL-12, inibindo a diferenciacdo das células numa
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subpopulagdo Thl, diminuindo assim a resposta celular. Por outro lado, a producédo de
IL-4 vai promover a producéo da IgG1 e da IgE.

6. Epidemiologia das Leishmanioses

As leishmanioses sdo um problema para a satde publica, especialmente em areas
pobres, estimando-se que existam a nivel mundial 12 milhGes de pessoas infetadas e
mais de 350 milhdes se encontre em risco de contrair a doenca (WHO, 2017).

Devido ao elevado nimero de humanos que habitam em &reas de risco e a falta
de vacinas disponiveis para as diferentes formas clinicas, as leishmanioses continuam a
ser um problema de salde muito sério em todo o mundo. Para além dos problemas
anteriormente descritos, a dindmica da sua transmissdo € muito complexa, pois existe
uma diversidade enorme de espécies de Leishmania envolvendo varios reservatorios e
diferentes vetores (Galvis-Ovallos et al. 2017). A propagacdo das leishmanioses é
influenciada por variados fatores de risco, como: as altera¢fes climaticas, as alteracdes
ambientais provocadas pelo homem (desflorestacédo e urbanizacdo) e migracao de zonas

rurais para as zonas urbanas (Desjeux, 2001).

No caso da doenga em humanos, o tropismo do parasita e quadro clinico sdo
divididos em trés grupos: os que causam leishmaniose visceral (LV), responsaveis pelo
aparecimento de sintomatologia sistémica podendo em casos graves levar a morte do
hospedeiro, os que causam leishmaniose cutdnea (LC) menos grave e de mais facil
tratamento e os que causam leishmaniose mucocutanea (LMC) levando & formacao de
lesGes nas mucosas (OMS, 2010; 2012). As manifestacdes clinicas dependem da espécie
de Leishmania (WHO, 2017).

A LV é um problema de saude publica nos paises em desenvolvimento. A LV ¢
causada por espécies do complexo L. donovani (L- donovani e L. infantum no Velho
Mundo, e L. chagasi no Novo Mundo). A incidéncia anual total na Europa € estimada
em aproximadamente 1100 a 1900 casos. Os parasitas invadem as celulas do sistema

mononuclear fagocitico do baco, figado medula ¢ssea e outros 6rgéos linfoides, onde se
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multiplicam, causando hipertrofia de 6rgdos (hepatoesplenomegalia) e disfungdo dos
mesmos (Waulsten, 2017).

Devido a natureza benigna da LC, que raramente requer hospitalizacdo, a
subnotificacdo é mais frequente do que a LV. A incidéncia estimada anual € cerca de
10000 a 17000. A LC ¢é causada por varias espécies de Leishmania, tais como
Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis, ou Leishmania panamensis no Novo
Mundo e por Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica no Velho
Mundo (Campino & Abranches, 2002). Esta doenca abrange uma série de variantes
clinicas, que vao desde uma unica lesdo de cura espontanea a lesdes multiplas
localizadas com evolugédo cronica. A lesdo “classica”, normalmente localizada em areas
expostas do corpo (bragos, pernas e face) (Consuelo & Craft, 2009), caracteriza-se pela
formacdo de um nodulo local induzido pela picada do vetor que ulcera e cura

espontaneamente.

A LMC ocorre nas Américas Central e do Sul. A principal espécie responsavel
pela infecdo € L. braziliensis (McGwire, 2013), embora se encontrem reportados casos
causados por L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis e L. peruviana (Dedet,
1994; Desjeux, 2004). A doenca evolui em duas fases, em que na primeira surge um
nodulo localizado que ulcera e cura espontaneamente, mas ap0s a aparente cura, e numa
segunda fase que ocorre por metastizacdo secundaria dos parasitas para as mucosas oral
e nasal e ocasionalmente para a mucosa da laringe e da faringe, causando lesdes graves
com destruicdo total ou parcial das mesmas (Dedet & Pratlong, 2003). Estas lesdes séo
normalmente associadas a congestdo nasal, dor, eritema, edema, halitose, sangramento,

rinorreia serosa, epistaxis, disfagia e disfonia.

7. Leishmaniose em Portugal

Em Portugal, tal como em varios paises do Sul da Europa, a epidemiologia da
leishmaniose alterou-se deixando de ser uma doenca que afetava principalmente as
crianca para estar associada a casos de coinfecdo em adultos imunocomprometidos pelo
virus da imunodeficiéncia humana. As alteracGes climaticas e socioeconomicas, assim

como a resisténcia do parasita e do vetor aos farmacos e inseticidas em uso, podem
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favorecer a emergéncia ou reemergéncia da leishmaniose em Portugal (Martins et al.
2014).

Em Portugal, a leishmaniose causada pela espécie L. infantum é endémica, sendo
a apresentacdo clinica predominante a leishmaniose visceral. O primeiro caso de
leishmaniose humana foi descrito por Dyonisio Alvares em 1910, numa crianca de nove
anos de idade, residente em Lisboa. A doenca é de notificacdo obrigatdria desde 1948
(Portaria n°® 1071/48, de 31 de Dezembro). J4 a forma cutanea de leishmaniose, é
considerada uma doenga muito rara. A maioria dos casos, de origem rural, ocorreu em
adultos provenientes das bacias hidrograficas dos rios Douro, Tejo e Sado (Campino &
Abranches, 2002).

De acordo com o estudo realizado por Campino et al. (2006) o principal
zimodemo responsavel pela doenga em Portugal € MON-1, tendo sido detetado em
parasitas isolados de humanos, canideos, raposas e vetores. Sabe-se que a LCan é
considerada uma doenca endémica no pais, com uma prevaléncia que pode atingir cerca
de 20% ou mais, em localidades de regi6es endémicas (Campino & Maia, 2010). No
rastreio nacional realizado em 2009 obteve-se uma seroprevaléncia global de 6,3%, com
prevaléncias superiores a 12% nos distritos de Castelo Branco, Beja e Portalegre e de
4,1% no distrito de Faro (Cortes et al. 2012).

O papel dos gatos na epidemiologia da leishmaniose também tem sido avaliado.
Estudos abrangendo o territério continental mostraram prevaléncias de 0,3% no norte e
centro (Vilhena et al. 2013) e 9,9%, no sul (Maia et al. 2014).

Em 2005, Vaz et al. realizaram uma pesquisa de anticorpos anti-Leishmania
através da técnica da IFI em gatos errantes da regido de Lisboa onde apenas um (1,03%)
em 97 animais foi positivo (diluicdo de 1:160). Em 2008, Faria efetuou um estudo
epidemioldgico em 50 gatos domésticos e 25 gatos de gatil, no concelho de Vila Franca
de Xira, ndo obtendo nenhum resultado positivo pela técnica de IFI. Maia et al. nos dois
estudos que fez (2008 e 2010), nas regides de Lisboa e Setubal, por PCR convencional
detetou a presenca de DNA do parasita em 30,4% (7/23) dos gatos errantes e em 20,3%
(28/138) dos gatos domésticos. A maioria dos animais ndo apresentava sinais clinicos e
a detecdo de anticorpos através de IFI foi de 1,3% (Maia et al. 2010). Em 2011, Oliveira
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pesquisou a infecdo por L. infantum em 50 gatos de uma Associacdo na Regido de
Setubal (atraves de real-time PCR em sangue total periférico), tendo ocorrido detegdo
do DNA do agente em apenas um animal testado (2%). Em 2013, Pinto, estudou a
prevaléncia de 204 gatos (domésticos e errantes) residentes no concelho de Cascais,
obtendo uma prevaléncia de 9,8%. Em 2012, Ramos estudou a prevaléncia de 217 gatos
(domésticos e errantes) residentes na regido de Olh&o, obtendo uma prevaléncia de
0,5%. Para além da detecdo do parasita e de anticorpos especificos (Cardoso et al. 2010;
Maia et al. 2008; 2010; 2015a), varios casos clinicos de leishmaniose felina tém sido
relatados (Duréo et al. 1994 Marcos et al. 2009; Sanches et al. 2011; Maia et al. 2015b;
Pimenta et al. 2015; Basso et al. 2016).

S&o conhecidas em Portugal cinco espécies de fleb6tomos, sendo quatro do
género Phlebotomus (P. perniciosus, P. ariasi, P. papatasi e P. sergenti) e uma do
género Sergentomyia (Sergentomyia minuta) (Alves-Pires, 2000). Os principais vetores
de L. infantum no nosso pais e em toda a Europa Ocidental sdo P. perniciosus e P.
ariasi (Campino & Maia, 2010), sendo o primeiro o responsavel pela maioria das
infecdes na Peninsula Ibérica (Maia et al. 2010) e a espécie mais abundante na regido de
Lisboa e no Algarve (Afonso & Alves-Pires, 2008). De acordo com os resultados
obtidos por técnicas geostatisticas e baseadas em dados recolhidos entre 1978 e 2004,
em 104 localidades, as areas de maior risco para a presenca das espécies
comprovadamente vetoras sao o Noroeste e o Algarve para P. perniciosus e o Nordeste
para P. ariasi (Baptista et al. 2007). Na zona do Algarve e até ao momento, s6 foram

encontrados infetados exemplares de P. perniciosus (Maia et al. 2009; 2015).

8. Métodos de diagnéstico laboratorial

O diagnostico de leishmaniose é complicado pela patologia clinica da doenca,
variando de simples formas cutaneas a formas viscerais. Recomenda-se que tenha tido
em conta a anamnese e dados epidemioldgicos da regido, os sinais clinicos, alteragdes
clinicopatoldgicas do paciente e os resultados do diagnostico laboratorial utilizando
métodos parasitolégicos, seroldgicos e moleculares (Gramiccia, 2011; Langoni et al.
2015). Um método de diagndstico eficaz, para além de ser capaz de confirmar uma
suspeita clinica, deve detetar a infecdo em portadores assintomaticos, apresentar elevada
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sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, ser de facil execucdo, barato e vidvel
em laboratorios regionais ou adaptavel para condi¢cbes de campo (Maia & Campino,
2008).

O diagnéstico laboratorial da leishmaniose baseia-se em métodos parasitoldgicos
(detecdo e visualizacdo do parasita por microscopia), métodos moleculares (detecdo de
DNA parasitario) e métodos imunoldgicos (detecdo de anticorpos especificos anti-
Leishmania) (Maia & Campino, 2008; Maia et al. 2009).

8.1 Diagnostico parasitoldgico

8.1.1 Exame direto e cultural

O exame direto consiste na visualizacdo em microscopio 6tico de formas
amastigotas do parasita em esfregacos de tecidos, 6rgdos ou aspirados de ganglios
linfaticos, medula dssea, baco, figado ou pele infetados, apds fixagdo e coloracdo
adequadas (Maia & Campino, 2008). Este método tem como vantagens a facil
manipulacdo, conservacdo do material bioldgico e a rapidez do resultado. Contudo, a
sensibilidade da técnica é baixa (principalmente em animais sem sintomatologia) e

também depende da experiéncia do observador (Laurenti, 2009).

O diagnostico parasitologico pode também ser estabelecido por meio da detecdo
do parasita em exame cultural em meios especificos, bifasicos (meio “Novy-MacNeal-
Nicolle™) ou liquidos (RPMI, Schneider). Biopsias ou puncdes aspirativas de diferentes
Orgdos ou tecidos séo colocadas nos meios de cultura nos quais as formas amastigotas,
presentes no material bioldgico se transformam em formas promastigotas. E um método
com maior sensibilidade que o exame microscopico. Apesar de apresentar 100% de
especificidade, a obtencdo do resultado através do exame cultural é demorada e a
eficacia condicionada pela possibilidade de contaminacdo bacteriana ou fungica
(Laurenti, 2009). A detecdo parasitoldgica continua a ser o padrdo para o diagnostico
devido a sua alta especificidade, contudo as puncdes aspirativas sdo invasivas (Maia &
Campino, 2008).
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8.2 Diagnostico molecular

De entre os métodos moleculares, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem
sido utilizada como ferramenta no diagndstico para detecédo e identificacdo de espécies
de Leishmania, através da amplificacdo seletiva de sequéncias de DNA do parasita a
partir dos &cidos nucleicos de uma amostra bioldgica. A detecdo de DNA do parasita é
possivel em varios tecidos, incluindo medula 6ssea, figado, bago, bidpsias cutaneas,
aspirados de ganglios linfaticos, sangue e cortes histoldgicos de tecidos parafinados
(Langoni et al. 2015).

A sensibilidade e especificidade da técnica depende das sequéncias iniciadoras
(“primers”), do nimero de copias da sequéncia alvo, do método de extracdo de DNA,
do produto bioldgico utilizado e do protocolo de PCR (Cortes et al. 2004; Maia &
Campino, 2008).

No caso do diagnostico da leishmaniose os “primers” podem ser desenhados
com base nos minicirculos de DNA do cinetoplasto (kDNA) (Cortes et al. 2004) ou nos
genes que codificam para a pequena subunidade do RNA ribossémico (SSU rRNA ou
16S rRNA) (Van Eys et al. 1992). A principal desvantagem da técnica de PCR ¢ o facto
de um resultado positivo ndo confirmar a doenga (Lombardo et al. 2012).

A “Nested”-PCR (nPCR) € outra técnica utilizada do diagnéstico molecular,
mais sensivel que a PCR convencional, em que sdo realizados dois processamentos com
um ou dois pares de “primers”, no entanto, ¢ propensa a um maior risco de
contaminacéo (Paltrinieri et al. 2010). Albuquerque et al. (2017) mostraram que a nPCR
tendo como alvo SSU rRNA ¢ o protocolo mais adequado para detetar infecdes por
Leishmania em cdes que ndo apresentam sinais clinicos. Nesse estudo, 44% (66/150)
das amostras positivas foram detetadas através do protocolo de nPCR SSU rRNA-PCR
em medula 6ssea em cées clinicamente suspeitos.

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) é também utilizada no diagnostico
molecular permitindo a monitorizacdo continua da amplificacdo de sequéncias de DNA
especificas e a quantificacdo precisa do DNA do parasita presente em cada amostra
resultando num diagnostico mais preciso e sensivel (Francino et al. 2006). As vantagens

da qPCR em comparacdo com as tecnicas convencionais de PCR sdo: a reducdo no
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tempo de execucdo, a analise simultanea de um elevado numero de amostras e o facto
de facilitar o controlo da carga parasitaria durante e apos a instituicdo de um tratamento
(Francino et al. 2006; Maia & Campino 2008).

Na maioria dos estudos realizados em gatos, a sensibilidade da detecdo do
parasita foi muito superior através de PCR comparativamente a serologia ou a citologia
(Martin-Sanchez et al. 2007; Ayllon et al. 2008; Maia et al. 2010; Pennisi et al. 2012;
Sobrinho et al. 2012 Perillo et al. (2013)).

8.3 Diagnostico seroldgico

Os métodos de diagndstico seroldgico, baseiam-se na detecdo de anticorpos
circulantes anti-Leishmania, apresentando elevada sensibilidade e especificidade
(Mauricio et al. 1995). As técnicas mais utilizadas no diagnostico da LV humana e
CanL s&o Imunofluorescéncia indireta (IFI) e “Enzyme linked immunosorbent assay
“(ELISA) (Laurenti, 2009).

Deve ter-se em conta que a presenca de anticorpos ndo implica sempre a
existéncia de infecdo/doenca, sendo que resultados positivos através das técnicas
seroldgicas podem significar apenas o contacto do animal com o parasita, podendo este
nunca vir a manifestar a doenca, ou significar uma reacdo cruzada com outros parasitas
como por exemplo a toxoplasmose, levando a falsos-positivos (Gao et al. 2015). E
aconselhéavel usarem-se duas técnicas seroldgicas, tanto quanto possivel, diferentes nos
seus fundamentos (Mauricio et al. 1995).

Este tipo de diagnostico tem sido o mais utilizado para o diagndstico da infecdo
por Leishmania em gatos, nomeadamente as técnicas de IFI, ELISA Teste de
Aglutinacdo Direta (DAT) e Western Blot (WB) (Pennisi, 2014; Pennisi & Solano-
Gallego, 2013b). Os gatos infetados por Leishmania frequentemente desenvolvem um
baixo nivel de anticorpos ou permanecem seronegativos (Poli et al. 2002; Martin-
Sanchez et al. 2007), dai que a serologia convencional ndo seja um método muito dtil e
fiavel nesta espécie (Poli et al. 2002; Martin-Sanchez et al. 2007). Nos gatos, esta
provado que ocorrem reacOes cruzadas na presenca de Trypanosoma cruzi e outras

espécies de Leishmania, tal como nos cdes (Pennisi & Solano Gallego, 2013a). Assim, 0
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diagnostico laboratorial de LFel ndo deve incluir somente métodos serologicos, mas
também métodos parasitoldgicos diretos e/ou moleculares.

8.3.1 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A IFI é considerada a técnica seroldgica de referéncia pela organizacdo mundial
de saude animal. Geralmente usa como antigénio a forma promastigota inteira do
parasita, cultivada in vitro, sendo altamente especifica e sensivel para a detecdo de
anticorpos especificos em cées infetados/expostos ao parasita (Alvar et al. 2004; Maia
& Campino, 2008). Esta técnica semi-quantitativa apresenta sensibilidade e
especificidade elevadas no diagnostico de LCan, apresentando uma sensibilidade de
96% e uma especificidade de 98%. Nos gatos, este é 0 método serolégico mais utilizado
(Pennisi, 2014). Em 30 casos clinicos em felinos na Europa, em que se utilizou a técnica
de IFI, o limiar de positividade utilizado variou entre 1:2 e 1:100 e em 5 desses casos,
este titulo foi < 80, considerado como suspeito no caso dos cées. Quando se utilizam
diluicbes muito baixas, ndo se pode excluir a ocorréncia de reagdes cruzadas (Pennisi,
2014)

Contudo a IFI necessita de equipamento dispendioso (microscopio de
fluorescéncia) e experiéncia na execucdo, leitura e interpretagdo dos resultados
(Maia&Campino, 2008). Outra das limitacfes da técnica quando aplicada a amostras de
soro humano é a ocorréncia de reacdes cruzadas com a doenca de Chagas, malaria,

schistosomose e tuberculose pulmonar (Gontijo & Melo, 2004).

8.3.2 Contraimunoelectroforese (CIE)

A técnica de CIE baseia-se na visualizacdo de um precipitado em forma de arco
em gel de acetato de celulose, devido a interacdo entre os antigenios de Leishmania e
anticorpos presentes na amostra de soro submetida a eletroforese (Maia & Campino,
2008). Apesar de ser uma técnica qualitativa, & semelhanca do que acontece na IFI a
sensibilidade e especificidade também sdo elevadas. Esta técnica utiliza quantidades

minimas de antigénio, & de facil execucdo e leitura para além de permitir a obtencédo de
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um resultado em pouco tempo. Em conjunto com a IFl, sdo as técnicas utilizadas pelo
Grupo de Leishmanioses/UEI Parasitologia Médica no IHMT, na anélise de soros

caninos e humanos, tanto em diagnostico como em inquéritos epidemiologicos.

8.3.3 Teste de aglutinacao direta (DAT)

O antigénio usado na DAT consiste em promastigotas integrais em suspensdo ou
numa forma liofilizada (Maia & Campino, 2008). Apo6s preparacdo do antigénio,
realizam-se dilui¢bes seriadas do soro a testar ficando a incubar durante 18 horas a
temperatura ambiente, para que posteriormente o resultado seja lido visualmente contra
um fundo branco. Esta técnica apresenta uma sensibilidade de 100% e 98,9% de

especificidade quando aplicada no diagndstico da LCan (Maia & Campino, 2008).

8.3.4 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Este método baseia-se na ligacdo dos anticorpos presentes na amostra ao
antigénio adsorvido aos pocos da placa. Adicionando o conjugado enzimatico e o
substrato correspondente ha emissdo de luz que pode ser lida em espectrofotometro a
um determinado comprimento de onda, 0 que permite a leitura dos resultados. A
sensibilidade e a especificidade da técnica dependem dos antigénios utilizados, que
incluem principalmente extratos solUveis de promastigotas e proteinas recombinantes ou
purificadas. Os extratos de parasitas inteiros sdo sensiveis a detecdo de infecdes caninas
subclinicas ou clinicas mas fornecem uma especificidade menor (Maia et al. 2008;
Gontijo & Melo, 2004). Os testes com parasita completo sdo muito sensiveis para
infecBes clinicas (100%) e subclinicas (94,1% - 100%) mas tém menor especificidade.
Neto et al. (2011) realizaram um estudo utilizando soros de gatos provenientes de
Aracatuba (Sdo Paulo), uma area considerada endémica de leishmaniose onde
compararam a sensibilidade da detecéo de anticorpos especificos de Leishmania usando
como antigénios parasitas completos, proteinas purificadas e recombinantes. Os
resultados obtidos apontaram para uma maior sensibilidade dos parasitas completos em

identificar as amostras seropositivas.

26



Introducgio

9. Tratamento

O tratamento da leishmaniose depende de varios fatores, incluindo o quadro
clinico da doenga, a espécie de Leishmania e localizagdo geogréfica.

Os farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses humanas e canina
incluem os antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sodio e antimoniato de
meglumina), a aminosidina, a miltefosina, a anfotericina B, a pentamidina e mais
raramente, os azois (cetoconazol, miconazol, flucinazol e itraconazol) (Oliva et al.
2010).

O tratamento mais usado na LCan é o antimoniato de meglumina que inibe a
glicolise e a oxidacdo dos é&cidos gordos, bloqueando o metabolismo do parasita (Mird
et al. 2008), normalmente em combinacdo com o alopurinol. Uma grande percentagem
de animais tratados mostra uma clara recuperacdo clinica. Apesar da alta toxicidade
associada a estes medicamentos, nos cées parece que os efeitos adversos séo reduzidos
(Ferrer, 2002).

O alopurinol é um farmaco leishmaniostatico de administracdo oral
economicamente mais acessivel que os antimoniais, com alguns efeitos secundarios,
podendo causar calculos renais. Este farmaco, tem a particularidade, quando é
metabolizado pelo parasita vai ser produzido um analogo inactivo da iosina; este
analogo ¢ incorporado no RNA do parasita causando sintese errénea de proteinas. Os
caes recuperam dos sinais clinicos, havendo uma diminuicdo considerdvel da carga
parasitaria.

A anfotericina B tem sido muito utilizada no tratamento de leishmaniose
humana. O seu mecanismo de acdo € baseado na ligagdo do farmaco ao ergosterol da
membrana celular do parasita que vai provocar uma desorganizagdo na membrana
formando poros que alteram a permeabilidade ao potéssio intracelular, levando a morte

do parasita por lise osmdtica (Da Silva, 2007).
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Também a miltefosina, uma alquilfosfocolina desenvolvida inicialmente como
um quimioterapico anti-neoplésico, tem vindo a ser usada no tratamento da
leishmaniose, quer humana, quer canina (Oliva et al. 2010).

O tratamento dos cdes com leishmaniose resulta numa melhoria clinica, numa
diminuicdo dos titulos de anticorpos anti-Leishmania e na recuperacdo da capacidade de
defesa através de uma resposta imune adequada. No entanto, o tratamento ndo leva na
maioria dos casos a cura parasitologica, e como tal ndo previne uma recorréncia dos
sinais clinicos (Ikeda-Garcia et al. 2007; Miro et al. 2008). A localizacdo intracelular do
parasita, o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos e a necessidade de uma
resposta imunitéria celular que acompanhe a acdo dos farmacos, sdo fatores que estdo
associados a ineficicia do tratamento.

N&o existindo uma terapéutica especifica para o tratamento da LFel, o
alopurinol, o antimoniato de meglumina e o cetoconazol foram utilizados em alguns
animais levando a remissdo dos sinais clinicos e a normalizacdo dos parametros
bioquimicos. Segundo Pennisi et al. (2015), o alopurinol (10mg/Kg 12h ou 20mg/Kg

24h) é o farmaco mais usado no tratamento da leishmaniose em gatos.

10. Medidas de controlo

A OMS preconiza como ferramentas de controlo, trés estratégias principais: (i)
controlo dos vetores, nas vertentes bioldgica, ecoldgica e quimica; (ii) controlo dos
parasitas, com a sua eliminacdo nos hospedeiros e nos reservatorios e (iii) através da

protecdo individual e coletiva da populagédo humana e canina.

Para evitar os riscos de transmissdo, existem vérias medidas de protecédo
individuais que as populagdes que sdo mais afetadas deveriam adotar, embora o melhor
método para prevenir qualquer doenga causada por parasitas transmitidos por vetores é
reduzir o contacto entre o vetor e 0 humano e diagnosticar a tempo, para o tratamento
ser mais eficaz. Assim sendo, deve-se usar os métodos de protecdo individual tais como
0 uso de repelentes (ex. DEET (N,N-dimetil-meta-toluamida), éleo de citronela e dleo

de Neem) e inseticidas.
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Sabendo que ndo h& nenhuma medida preventiva que seja 100% eficaz, uma
grande limitacdo na prevencao e controlo desta doenca nos gatos é que, ao contrario dos
cdes, 0s repelentes topicos a base dos piretroides com acdo comprovada contra 0s
fleb6tomos, nomeadamente coleiras impregnadas com deltametrina ou uncdes

punctiformes com permetrina, sdo tdxicos para estes animais (Gramiccia, 2011).

As medidas profilaticas diretamente associadas ao felino consistem em
sensibilizar os donos a manter os animais dentro de casa, pelo menos nas primeiras
horas do dia e ao anoitecer, devido ao comportamento noturno e crepuscular dos
flebotomos. No caso das espécies felinas, ainda nao foi desenvolvido um antiparasitario
com atividade sobre flebotomineos, no entanto no mercado portugués existe uma coleira
(Seresto®), que possui uma combinacdo de imidaclopride (10%) e flumetrina (4,5%),
com efeito sinérgico entre ambas, para cdes e gatos, com efeito repelente e inseticida
(Bayer, 2012). Mais recentemente Otranto et al. (2017) constataram que 0s gatos que
usavam a coleira Seresto® estavam protegidos contra o parasita uma vez que a

prevaléncia de Leishmania era mais baixa do que nos gatos que nao usavam coleira.

Nos cdes, a prevencdo é a medida mais importante para a saide do animal uma
vez que 0s tratamentos existentes ndo permitem eliminar definitivamente a infecéo,
aconselhando-se 0 uso de repelentes/inseticidas em combinacdo com outras medidas

preventivas, tais como a vacinacdo (Killick-Kendrick et al. 1997; Mir6 et al. 2008).

A vacinacdo pode ser adotada concomitantemente com outras medidas de
controlo de modo a reduzir as taxas de transmissdo (Wylie et al. 2014). Nenhuma
vacina para a leishmaniose humana estd disponivel atualmente devido a grande
variabilidade de espécies de Leishmania que afetam as pessoas e a falta de sucesso na
producdo de vacinas efetivas. Nem est4 ainda disponivel para gatos. Em contraste, trés
produtos vacinais encontram-se comercializados para o controlo da LCan: Leish-Tec®;
CaniLeish®; Letifend®, a primeira no Brasil, os outros na Europa (Miro et al. 2017). A
vacinacao parece ser uma estratégia eficaz para proteger os cdes (Chappuis et al. 2007)

e reduzir a incidéncia nos casos em humanos (de Souza Testasicca et al. 2014).
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II. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo a determinacdo da prevaléncia da infe¢éo
por Leishmania sp. em gatos errantes da regido do Algarve, e como objetivos

especificos:

1) Pesquisar a presenca de anticorpos especificos anti-Leishmania através de
diferentes técnicas seroldgicas;

2) Pesquisar a presenca de DNA de Leishmania em diferentes amostras
bioldgicas;

3) Determinar a relacéo das carateristicas intrinsecas (género, idade e pelagem) e

sinais clinicos com a presenca de anticorpos anti-Leishmania ou DNA do parasita.
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1. Material e Métodos

1.2 Area de estudo

A regido estudada corresponde a Faro, localizada na regidao do Algarve. Esta
regido € na zona mais meridional de Portugal continental (Figura 8), limitada a sul e a
oeste pelo Oceano Atlantico, a norte contata com o Distrito de Beja e a leste faz
fronteira com Espanha através do Rio Guadiana. O Algarve encontra-se a uma latitude
de 37° Norte e a uma longitude de 7°25' e 9°00" Oeste, apresenta um comprimento de
Norte a Sul entre 30-40 quilémetros (km) e cerca de 130-150 km Este-Oeste e ocupa
uma superficie cuja area total de 4988,5 km2. Faro é uma cidade portuguesa com cerca
de 47 000 habitantes (INE,2013).

A érea em estudo situa-se, do ponto de vista climatico num dominio tipicamente
mediterraneo, com uma estacao seca prolongada em regra com duracao de 5 meses. Esta
estacao seca conjuga-se com a estacdo mais quente, segundo os dados do INE referentes
ao ano de 2009 a estacdo meteoroldgica de Faro/Aeroporto apresentava uma

temperatura média do més mais quente (Julho) de 25,2° C.
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Fig. 8 Mapa de Portugal evidenciando a zona de estudo, Faro. (Adaptado de Maia et al.
2013)

1.3 Colheita das amostras biologicas

Entre Maio e Setembro de 2016 foram analisados, no total, 75 gatos errantes na
regido de Faro. Os gatos foram recolhidos no ambito de um programa de captura,
esterilizacdo e recolocacdo (CER). Durante a recolha das amostras (sangue periférico e
fragmento de pele da extremidade da orelha esquerda, o qual é realizado para
identificacdo dos gatos que j& foram esterilizados), foi preenchido para cada animal um
questionario, de modo a se obter informacdes sobre idade, género e pelagem. No que
diz respeito a idade, definiram-se intervalos, correspondendo a categoria de “Jovem” os
animais com idade inferior a um ano de idade, a “Adulto” os animais de 1 ano até aos 7
anos e a “Sénior” os animais com mais de 7 anos. Foram também registados para cada
animal, apos exame fisico realizado por um medico veterinario, a presenca de sinais
clinicos compativeis com leishmaniose nomeadamente: lesdes oculares, alteracOes

cutaneas, magreza e adenomegalia.
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Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica do Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (IHMT), da Universidade Nova de Lisboa (UNL). O manuseamento
e recolha de produtos bioldgicos foram efetuados por médicos veterinarios com base na

boa préatica e bem-estar animal.

As amostras foram enviadas para o laboratorio de Leishmanioses da Unidade de

Parasitologia Médica, do IHMT, UNL, onde foi realizado o trabalho de bancada.

1.4 Recolha de sangue periférico e de pele

Durante a sedacdo foram efetuadas colheitas de sangue em 68 animais e de um
fragmento de pele da ponta da orelha esquerda em 73. A recolha de sangue foi
realizada, apos tricotomia e assepsia com alcool etilico a 70%, por venopuncdo de veias
periféricas (veia cefalica, femoral ou jugular). Para recolha das amostras foram
utilizadas seringas de 2 ml e agulhas de 25 G, colhendo-se cerca de 2 ml de sangue por
gato: 1 ml foi transferido para um tubo com gel-ativador, para obtencdo de soro
destinado aos testes seroimunolégicos e 1 ml foi transferido para um tubo com
anticoagulante para posterior extracdo de DNA. Apods centrifugacdo durante 10 minutos,
o0 soro foi recolhido para tubos de 1,5 ml. Os fragmentos de tecido foram colocados em
tubos de 1,5ml com soro fisiologico a 0,9% e antibiotico (penicilina e estreptomicina).
As amostras (soro, sangue total e fragmento de pele) foram devidamente identificadas e

guardadas a -20°C até posterior utilizacao.

1.5 Extracdo de DNA de sangue periférico e de pele

Para a extracdo de DNA a partir de sangue total, utilizou-se um método rapido
comercial (Kit de extracdo de DNA gendémico Citogene®, Citomed, Portugal). Deste
modo, adicionou-se 300ul de sangue total a um tubo estéril de 1,5 ml contendo 900 pl
de tampdo de lise de eritrocitos. Incubou-se a temperatura ambiente, durante 1minuto,
invertendo o tubo durante a incubacdo. Seguidamente centrifugou-se durante 20

segundos a 20817g. Removeu-se o sobrenadante e de seguida adicionou-se 300 pl de
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tampdo de lise a suspensdo celular e ressuspendeu-se varias vezes para lisar as células.
De seguida adicionou-se 100 ul de solucdo de precipitacdo de proteinas e agitou-se no
vortex, para uniformizar. De seguida centrifugou-se durante 1minuto a 208179 a +4°C,
para formar um precipitado de proteinas e decantou-se o sobrenadante, contendo o
DNA, para um novo tubo de 1,5 ml contendo 300ul de isopropanol a 100%, misturando
a amostra. A amostra foi misturada sendo invertida cuidadosamente 50 vezes. Apos a
mistura da amostra, centrifugou-se durante 1minuto a 16000 g a +4°C, onde se forma
um pequeno precipitado de DNA. Apos rejeicdo do sobrenadante adicionou-se 300 pl
de etanol a 70%, e procedeu-se a inversdo suave da mistura num total de 20 vezes para
lavar o precipitado de DNA. Posteriormente realizou-se nova centrifugagdo, durante um
minuto, a +4°C tendo-se descartado o etanol com cuidado e invertido o tubo com a
tampa aberta sob papel absorvente, deixando de seguida a secar ao ar durante 30
minutos. Por fim adicionou-se 100 ul de tampéo de hidratacdo, levando as amostras a

incubar a 65°C durante 1 hora. O DNA foi guardado a -20°C até posterior utilizacao.

No caso de extracdo de DNA a partir das amostras de pele, o protocolo de
extracdo iniciou-se com uma pré-preparacdo da amostra, nomeadamente a maceracdo de
um fragmento de pele com cerca de 2mg de peso. Depois de macerado o tecido, foi
adicionado a um tubo estéril de 1,5ml com 150ul de tampao de lise e 3ul de Proteinase
K. Apos este passo a amostra foi a incubar a 65°C durante 15minutos e posteriormente a
55°C durante 2h. Depois da incubagdo foram adicionados 50ul de solugdo precipitadora
de proteinas e a amostra foi agitada no vortex durante 20 segundos a amostra foi
misturada sendo invertida cuidadosamente 50 vezes. ApOs a mistura da amostra,
centrifugou-se durante 3minutos a 20817g a +4°C, para se formar o precipitado de
proteinas. Decantou-se o sobrenadante contendo o DNA para um tubo contendo 150ul
de isopropanol a 100%. A amostra foi misturada sendo invertida cuidadosamente 50
vezes. Centrifugou-se durante 5 minutos. Apds rejeicdo do sobrenadante, adicionou-se
150ul de etanol a 70% e procedeu-se a inversdo suave da mistura num total de 20 vezes
para lavar o precipitado de DNA. As amostras foram centrifugadas novamente durante 1
minuto a 208179 a +4°C. Apos descartado o etanol com cuidado, o tubo foi invertido

com a tampa aberta sob papel absorvente, deixando de seguida a secar ao ar durante 30
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minutos. Por fim adicionou-se 30ul de hidratagdo. As amostras foram posteriormente

incubadas a 65°C durante uma hora.

Por forma a verificar o sucesso dos procedimentos de extracdo efetuou-se,
através de um espectrofotometro Nanodrop® 1000 (Thermo Scientific, EUA), a
quantificacdo de &cidos nucleicos e a determinagdo do grau de pureza destes, com base
na anélise dos réacios 260/280 e 260/230. Apo6s quantificacdo, o DNA foi guardado a -

20°C até posterior utilizacéo.

2. Diagnostico seroldgico para detecdo de anticorpos anti-
Leishmania

2.1 Teste de imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A IFI foi realizada segundo o método descrito por Abranches (1984). As laminas
de IFI foram preparadas no laboratério de Leishmanioses/IHMT usando como antigenio
formas promastigotas da estirpe MHOM/PT/88/IMT151 de Leishmania infantum MON-

1. Apds a preparacdo das laminas sensibilizadas, estas foram conservadas a -80°C.

Anteriormente a sua utilizacdo, as laminas foram colocadas a temperatura
ambiente, sendo posteriormente mergulhadas em acetona por 10 minutos para fixacdo
do antigénio. De seguida foram removidas da acetona e secas ao ar. Os soros a testar e
0s controlos negativos e positivos, com titulacdo previamente conhecida, foram diluidos
(1:8) em progressdo geometrica em PBS a pH7.2, aplicados a cada pogo (25 ul) e
incubados a +37°C em camara humida (Figura 9), durante 30 minutos. Ap0s se retirar as
laminas da estufa, rejeitaram-se as gotas de soros diluidos por meio de jato de tampao,
emergindo-se de seguida as laminas no tamp&o de PBS durante 10 minutos, apos 0s
quais foram secas ao ventilador. Depois de secas, colocou-se 25 ul de conjugado
(AntiCat 1gG FITC, Sigma) diluido em solucdo azul de Evans (1:100000 de azul de
Evans em PBS) em cada pogo. Procedeu-se a lavagem e incubacdo em camara humida,
durante meia hora, rejeitando o excesso de conjugado e colocou-se em PBS durante 10
minutos. Ap0s montagem com glicerina tamponada (1:10) e lamela, procedeu-se a

leitura em microscopio de fluorescéncia, com filtro ultravioleta (objetiva de 40X), no
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comprimento de onda 475 nm, em que no caso de reagdo positiva 0s promastigotas
mostram fluorescéncia verde. A auséncia de anticorpos anti-Leishmania carateriza-se
por um campo Otico obscurecido, promastigotas pouco visiveis e/ou avermelhados.
Como controlo positivo da reacdo, utilizou-se soro de gato com um titulo de 1024.
Consideraram-se positivos o0s soros de gato que demonstraram fluorescéncia verde, uma

vez que ndo existe um limiar de positividade definido.
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Fig. 9 Preparacdo das amostras a serem testadas através da técnica seroldgica de IFI
(foto do autor).

2.2 Teste de contraimunoelectroforese (CIE)

A CIE foi realizada segundo o0 método descrito por Campino (1998). O antigénio
soluvel foi preparado no laboratério de Leishmanioses/IHMT usando as formas
promastigotas da estirpe MHOM/PT/88/IMT151 de Leishmania infantum MON-1.
Depois de identificar as tiras de acetato de celulose gelificado com o lapis, estas foram
mergulhadas com os cantos cortados do lado do polo negativo e numa tina com tampé&o
barbital sddico 0,08 M, pH 8,2 (16 gr barbital sédico, 1000ml de agua destilada, HCL
IN). O soro a testar (15 ul) foi depositado nas tiras no lado do anodo e 15 ul de
antigénio (50 mg/ml) no lado do cétodo, distando 1,5 cm entre ambos. Procedeu-se a
eletroforese em tampéo, utilizando uma corrente de 75 V/cm, durante duas horas a
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+4°C. Apos lavagem com soro fisioldgico a 0,9%, as tiras foram coradas numa solucéo
de azul brilhante de Coomassie (5 gr de azul brilhante de Coomassie + 1000 ml de
solucdo descorante, constituida por 500 ml de metanol p.a., 400 ml da agua destilada e
100 ml de &cido acético glacial p.a.) durante 10 minutos, e posteriormente, colocadas na

solucdo descorante, até ao aparecimento dos arcos de precipitacao.

Consideraram-se positivos, todos os soros que revelaram, pelo menos, um arco

de precipitagdo (Campino, 1998).

2.3 ELISA

A técnica de ELISA foi realizada de acordo com as instrucfes fornecidas pelo
fabricante (LeisScan® LEISHMANIA ELISA TEST — Esteve, Portugal). Este ensaio
imunoenzimatico permite a detecdo e medicdo semi-quantitativa de anticorpos anti-

Leishmania no soro de céo.

O procedimento iniciou-se com a adi¢ao de 100 pl de amostra e controlos
previamente preparados, na dilui¢do de 1:20 (10 pl de soro em 190 pl de solucdo de
diluicdo fornecida pelo kit), incubando-se em seguida as amostras 10 minutos a
temperatura ambiente. Depois de 5 lavagens, com solucdo de lavagem fornecida pelo
fabricante, adicionou-se 100 pl/pogo de conjugado. Apos incubagdo durante 5 minutos a
temperatura ambiente procedeu-se a 5 lavagens ¢ a adi¢do de 100 pl/pogo de substrato e
incubacdo durante 10 minutos a temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Por fim
juntaram-se 100 pl/pogo de solugdo de bloqueio fornecida com o kit e a absorvancia foi
lida a 450 nm em espectrofotdmetro de microplacas. O resultado de cada amostra foi
calculado segundo a formula fornecida pelo fabricante: Razdo (Rz) da amostra =
Densidade Otica (D.0.) amostra/ D.O controlo positivo baixo, sendo considerado o
resultado positivo se a razdo for superior a 1,1; duvidoso se a razdo forentre 0,9e 1,1 e

negativo se inferior a este valor.

37



Material e Métodos

3. Amplificacdo de DNA de Leishmania

Neste trabalho, aplicaram-se dois protocolos de reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) para detecdo de DNA de Leishmania: (i) um protocolo de PCR convencional que
envolveu um par de sequéncias iniciadoras ou “primers” desenhadas para reconhecer a
sequéncia completa de DNA cinetoplastideal (KkDNA) do minicirculo de L. infantum,
especifico para as espécies do complexo L. donovani (Cortes et al. 2004) e (ii) um
protocolo de “Nested”-PCR, em que se efetuaram 2 reaces de PCR, que envolveram
“primers” direcionados para a regido central do gene SSU rRNA do operéo ribossomal,

especifico para o género Leishmania.

3.1 PCR

Para amplificagdo de kDNA do complexo L. donovani utilizaram-se 0s
“primers” MCIl: 5’GTTAGCCGATGGTGGTCTTG3’ e MC2:
S’CACCCATTTTTCCGATTTTG-3".

Preparou-se, para cada amostra (5 pul de DNA), 20 ul de uma mistura de reagao
constituida por 12,5 pl de NZYTaq 2X Green Master Mix® (Nzytech), 7,5 ul de agua
ultrapura e 1 pl de cada “primer” MC1 e MC2 [concentracdo de 5 pmol/ul, cada]. Em
todas as amplificagdes utilizou-se como controlo positivo 3 ul de DNA genémico de L.
infantum e como controlo negativo agua ultrapura em substituicdo do DNA. As misturas
de reacdo foram posteriormente colocadas num termociclador 7/00™ Thermal Cycler

(BioRad, Portugal), programado com as condi¢des 6timas de amplificacdo (Tabela 1).

Tabela 1 Condi¢des 6timas de amplificagdo com os “primers” MC1 e MC2.

Etapa Temperatura Tempo
(+°C)
Desnaturacéo inicial 94 2 minutos
Desnaturacao™ 94 20 segundos
Ligacdo dos “primers”* 60 20 segundos
Extensdo* 72 30 segundos
Extenséo final 72 5 minutos

*Qs trés processos repetem-se por 30 ciclos
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Os produtos de amplificacdo (447pb) foram visualizados num gel de agarose a
1,5 % (com tampao TAE 1x), corado com 3 pul de corante GreenSafe Premium
(Nzytech, Portugal). Utilizou-se 5ul do marcador de 100pb NZYDNA Ladder V®
(Nzytech) e os restantes pocos foram carregados com 10ul de produto de PCR.
Submeteu-se o gel a eletroforese a 120V durante 60 min e observou-se o resultado final

no transiluminador de luz ultravioleta.

3.2 “Nested”-PCR

Para amplificacdo da regido central do gene SSU rRNA do género Leishmania
(Van Eys et al. 1992) através da técnica de “Nested”- PCR utilizaram-se dois grupos de
“primers”; na primeira etapa de amplificacdo 0s  “primers” R221
(5’GGTTCCTTTCCTGATTTACG3’) e R332 (5’GGCCGGTAAAGGCCGAATAG3?’)
e na segunda amplificacdo os “primers” R223 (S'TCCCATCGCAACCTCGGTT3") e
R333 (5’ AAAGCGGGCGCGGTGCTGSI)).
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Na primeira etapa da técnica preparou-se por amostra (10 ul), 20 ul de uma
mistura de reacdo constituida por 12,5 ul de NZYTaq 2X Green Master Mix, 5,5 ul de
agua ultrapura e 1 pl (concentrag¢ao de 5 pmol) de cada “primer” (R221 e R332). Como
controlo positivo utilizou-se 1 pl de DNA gendémico de L. infantum de cultura e como
controlo negativo agua ultrapura em substituicdo do DNA. Para a segunda etapa, em
tudo semelhante & primeira, utilizou-se 5 pl do produto da reagdo anterior (diluido a
1/200 em agua ultrapura) em 20 pl da mistura acima descrita, permutando-Se 0S

“primers” (R223 e R333) e a temperatura de ligacéo.

Como controlo positivo utilizou-se o produto de PCR do controlo positivo da
primeira amplificacdo também diluido e como controlo negativo, dgua ultrapura em
substituicdo do DNA, assim como o produto de PCR do controlo negativo da primeira
amplificacdo ap6s diluicdo. Ambas as etapas foram consumadas no termociclador
previamente programado com as condices 6timas de amplificacdo (Cruz et al. 2002)
(tabela 2).

Tabela 2 Condigdes 6timas de amplificagdo com 0s “primers” R221 e R332 (em cima);
e com os “primers” R223 e R333 (em baixo).

N° de ciclos Desnaturacéo Ligacdo Polimerizacao
1 5 minutos, 94°C - -
35 30 segundos, 94°C | 30 segundos, 60°C | 30 segundos, 72°C
1 - - 10 minutos, 72°C
N° de ciclos Desnaturacéo Ligacéo Polimerizacdo
1 5 minutos, 94°C - -
35 30 segundos, 94°C | 30 segundos, 65°C | 30 segundos, 72°C
1 - - 10 minutos, 72°C

Os produtos de amplificagdo da segunda reacdo de PCR (358pb) foram
visualizados num gel de agarose a 1,5 % como descrito anteriormente.

E importante salientar que a extracdo de DNA, a preparacdo das misturas de
reacdo, a amplificacdo de DNA, a dilui¢do dos produtos de PCR a utilizar na segunda

amplificacdo da técnica “Nested”-PCR e a eletroforese, foram realizadas em éareas
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separadas, com material distinto e em tempos diferentes, de forma a evitar possiveis

contaminagoes.

4. Anélise de dados

O tamanho da amostra (n=60) foi calculado através da ferramenta informatica
OpenEpi versdo 3.01 (disponivel em http://www.openepi.com) tendo em conta a
seroprevaléncia de leishmaniose canina (4,7%) obtida no distrito de Faro por Cortes et
al (2012). A selecdo dos animais ndo se baseou num método probabilistico, tendo
resultado da facilidade de amostragem (conveniéncia; gatos capturados no ambito do

programa CER).

Foi construida uma base de dados (Microsoft Office Excel 2013) de modo a
realizar um tratamento informatizado dos resultados dos testes de diagnostico,
referentes aos animais em estudo. Para a analise estatistica utilizou-se o programa
informatico SPSS. Statistics 21.0 (IBM SPSS Modeler).

O teste estatistico utilizado foi o de Qui-quadrado (¥2) ou de Fisher para analisar
a associacdo entre variaveis, tendo-se assumido como nivel de significancia um valor de
p<0,05. A hipétese nula, neste estudo, foi a de que as variaveis em estudo sao

independentes; e como hipétese alternativa as variaveis em estudo serem dependentes.

Consideraram-se como expostos ou infetados pelo parasita 0os animais cujas

amostras se revelaram positivas para pelo menos uma das técnicas utilizadas no estudo.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacao da amostra

A amostra corresponde a um total de 75 gatos provenientes do concelho de Faro.
Quanto ao genero, 48 (64%) gatos eram do sexo feminino e 24 (32%) do sexo
masculino; em trés (4%) gatos essa informacdo ndo se encontrava disponivel (Figura
10).

Género

4%

B Feminino M Masculino Sem dados

Fig. 10 Caracterizacdo da amostra segundo o género (n=75).

No que diz respeito a idade, 22 (29,3%) gatos eram “Adultos”( > 1 <7anos). N&o
foram registados gatos nas categorias de “Junior” (<1ano) ou “Sénior”( >7anos), € em

53 (70,6%) animais a idade era desconhecida.

A pelagem curta foi observada na maioria dos gatos (n= 65; 86,6%) tendo sido
apenas observado um gato com pelagem média. Nove gatos ndo tinham qualquer

informacdo do tipo de pelagem.

Dos 75 gatos, apenas 3 apresentavam sinais clinicos compativeis com
leishmaniose.
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5.2 Detecdo de anticorpos anti-Leishmania por técnicas
seroldgicas

A presenca de anticorpos fluorescentes foi observada em dois (3,0%) dos 66
soros testados através da técnica de IFI, com titulos de 8 (amostra AL8) e 32 (amostra
AL26). A tecnica de CIE revelou a presenca de anticorpos em duas (2,9%) das 68

amostras testadas (Figura 11).

Fig. 11 Técnica de contraimunoelectroforese. Formacdo de um arco de precipitacdo,
correspondente a amostra AL26. (foto do autor).

Das 61 amostras de soro testadas atraves da técnica de ELISA, detetaram-se
anticorpos especificos anti-parasita em trés (4,9%;) com valores de 4,0 (positivo muito
alto; razdo da amostra entre 3 e 4); 2,3 (positivo alto; razdo da amostraentre 2 e 3) e 1,2
(positivo baixo; razéo da amostra entre 1,1 e 1,5). Em trés amostras os resultados foram
considerados duvidosos (razdo da amostra entre 0,9 e 1,1, segundo as instrucbes do

fabricante).

5.3 Detecéo de DNA de Leishmania
O DNA de L. infantum foi amplificado em apenas 1 (1,4%) das 68 amostras de

sangue periférico testado através da PCR convencional (Figura 12). Através da técnica
de “Nested”- PCR (Figura 13) amplificou-se 0 DNA do parasita em 17 (25%) amostras.
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A quantificacdo de &cidos nucleicos através de espectrofotometria revelou o
insucesso de obtencdo de DNA em 13 das 75 amostras de pele processadas. Todas as
amostras de pele das quais se obteve DNA (n=62) foram negativas para a presenca do

parasita através das técnicas de PCR convencional e “Nested”-PCR.
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Fig. 12 Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os resultados da amplificacdo de
DNA de L. infantum com os “primers” MC1 ¢ MC2: M: Marcador 100pb; Linha 8
amostra positiva; CN: controlo negativo; CP: controlo positivo.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 CN2 CN1cCP

Fig. 13 Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os resultados da amplificacdo de
DNA de Leishmania spp. através da técnica de “Nested” —PCR. M: Marcador 100pb;
Linhas 1, 6, 8, 9, 10 amostras positivas. CN2: controlo negativo da 22 reacdo; CN1:

controlo negativo da 12 rea¢do; CP: controlo positivo.
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Caracterizacao dos gatos expostos/infetados por Leishmania

Tendo em conta que foram considerados como expostos ou infetados pelo
parasita 0s animais cujas amostras se revelaram positivas para pelo menos uma das
técnicas utilizadas no estudo (Tabela 3; ANEXO 1), a prevaléncia da infecdo por
Leishmania obtida neste estudo foi de 29,3% (22/75).

Dos 22 gatos que foram positivos para pelo menos uma das técnicas, 15 (68,1%)
eram do género feminino e 6 (27,2%) do género masculino (em apenas um gato nao se
obteve informacdo da género). Apenas uma das amostras (AL26) foi considerada
positiva por quatro técnicas (IFI, CIE, ELISA e nPCR).

Tabela 3 Resumo dos resultados obtidos através das técnicas de diagndsticos utilizados
no estudo.

Testados Positivos (n/%)

Meétodos seroldgicos 68 4 (6,0%)
IFI 66 2 (3,0%)

CIE 68 2 (3,0%)

ELISA 61 3 (4,9%)

Meétodos Moleculares 68 18 (26,4%)
cPCR Sangue 68 1(1,4%)

nPCR Sangue 68 17 (25%)
CPCR Peles 62 0 (0%)
nPCR Peles 62 0 (0%)

Legenda: IFI- Imunofluorescéncia indireta; CIE- contraimunoeletroforese; ELISA
“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay “, cPCR - PCR convencional; nPCR -
“Nested”-PCR.
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O Unico animal (AL23) com resultado positivo através da técnica de PCR
convencional, era do género feminino, tinha a pelagem curta e ndo apresentava sinais
clinicos. Dos 17 gatos onde se amplificou DNA do parasita no sangue periférico através
da técnica de “Nested ”-PCR, 11 eram fémeas, 5 eram machos e um dos gatos ndo tinha
0 genero na ficha de identificacdo. O gato (AL6) que ndo tinha a informacéo do género,
tinha pelagem curta e apresentava lesbes dérmicas (alopecia e/ou seborreia e/ou
ulceragdes). Um dos machos (AL36), também com pelagem curta, apresentava
adenomagalia e uma ferida na pata e aparentava ter 1 ano de idade, estando na categoria
de adulto. Nenhum dos outros animais com resultado positivo através da técnica de
“Nested”- PCR positiva apresentava sinais clinicos.

Das duas amostras de soro onde se detetaram anticorpos do parasita atraves da
técnica de IFI, uma pertencia a uma gata de pelagem curta e que ndo apresentava sinais
clinicos. A outra amostra positiva pertencia a um gato de pelo curto (idade
desconhecida) que ndo apresentava sinais clinicos; esta amostra foi também considerada
positiva através das outras duas técnicas seroldgicas utilizadas no estudo, e 0 DNA do

parasita foi detetado no sangue periférico atraves da técnica de “Nested”-PCR.

A outra amostra considerada como positiva através da técnica de CIE pertencia a
um gato do género feminino, de pelagem curta enquanto as outras duas positivas por
ELISA pertenciam a um gato (AL 42) e a uma gata (AL 69) que ndo apresentavam

sinais clinicos compativeis com a parasitose em estudo.

N&o se verificou nenhuma associacdo significativa entre as variaveis género e
sinais clinicos e a detecdo de DNA do parasita ou a presenca de anticorpos especificos
anti-Leishmania (p>0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4 Avaliagdo das variaveis “género ¢ sinais clinicos” e a dete¢cdo de DNA do
parasita e/ou a presenca de anticorpos especificos anti-Leishmania.

Varidvel/categoria N° de gatos testados (%) N° de gatos positivos (% | IC 95%)

Género 66 X°=1,010;: gl =1; p=0,315
Feminino 43 (65,2) 15 (34,8 | 21,0-50,9)
Masculino 23 (34,8) 6 (26,0]10,2-48,4)

Sinais clinicos 69 p =1,000
Ausentes 66 (95,7) 20 (30,8 | 19,5-42,8)
Presentes 3(4,43) 2 (33,3]0,9-99,1)

Total 75 22 (29,3] 18,24-39,6)
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6. Discussao

A Leishmaniose zoonotica causada pelo parasita Leishmania infantum € um
grave problema de Medicina Veterinaria e de Saude Publica na bacia do Mediterraneo e
na América do Sul. A leishmaniose é endémica em Portugal, tendo-se obtido num
rastreio nacional realizado em 2009 uma seroprevaléncia global de leishmaniose canina
de 6,3%, com prevaléncias superiores a 12% nos distritos de Castelo Branco, Beja e
Portalegre e de 4,7% no distrito de Faro (Cortes et al. 2012). Apesar do cdo ser
considerado o principal hospedeiro e reservatorio do parasita, nos ultimos anos o
nimero de casos de infecdo por L. infantum e de leishmaniose nos gatos tem
aumentado, questionando o papel destes animais na epidemiologia da doenca (Pennisi et
al. 2016; Maia & Campino, 2011). Estudos abrangendo Portugal continental mostraram
prevaléncias de detegdo de DNA de Leishmania de 0,3% em gatos do norte e centro
(Vilhena et al. 2013) e de 9,9%, no sul (Maia et al. 2014). Para além da detecdo do
parasita e de anticorpos (Duarte et al. 2010; Pinto, 2013; Vaz et al. 2005) anti-
Leishmania (Cardoso et al. 2010; Maia et al. 2008; 2010; 2015a; Vilhena et al. 2013),
varios casos de leishmaniose felina tém sido relatados (Durdo et al. 1994; Marcos et al.
2009; Sanches et al. 2011; Maia et al. 2015b; Pimenta et al. 2015; Basso et al. 2016).
Como o papel dos gatos na epidemiologia das leishmanioses ndo esta clarificado, o
presente estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia da infecdo por Leishmania
em gatos errantes da regido do Algarve. Para tal, foi estudada uma amostra de 75
animais através de tecnicas seroldgicas (CIE, ELISA, IFI) e de técnicas moleculares
(PCR convencional e “Nested”-PCR).

Considerou-se como expostos/infetados por Leishmania os animais com pelo
menos uma das técnicas positivas. A prevaléncia de infecdo por Leishmania de 29,3%
(22/75) obtida no presente estudo, foi superior a do trabalho realizado por Ramos
(2012) de 4,6% em 217 gatos provenientes da mesma regido; esta diferenca podera estar
relacionada com: (i) a populacdo em estudo; no presente trabalho apenas foram
avaliados gatos errantes, 0s quais por norma ndo recebem cuidados médico-veterinarios,
encontram-se subnutridos, parasitados e uma vez que permanecerem no exterior, estéo

expostos a um maior contacto com o vetor; (ii) a oscilacdo da prevaléncia da infecéo, a
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qual varia ao longo dos anos, estando relacionada com a densidade flebotominica e com
0 numero de fleb6tomos infetados; (iii) 0 nimero de técnicas utilizadas (no presente
estudo foram utilizadas cinco e no trabalho de Ramos apenas duas), assim como com a
diferente sensibilidade e especificidade das mesmas na detecdo de anticorpos e/ou do

parasita.

A utilizacdo da técnica de PCR para diagnostico é fidvel, relativamente rapida,
reprodutivel e muito mais sensivel do que os métodos parasitolégicos convencionais e
serolégicos (Paltrinieri et al. 2010). Embora os tecidos comumente utilizados para a
pesquisa de Leishmania spp. em cdes sejam aspirados de medula éssea, de ganglio
linfatico e pele, estas amostras bioldgicas sdo obtidas por técnicas invasivas,
incompativeis com a realizacdo de estudos epidemiolégicos onde um elevado nimero
de amostras tem de ser processado (Maia, 2006; citado por Maia & Campino, 2008).
Relativamente aos gatos, e devido a dificuldade de manuseamento dos mesmos, a
obtencdo de uma amostra de sangue periférico é a de mais facil obtencdo. Como tal, a
colheita de sangue periférico no presente estudo, permitiu simultaneamente a obtencédo
de soro e de amostra para pesquisa do material genético do parasita, tendo-se detetado
DNA de Leishmania utilizando a PCR convencional numa amostra de sangue (1,4%) e
em 17 (25%) usando a técnica de “Nested”-PCR. As 16 amostras em que o DNA do
parasita apenas foi detetado através da técnica de “Nested”-PCR pode ser explicado por
esta apresentar uma maior sensibilidade devido a realizacdo de dois processos de
amplificagdo do material genético com dois pares de “primers ” diferentes (Paltrinieri et
al. 2010). Uma vez que as amostras foram colhidas durante a época de atividade
flebotominica (i.e. durante a época de transmissdo do parasita) ndo se pode descartar
que se trate de uma contaminacdo natural com o DNA do parasita ou de uma infecédo
transitoria. De modo a obter um valor da prevaléncia da infecdo mais proximo da
realidade, o ideal seria testar este tipo de amostra fora da época de atividade dos vetores
e/ou testar varios tecidos do mesmo animal (Chatzis et al. 2014). Como no ambito do
programa de esterilizacdo, e de modo a identificar os animais ja intervencionados, a
ponta da orelha esquerda é cortada, foi possivel avaliar a presenca de Leishmania neste
tecido; contudo ndo se detetou material genético do parasita em nenhuma das 62
amostras de pele, 0 que podera estar relacionada com o facto da disseminacdo do

parasita nos diferentes tecidos e 6rgdos ser heterogénea (Maia & Campino, 2008) ou
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porque a disseminacdo para este tecido acontecer em estadios mais tardios da infecdo
(Travi et al. 2001).

De qualquer modo, a prevaléncia de infecdo obtida através da técnica de
“Nested”- PCR (25%) foi superior a obtida por Maia et al. (2014) em gatos errantes e
domésticos do distrito de Faro, demonstrando a suscetibilidade desta espécie animal ao

parasita.

Apenas dois dos animais em estudo dos quais se amplificou DNA do parasita a
partir do sangue periférico apresentavam sinais clinicos compativeis com leishmaniose
(nomeadamente lesbes cutaneas e linfoadenomegalia) corroborando por um lado os
resultados obtidos por outros autores de que estes sdo as manifestagdes clinicas mais
comuns (Pennisi et al. 2015 e Soares et al. 2016), e por outro, que em regides
endémicas a maioria dos animais parasitémicos ndo desenvolvem sintomatologia (Maia
et al. 2010 e Pennisi et al. (2012), o que de acordo com Chatzis et al. (2014) podera ser
explicado pela resisténcia natural dos gatos ao parasita ou ao desenvolvimento de

doenca.

Nos 16 animais em que apenas se detetou material genético do parasita no
sangue periférico, pode ainda considerar-se a hipdtese de se tratar de infecdes recentes,
em que ainda ndo tenha havido producdo de anticorpos especificos, ou que estes ndo
sejam detetaveis pelas técnicas utilizadas. A ndo producdo ou o baixo nivel de
anticorpos poderéa estar ainda relacionada com o fato da forma clinica mais comum em
gatos ser a cutdnea e ndo a visceral, evitando a disseminacéo sistémica dos parasitas e a
consequente producdo de anticorpos (Solano-Gallego et al. 2007; Cardoso et al. 2010;
Maia & Campino, 2011).

Neste trabalho detetaram-se anticorpos anti-Leishmania em 2 animais pela
técnica de IFI (titulos 8, 32), em 2 por CIE e em 3 por ELISA.

A seroprevalencia de 3,0% (2/66) obtida através da técnica de IFI foi superior a
de Faria (2008) e Duarte (2010) de 0% e 0,6% obtidas em gatos errantes e inferior a de
Garrido (2012) de 16,8% obtida em gatos errantes e domésticos. A diferenca entre
prevaléncias podera estar relacionada com a diluicdo de soro usada como limiar de

positividade. Tendo em conta a suposi¢do de que a resposta imunitaria humoral felina a
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infecdo por Leishmania spp. seja diferente da canina, nomeadamente que o titulo de
anticorpos produzido pelos felinos seja muito reduzido (Maia & Campino, 2011b),
optou-se por considerar positivos as amostras com um titulo >8. De facto, e até ao
momento ndo existe um limiar de positividade universalmente aceite para a técnica de
IFI aplicada a soros felinos, evidenciando a necessidade de otimizar o valor de
significancia desta técnica de modo a permitir a comparacdo de resultados entre
laboratdrios. De acordo com Pennisi et al. (2012) o limiar de positividade para a infecéo
felina por Leishmania spp. devera ser idéntica a utilizada em amostras caninas,
nomeadamente >80. Contudo até ao momento o limiar de positividade utilizado nos
diversos estudos em Portugal tem variado entre 2 e 180 (Duarte et al. 2009; Maia et al.
2010).

Apesar de ser uma técnica qualitativa, a técnica de CIE é bastante util no rastreio
de casos em estudos epidemioldgicos (Safi & Evans, 1989). Uma das vantagens da
técnica € a precocidade em detetar soros com imunoglobulinas anti-Leishmania,
contudo ndo permite distinguir entre a fase aguda e a fase remissiva da infecdo, pelo que
a detecdo no presente estudo de anticorpos em dois animais através desta técnica ndo
permite determinar se 0s animais apresentavam infecdo ativa ou se 0s anticorpos eram
residuais (Millesimo et al. 1996; Baleeiro et al. 2006).

Outra das técnicas seroldgicas utilizadas em estudos epidemioldgicos é a ELISA,
pela vantagem de analisar simultaneamente um elevado nimero de amostras. A detecao
de anticorpos especificos contra o parasita em amostras felinas tem variado entre os
0,6% em gatos errantes e domésticos e os 13,2% em gatos errantes, utilizando
antigénios produzidos em condi¢des laboratoriais. Neste estudo foi utilizada uma
ELISA comercial (LeisScan®) desenvolvida para o diagndstico laboratorial de LCan
sendo considerada por alguns autores como o teste mais adequado para detetar a infegéo
por L. infantum em cées (Rodriguez et al. 2013; Solano-Gallego et al. 2014). A detecéo
de anticorpos anti-parasita em 3 das amostras refor¢a o resultado obtido por Pinto
(2013) em como este kit pode ser usado para a detecdo da exposicdo/infecdo por

Leishmania em gatos.

E importante salientar que, para além dos animais considerados seropositivos

ndo apresentarem sinais clinicos, os titulos de anticorpos especificos contra o parasita
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detetados eram baixos, o que dependendo da sensibilidade da técnica podera levar ao
subdiagndstico da infecdo, tendo consequéncias ao nivel epidemiolégico, uma vez que
estes animais poderdo transmitir e disseminar o0 parasita aos vetores e,
consequentemente, a outros hospedeiros vertebrados (Maia et al. 2008). Por outro lado,
o fato dos resultados obtidos através das trés técnicas seroldgicas apenas serem
concordantes num animal reforca a necessidade de padronizar protocolos, estabelecer
limiares de positividade e definir uma técnica “gold standard”, tal como ja se encontra
feito no caso da LCan (Mir¢ et al. 2014).

As diferencas entre a prevaléncia obtida através de técnicas seroldgicas e
moleculares em estudos epidemioldgicos sdo de esperar, uma vez que a serologia
reporta a exposicdo a infecdo, através da detecdo de anticorpos (Martin-Sanchez et al.
2006) e as técnicas moleculares avaliam a presenca de infecdo através da pesquisa de
DNA parasitario. Na maioria dos estudos realizados até hoje, a sensibilidade da detecao
do parasita foi muito superior através de PCR comparativamente a serologia (Martin-
Sanchez et al. 2007; Ayllon et al. 2008; Maia et al. 2010). Nos gatos, o diagnostico
definitivo é normalmente conseguido através de métodos diretos como a citologia,
cultura in vitro ou técnicas moleculares (Gramiccia, 2011).

De modo a relacionar os resultados seroldgicos e moleculares com as variaveis
em estudo, fez-se a recolha de dados epidemioldgicos aquando das colheitas,
nomeadamente, género, idade, pelagem e a presenca de sinais clinicos compativeis com
a parasitose em estudo. Contudo em alguns casos as fichas individuais ndo foram
devidamente preenchidas, ndo tendo sido possivel obter estes dados quer para todas as

variaveis, quer para todos os animais.

ApoOs analise estatistica, verificou-se a inexisténcia de uma associagdo
significativa entre os dados epidemioldgicos analisados e a presenga/exposicdo ao
parasita, corroborando os resultados obtidos em estudos anteriores onde nédo foi
encontrada uma relacdo entre a prevaléncia de infecdo e o género (Solano-Gallego et al.
2007; Diaknou et al. 2009) ou a presenca de sinais clinicos (Maia et al. 2010). Contudo,
e apesar de ndo ser estatisticamente significativo, a maioria dos animais
expostos/infetados eram do sexo feminino confirmando os resultados obtidos em gatos
domésticos de Italia (Pennisi, 2002) e contrastando com os resultados obtidos em gatos

domeésticos do norte de Portugal (Cardoso et al. 2010). Por outro lado, este resultado
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poderd ter sido influenciado pelo facto da amostra em estudo ser constituida
maioritariamente por fémeas (43/72).

Em suma, este estudo reforca a ideia de que os gatos entram frequentemente em
contacto com o parasita e que a leishmaniose deve ser tida em consideracdo no
diagnéstico diferencial de patologias felinas, principalmente em areas endémicas, como

é aregido do Algarve.
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7. Conclusao

A leishmaniose causada por L. infantum, é uma zoonose endémica na bacia
mediterranea. O aumento do nimero de infecdes e casos de doencas relatados nos
ultimos anos, juntamente com a prevaléncia de infecdo por Leishmania obtida no
presente estudo sugerem que 0s gatos possam atuar como reservatorio secundario do
parasita em vez de hospedeiro acidental.

Este estudo aponta também para a necessidade de alertar os médicos veterinarios
de incluir esta parasitose do diagndstico diferencial de patologias felinas em gatos que
residam ou que visitem zonas endémicas. A falta de diagnostico da infecdo por
Leishmania em gatos que residam em areas endémicas subestima o risco de transmissao
do parasita para os fleb6tomos, podendo contribuir para a manutencdo do seu ciclo
biolégico. O aumento da prevaléncia de infecdo por Leishmania em gatos podera
também estar relacionado com o aumento da utilizacdo de inseticidas/repelentes como
medida preventiva contra a leishmaniose em cées, tornando assim 0s gatos uma das
principais fontes sanguineas do flebétomo (Pimenta et al. 2016). Tendo em conta a
inexisténcia quer de vacinas contra a leishmaniose quer de inseticidas ou repelentes
contra os fleb6tomos que possam ser aplicados na populacdo felina, todos os produtos
atualmente registados contra estes insetos sdo a base de piretrdides, os quais sdo
extremamente tdxicos para gatos (Basso et al. 2016). Seria importante o0
desenvolvimento de agentes profilaticos que protegessem os gatos quer contra a infecédo
por Leishmania spp. quer do contacto com os vetores.

Este estudo reforca assim a necessidade de se implementar medidas profilaticas

contra esta zoonose, com a finalidade de proteger a satde animal e pablica.
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ANEXOS

Resultados de todas as técnicas.

Amnexos
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Amostra

“Nested”-PCR
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36 - v - - -

38 - - - Duvidoso -

39 - - - - -

40 - v - i

42 - - - v baixo -

43 - - - - -

44 - - - -

45 - - - - -

46 - - - : .

47 - v - - -

48 - - - - -

49 - v - - -

50 - - - - v

51 - - - - -

52 - v - - -

53 - - - - -

54 - - - - -

56 - - - - -

57 - - - - -

58 - - - : i

59 - - - - -

60 - - - - -

61 - - - - -

62 - - - i i

63 - - - -

65 - - - - -

66 - - - - -

67 - - - - -

68 - - - - -

69 - - - v -

70 - - - - -

71 - - - - -

72 - - - - -

73 - - - - -

74 - - - - -

75 - - - - -

Legenda: v: detecdo de anticorpos circulantes anti-Leishmania spp. no caso das técnicas
serologicas e amplificacdo de DNA de Leishmania no caso das técnicas moleculares;

— : auséncia de detecdo de anticorpos circulantes anti-Leishmania spp. através das técnicas
serologicas e auséncia amplificacdo de DNA de Leishmania spp. atraves das técnicas
moleculares.
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Ficha de identificacdo

Amnexos

Institute de Higiene e Medicina Tropical
Unidade de Parasitologia Medica
FPesquisa de Leishmania em galos

Data da colheita: N Y . v & |
ldentificagio do animal

Mame: Data masc. (ou idade aprox):

Raga: Pelagem: Curta |:| Media |:| Comprida |:|

Freguesia onde vive o animal:

Concelho onde vive o animal:

Se clinicamente suspeito, por favor indique os sinais clinicos presentes:

Lesdes dérmicas (alpécia efou seborreia efou ulceragbes) I:l

Linfadenopatia Lesdes oculares
Perda de peso progressivo Epistaxs

Atrofia muscular Claudicagdo
Diminuigdo do apetite Palidez das mucosas
Febra Puoliiria e Polidipsia
Letargia ‘amito efou Diarreia

Doengas concomitantes:

MEo [ ] sim [ | Qual?

Material bickagico:

Sangue em tubo seco |:|
Sangue em twbo cf EDTA |:|

Outro

Colheita efectuada por:
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