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REsumo

Diante dos varios e emergentes relatos infeccdo de gatos domésticos
(Felis catus) pelos protozoarios Leishmania sp, incluindo Leishmania
(Viannia) brazliensis (LVb), tem sido especulada a potencialidade destes
animais como reservatorios do parasito em areas endémicas. Objetivando
clarear parte desta especulagao este trabalho apresenta seis experimentos
distribuidos em trés etapas gerais: (1) conhecer suscetibilidade de gatos a
infeccdo experimental com LVDb; (2) verificar a competéncia e a capacidade
de infeccao de flebotomos apds contato com gatos; (3) avaliar a ocorréncia
de infec¢do natural de gatos por LVb. Para comprovar a primeira etapa foram
realizadas trés infecgdes experimentais via intradérmica com uma
concentragio de 10" promastigotas seguindo os protocolos: (a) duplos e
simultaneos sitios (orelha e nariz— n= 13) e (b) sitio unico (orelha — n=18),
ambos (a e b) com cepa isolada de paciente humano; (c¢) indculos simples
(orelha — n=6) com cepa isolada de caso felino. Os gatos submetidos aos
inoculos duplos com cepa de LVb humana apresentaram quadro clinico-
patologico semelhantes aos casos humanos Leishmaniose Tegumentar
Americana e com pico de anticorpos anti-Leishmania coincidindo com o
decréscimo do tamanho das lesdes. Entretanto, o grupo submetido ao ino6culo
unico, apesar de semelhancas no periodo de incubacdo, teve o
desenvolvimento das lesdes mais tardiamente. Por outro lado, o grupo
inoculado com cepa de LVb felina ndo apresentou alteragdo clinica digna de
nota. Para avaliar a segunda etapa, (a) gatos ndo-infectados com Leishmania
sp foram submetidos aos flebotomos para verificar taxas de ingurgitamento,
bem como (b) a preferéncia alimentar destes dipteros em condi¢cdes de
campo em relag@o a potenciais hospedeiros reservatorios de LVD, incluindo o
gato. Além disso, (c) os gatos da segunda infecgdo experimental com LVb
foram submetidos ao xenodiagnodstico. De maneira geral, a taxa de
ingurgitamento dos flebotomineos em contato com os gatos e em condi¢des
laboratoriais foi alta. Ademais, o trabalho a campo mostrou uma menor
atratividade do gato quando comparado ao c3o, porém, as fe€meas
ingurgitadas foram numericamente superiores na armadilha do gato quando
comparada ao cdo. No xenodiagndstico, um gato foi positivo sendo
encontradas formas promastigotas em um flebotomineo de 224 avaliados
aos 22 meses p.l.. Na terceira etapa deste trabalho, os dados disponiveis
referem-se a dois casos suspeitos de LF cujo diagnosticos foram
Criptococose e Histoplasmose. O inquérito sorologico estd em fase de
realizagdo ndo sendo obtidos os resultados até a presente data. De antemao,
os dados obtidos até o momento, leva-nos a concluir que gatos domésticos
agregamtodas as condigdes de um potencial reservatorio de LVb. Entretanto,
os estudos epidemiologicos sdo necessarios para avaliar o real papel destes
animais na transmissao da leishmaniose em areas endémicas.
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ABSTRACT

Due to the several and emerging reports of infection of domestic cats
(Felis catus) by Leishmania sp, including by Leishmania (Viannia)
braziliensis (LVb), the potentiality of these animals as Leishmania-reservoir
hosts in endemic foci has been speculated. Aiming to clear part of this
speculation, this study was distributed in three general stages: (1) to know the
susceptibility of cats to experimental infection with LVb; (2) to verify the
competence and capacity of phlebotomine infection after contact with cats;
(3) to evaluate the occurrence of natural infection of cats by LVb. Three
experimental infections with 10 promastigotes, by intradermic route, were
carried out to know the first stage as follow: (a) double and simultaneously
sites of inoculum (ear and nose — n = 13) and single site of inoculum (ear — n
= 18), both (a and b) with human LVDb strain; (c) single site of inoculum (ear —
n = 6) with feline LVb strain. Cats infected in double sites with human LVDb
strain showed similar clinic-pathological picture to the natural human and
canine American Tegumentary Leishmaniasis. The higher level of anti-
Leishmania antibody had coincidence with the decrease of lesion size.
However, the animals inoculated in single site, in spite of the similarity of
incubation period, had lesion development later than the group of double site
inoculation. On the other hand, the cats infected with feline LVb strain had not
show cutaneous manifestation. To evaluate the second stage of this study, (a)
Leishmania sp-no infected cat were submited to the contact with
phlebotomines to verify theirs behaviour and engorgement rate, as well as (b)
to the host feeding preference of these dipterous in field condition in relation
of potential LVb-reservoir hosts, including the cat. In addition, (c) the cats
experimentally infected with LVb (second experiment) were submitted to the
xenodiagnosis. In general, the engorgement rate of phlebotomines in
laboratory condition was high. In adittion, the filed trial showed that the cat
had lower attractiveness by phlebotomine than dog, although the engorgement
phlebotomine females were higher in cat’s trap than dog’s trap. One cat was
positive in xenodiagnosis which promastigotes forms were found in one
phlebotomine out of 224 evaluated at 2'2 months p.i. In the third stage of this
study, the data were two suspicion of feline leishmaniasis whose definitive
diagnosis were criptococossis and histoplasmosis. The seroepidemiological
study of cats from the Ceard State is still under accomplishment. Up to now,
the data lead us to conclude that domestic cats join all conditions of the
potential LVb-reservoir host. However, the epidemiological study is necessary
to evaluate the real role of these animals in the leishmaniasis transmission in
the endemic foci.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sao um grupo de doengas zoonoéticas, de grande impacto
em saude publica mundial, causadas por diferentes espécies do protozodario difasico do
género Leishmania. Como doenga de ciclo indireto, o protozoario ¢ transmitido pela
picada de flebotomineos, cujos géneros, Phlebotomus e Lutzomyia, sdo encontrados no
Velho e Novo Mundo, respectivamente (KENNER et al., 1999). A diversificacdo das
espécies de Leishmania é responsavel pela forma da doenga que manifesta em seu
hospedeiro, dentre elas, destacamos as Leishmanioses Visceral (LV) e Tegumentar

(LT).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2005) as leishmanioses
afetam 12 milhdes de pessoas em 88 paises, e estima-se que 350 milhdes estejam
expostas ao risco de infec¢do por diferentes espécies de Leishmania. A OMS salienta
ainda, que a incidéncia anual ¢ de 2 milhdes, sendo 1,5 milhdes de leishmaniose
tegumentar (LT) e 0,5 milhdes de leishmaniose visceral (LV), e estd claro que os
dados oficiais sdo freqlientemente subestimados em relacdo a realidade, ja que sao

obtidos exclusivamente pela deteccdo de casos.

Alguns canideos, em especial os cies domésticos (Canis familiares), sdo
incriminados como hospedeiros reservatorios dos protozoarios L. infantum (=L.
chagasi) para transmissdo humana, ocasionando a LV. Além disso, em locais onde ¢
endémica, a LTA humana vem crescendo, sendo atribuido ao cdo também, o papel de
hospedeiro reservatorio, principalmente em casos de infecgdo por L. braziliensis
(MADEIRA et al., 2003). Sabe-se que o cdo, além de transmitir o protozoario ao
vetor, também padece da doenga. Desta forma, com o intuito de minimizar a infecg¢ao
tanto em seres humanos quanto de caes, estudos tem sido voltados ao bloqueio da

cadeia de transmissdo, tendo como objeto alvo, os flebotomineos (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997, DAVID et al., 2001; OLIVEIRA-LIMA et al., 2002a;
OLIVEIRA-LIMA et al.,, 2002b; DA VIES et al., 2002; MAROLI et al., 2002).
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Pesquisas de sucesso tém comprovado a diminuicdo da soroconversao em ambos 0s
hospedeiros com a utilizagdo de coleiras impregnadas com deltametrina em caes de
areas endémicas (BADARO et al., 2002). Por outro lado, advindo deste promissor
controle, tem sido especulado o possivel papel de outros animais como hospedeiros
reservatorios de Leishmania (PENNISI, 2002) e/ou mesmo padecendo da enfermidade,
uma vez que, ambos, vetor e protozoario, podem adaptar-se a novos hospedeiros, caso
ndo encontrem mais ambiente propicio nos caes portadores de coleiras “anti-
flebotomos”. Dentre os animais domésticos, o gato vem despontado como um
provavel candidato (PENNISE, 2002; KILLICK-KENDRICK, 2002; SIMOES-
MATTOS et al., 2004; SIMOES-MATTOS, 2005). Esta afirma¢io vem baseada nos
recentes relatos de casos clinicos de leishmaniose felina (LF — SIMOES-MATTOS et
al., 2004a; SIMOES-MATTOS, 2005; DANTAS-TORRES et al., no prelo). Diante
disso, apesar de serem considerados de rara ocorréncia, casos de LF com
manifestacdes cutaneas e/ou implicacdo visceral, associados a esta doenca, vém sendo
relatados na América, Europa, Asia e Africa. Além disso, inquéritos epidemiologicos
(sorolégicos e parasitologicos) realizados em vérios paises, tém demonstrado taxas

consideraveis de infec¢do nesta espécie animal (SIMOES-MATTOS et al., 2004a).

Assim, a suposi¢cdo sobre o papel do gato doméstico (Felis catus) como
hospedeiro reservatorio, em alguns focos endémicos, tem sido freqlientemente
comentado. Entretanto, de forma geral, em doencas de ciclo indireto, alguns requisitos
sdo indispensdveis para considerar uma espécie animal como hospedeiro reservatorio:
(a) encontrar casos de infeccao natural pelo bioagente; (b) ser suscetivel a reproducao
experimental da infec¢do e albergar o agente infectivo por um periodo; (c) ser atrativo
ao vetor (d) o vetor ter capacidade de se infectar em contato com a espécie animal

infectada com o bioagente.

Para CHABLE-SANTOS et al. (1995) cinco critérios devem ser considerados
para qualificar um reservatorio primario: (1) superposicdo da distribuigdo geografica e
temporal dos reservatorios e vetores; (2) sobrevivéncia do hospedeiro reservatdrio

suficientemente longa para garantir a transmissao; (3) prevaléncia da infeccao entre os
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reservatorios em niveis superiores a 20%; (4) manutengcdo do parasito na pele ou
sangue em quantidades suficientes para infectar facilmente o vetor e (5) a espécie de

parasito encontrada no reservatdrio € no homemser a mesma.

Ademais, SHAW (1988) salienta que os hospedeiros podem ser
classificados em trés tipos: (1) reservatorio primario, como o hospedeiro responsavel
pela manuten¢ao do ciclo do parasito na natureza; (2) reservatorio secundario, como
aquele que ¢ infectado e serve como fonte de infecgdo para o vetor, porémnao ¢ capaz
de manter o ciclo indefinidamente; (3) hospedeiro acidental, aquele que se infecta, mas

nao representa fonte de infecgao.

Assim, cada um desses requisitos devem ser cuidadosamente analisado e
considerado, quando nos casos de infecgdo por Leishmania em gato, para incrimina-lo

como hospedeiro reservatorio.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

Para NEVES (1997) ndo ha davidas de que a leishmaniose tegumentar seja uma
antiga doenca do homem. Descri¢cdes de leishmaniose cutinea podem ser encontradas
no primeiro século d.C., na Asia Central. As lesdes nos doentes eram referidas de
acordo com a regido geografica em que ocorriam. Sendo assim, foi atribuido o nome
de doenga de ferida de Balkh aos doentes de uma cidade no norte do Afeganistdo. Da
mesma forma, botdo de Aleppo, na Siria e, botdo de Bagda, no Iraque, o que mais

tarde passou a ser conhecida pelos viajantes como Botao-do-Oriente.

Na América, a documentagdo mais antiga data da época pré-colombiana (400 a
900 d.C.) em obras arqueologicas de ceramicas equatorianas e peruanas, os chamados
potes Mochica e Huacos, que exibem faces humanas com deformidades nas narinas e
labios, semelhantes as lesdes destrutivas da forma cutaneomucosa (AZULAY, 1952;
NEVES, 1997). Ademais, com estes achados, AZULAY (1952) comentou, em sua
obra, ser bastante evidente o fato da LTA ser uma enfermidade autoctone do

continente americano.

As primeiras descri¢des clinicas de LTA remontam do século X VI, por Oviedo,
em 1535, e Pizzarro, em 1571, que fazem alusao a uma doenga que destruia o nariz e
cavidades bucais dos indios na encosta da Cordilheira dos Andes, nos vales onde
cultivavam coca. Foi em 1764 que Bueno publicou observacdes mostrando que no
Peru a leishmaniose cutdnea, ou UTA, era transmitida pela picada de flebotomineos

(NEVES, 1997).

Entretanto, somente em 1885 que Cunningham, na India, fez a primeira
observagao dos parasitos em casos de calazar humano. Em 1898, o cientista russo

Borovsky descreveu, com detalhes, estes parasitos em casos de leishmaniose cutanea
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humana sem lhes dar nome ou estabelecer sua posicdo sistematica. Em 1903, Ross
criou o género Leishmania e no mesmo ano Wright descobriu o agente etiologico do
botdo-do-Oriente, incluindo-o no mesmo género e pertencente a espécie Leishmania

tropica (NEVES, 1997).

No Brasil, ha suspeitas da ocorréncia de LTA ja no inicio do século XIX, na
regido amazonica. Estas suspeitas baseiam-se em um registro realizado por um
missiondrio catolico que relatava detalhes sobre a presenca de “mosquitos” associados
a severa enfermidade, sendo essa a primeira mencao da existéncia da relagdo da

doenga com transmissao por vetores:

“[...] de los mosquitos y otras muchas especies de moscardones
y de sus picaduras o mordeduras de estos, salen las llagas
asquerosas y muchas de una consecuencia fatal [...] es comin en
todas estas tierras a la par de su fertilidad y humedades, la lepra
y en el quedarse sus narices, sino se vive con precaucion [...];
los mosquitos y demas insectos son si no se tiene cuidado, un
poderoso fomento de las llagas profundas y fétidas in piernas y
brazos, hervor de boca, galito [...].”

(RABELLO, 1925 apud CANTARINO, 1998).

Para ratificar a presenca da LTA no Brasil registrada nos escritos do
missionario, estudos comentam de sua provavel presenca no final do século XIX, mais
especificamente nos anos de 1882, 1884 e 1885. Entretanto, em 1925, Rabello atribuiu
aos modelos de cera do Museu da Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, que
datavam de 1882 e que exibiam lesdes com invasdes de mucosa, o diagndstico de
“lupus vulgar” (CANTARINO, 1998). Por outro lado, segundo AZULAY (1952), em
1895, italianos que regressaram de Sdo Paulo para a Itdlia foram acometidos da doenga
sendo que em um deles a doenga teve inicio em 1884. Entretanto, Cerqueira, desde
1855 ja relatava a presenga de leishmaniose em pacientes por sua semelhanga ao
botao-do-Oriente. Foi entdo que em 1908, durante a construgdo da Estrada de Ferro
Noroeste do Brasil, em Sao Paulo, que ocorreram varios casos, principalmente na
cidade de Bauru, sendo atribuido o nome da enfermidade como ulcera-de-Bauru. Em

1909, Lindeberg, Carini e Paranhos identificaram os parasitos na tlcera-de Bauru os
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quais foram denominados, em 1911, por Gaspar Vianna como Leishmania braziliensis.
Diante desta descoberta, passou a ser possivel mapear a extensdo da endemia de LTA

em todo o territorio brasileiro.

Segundo AZULAY (1952), apesar da doenga ainda ser desconhecida no
inicio do século XIX, a primeira citacdo relacionando a transmissao da leishmaniose
por picada de mosquitos parece ter sido a do missiondrio catolico. Ademais, a
incriminagdo de um vetor do protozoario foi feita por Wenyon em 1913 quando
teorizou a relagdo sazonal da doenca. Entretanto, foram Cerqueira e Beaurepaire-
Aragdo, em 1920, que encontraram evidéncias da transmissdo envolvendo

flebotomineos (NEVES, 1997).

O homem, por muito tempo, foi considerado como a principal fonte de
infec¢do do protozoario. Entretanto, em 1913, Brumpt e Pedroso relataram a
possibilidade de outros animais mamiferos selvagens também o ser. Esta suposicao foi
baseada na ocorréncia de casos de leishmaniose em humanos quando estes adentravam
as florestas inabitadas. Especificamente no Brasil, foram os trabalhos de FORATTINI
(1960) e FORATTINI et al. (1972; 1973) que comegaram a evidenciar a importancia
de roedores como reservatorios de Leishmania da forma tegumentar da doenga. Além
disso, GUIMARAES et al. (1968) ja comentavam que a agdo antropica em focos
silvestres de roedores poderia estabelecer focos endémicos rurais e urbanos tendo o

cdo e até o proprio homem como reservatorios.

2.2 ALTA no Ceara

O Ceara ¢ um dos Estados da Federagdao que tem contribuido com a maior parte
dos casos de LTA no Brasil. Este fato pode estar atribuido, provavelmente, as
peculiaridades de caracteristicas paisagisticas e de ocupacao do espago que favorece a
transmissdo da doenca. Segundo COSTA (1998), dentre os municipios cearenses, o
que mais apresenta casos de LTA ¢ Baturité, sendo o primeiro caso diagnosticado pelo

Servigo Sanitario do Estado em 1939 (VALIM, 1993). Este municipio estd situado a



34

105 km de Fortaleza em regido de serra onde a temperatura média anual ¢ de 27 °C,
com grandes plantagdes de banana. Pelas peculiaridades da regido e forma de

ocupac¢ao do espaco, 0 municipio possui ampla variabilidade paisagistica.

Segundo TOLEDO (1996), a ocupacao do Estado do Ceara, intimamente
ligada a histéria econdmica, teve inicio com a cultura do agtucar no periodo colonial,
com a interiorizacdo em busca de ouro, aldeamento de indios, e pecuaria extensiva
para abastecimento dos engenhos de actcar do litoral, formando assim uma cultura de
subsisténcia. Entretanto, com o declinio do actcar e o surgimento do ciclo do ouro em
Minas Gerais, passam a ter destaques a pecudria cearense (industria de charque) e a
cultura de alimentos de subsisténcia, particularmente em areas de pés-de-serra e

chapada onde as condi¢des de agricultura sdo mais favoraveis.

No final do século XVIII ocorreu um grande fluxo migratorio para outras
regides do pais devido ao crescimento da industria de carne na regido sul, bem como,
mais tarde, ja no século XIX, com a implantacdo da cultura do algoddo, cuja
decadéncia determinou novo refluxo para a produgao de subsisténcia. Foi entdo que
em meados dos anos 30, agravando ainda mais em 50, comecou a crise econdmica do
Estado, intensificada pela seca (TOLEDO, 1996). Para ROSICKY (1967) as mudangas
econdmicas contribuem para produzir reflexos na modificagdo da paisagem
acarretando impactos ambientais capazes de alterar o perfil epidemioldgico e a
distribuicao de doengas que sofram influéncias do ambiente ou de caracteristicas
zoondticas. Para este autor, a variagdo da paisagem, com multiplos habitats, permite o
desenvolvimento e a interagdo de numerosas populacdes animais, inclusive de
parasitos, aumentando a possibilidade de infec¢des eventuais e adaptacdo dos parasitos
a novos hospedeiros. Além disso, a persisténcia da endemia em regido com populagao
assentada e cobertura vegetal muito modificada pelo trabalho humano sinaliza a
hipotese de existir um ou mais ciclos de transmissdo de LTA distintos dos descritos

nas frentes agricolas pioneiras (SABROZA, 1983).
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Atualmente, a LTA no Estado do Ceara ¢ assinalada em 146 municipios

(APENCIDE I) com um total de 10.946 casos humanos registrados de 1996 a 2005
(Figura 1).
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Figura 1. Freqiiéncia anual (1996-2005) de casos de LTA humana

no Estado do Ceara.

Destes municipios, os que apresentaram o maior nimero de casos foram
Baturité (669), Crato (548), Guaraciaba do Norte (411), Itapagé (456), Pacoti (818),
Sao Benedito (812), Tiangua (428), Ubajara (556) e Vigosa do Ceara (882).

De acordo com a Secretaria de Saude do Estado do Ceara (SESA/CE), o
complexo serrano Macico de Baturité abrange oito municipios pertencentes a 4* Célula
Regional de Saude, a saber: Baturit¢, Guaramiranga, Aracioaba, Capistrano, Mulungu,
Pacoti e Aratuba. Este complexo ¢ considerado endémico para LTA humana, porém o
numero de casos vem diminuindo a cada ano (Figura 2). Pacoti, municipio alvo deste
trabalho, apresentou o maior nimero de casos (Figura 3) entre os municipios

pertencentes ao Macico de Baturité.
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Figura 2. Freqiiéncia anual (1996-2005) de casos de LTA humana

no Macico de Baturité.
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Figura 3. Freqiiéncia anual (1996-2005) de casos de LTA humana

em Pacoti.

2.3 Agente etiologico, vetores e distribuicdo geografica.

Segundo FUNASA/MS (2000), no Brasil ha diferentes subgéneros e

espécies de Leishmania implicadas na epidemiologia da forma tegumentar da doenga,
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sendo as mais importantes: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania

(Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis.

A Leishmania (Leishmania) amazonensis encontra-se distribuida pelas
florestas primdarias e secundarias da Amazonia (Amazonas, Pard, Rondonia e sudoeste
do Maranhdo), particularmente em 4reas de igapd e de floresta tipo “varzea”. Sua
presenca amplia-se para o Nordeste (Bahia, Ceard, Piaui), Sudeste (Minas Gerais) e
Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso). Seus principais vetores sdo os Lutzomyia
flaviscutellata, Lutzomyia reducta e Lutzomyia olmeca nociva (Amazonas e

Rondo6nia), tém habitos noturnos e vdo baixo e sdo pouco antropofilicos.

Ja a Leishmania (Viannia) guyanensis, aparentemente encontra-se limitada
ao norte da Bacia Amazonica (Amapa, Roraima, Amazonas e Pard) e estendendo-se
pelas Guianas, principalmente em florestas de terra firme, em dreas que ndo sofrem
alagamentos em periodo de chuvas. Os vetores sdo Lutzomya anduzei, Lutzomyia
whitmani e Lutzomyia umbratilis, sendo este ultimo considerado o principal vetor,
costumando pousar durante o dia em troncos de arvores e atacar o homem em grande

quantidade, quando perturbado.

Por fim, destaca-se a espécie de maior importancia para este trabalho,
Leishmania (Viannia) braziliensis. Esta possui ampla distribuicdo geografica estando
compreendida do sul do Pard ao Nordeste, regido centro-sul do pais e areas da
Amazonia Oriental. Na Amazonia, a infec¢ao € usualmente contraida em areas de terra
firme. Nos anos 30 e 40, nas regides Sul e Sudeste, a transmissdo encontrava-se
associada aos vetores Lutzomyia whitmani, Lutzomyia pessoai e Lutzomyia migonei,
todos com comportamentos silvestres. Atualmente, nessas regioes, coincidindo com as
antigas areas de Mata Atlantica, L. (V.) braziliensis encontra-se associada a Lutzomyia
intermedia em areas endémicas litoraneas dos Estados do Espirito Santo (Viana), Rio
de Janeiro (capital e interior) e Sao Paulo (Vale do Ribeira), assim como nos vales de
grandes rios do interior de Sdo Paulo e Parand, onde o vetor ¢ encontrado dentro e ao

redor das habitagcdes e em abrigos de animais domésticos. A Lutzomyia whitmani vem
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sendo incriminado como vetor no estado de Minas Gerais ¢ em algumas localidades
no interior da Bahia como o municipio de Trés Bragos. Este vetor ¢ costumeiramente
encontrado nas imediagdes dos domicilios, em plantagdes de bananas e em areas de
florestas. No estado do Ceard, especificamente no Macico de Baturité, area de estudo
de parte desta tese, a principal forma de transmissao da LTA ¢ periurbana e atribuida
ao fleb6tomo Lutzomyia wellcomei, sendo sua presenga relacionada com areas de
florestas. Entretanto, QUEIROZ et al. (1994) incriminaram também o flébotomo
Lutzomyia whitmani como principal vetor de Leishmania braziliensis neste municipio,

atribuindo sua presenga especialmente associada aos animais.

Além das espécies de Leishmania citadas, recentemente foram descritas:
L.(V.) lainsoni ¢ L. (V.) naiffi, com poucos casos humanos no Para; L.(V) shawi

encontradas nos estados do Para e Maranhao.

2.4 Formas evolutivas de Leishmania e seu ciclo de vida

As leishmanias apresentam-se sob duas formas evolutivas distintas:
aflagelada e flagelada (PESSOA & MARTINS, 1988). A forma aflagelada,
denominada amastigota, € ovoide e encontrada predominantemente parasitando células
do sistema fagocito-mononuclear do homem e de animais infectados. Possui
dimensdes variando entre 2 a 6um de comprimento a 1,5 a 3,0um de didmetro. A
forma flagelada, denominada promastigota, ¢ fusiforme e observada no tubo digestivo
do hospedeiro vetor e nas culturas do parasita, medindo entre 14 a 20um de
comprimento por 1,5 a 4um de largura, possuindo nucleo, citoplasma, cinetoplasto e
um flagelo livre. Ambas formas se multiplicam por divisdo binaria (PESSOA &

MARTINS, 1988; DIETZE et al., 1991; NEVES, 1997; REY, 2001).

O flebotomineo transmite os protozoarios sob a forma de promastigotas que
infectam as células do sistema fagocitico-mononuclear (SFM) de humanos ou de
outros mamiferos, transformando-se em formas amastigotas que se dividem

abundantemente, culminando com a ruptura das células, sendo entio novamente
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fagocitados pelo SFM (DIETZE et al., 1991; NEVES, 1997). Ao picar um hospedeiro
infectado, os flebotomineos podem ingerir com o sangue circulante, as formas
amastigotas (DIETZE et al., 1991; REY, 2001). No tubo digestivo destes insetos, as
formas amastigotas transformam-se em formas moveis flageladas, as promastigotas
(DIETZE et al., 1991) em um periodo de 4 a 25 dias (OMS, 2005). As formas
promastigotas podem sofrer multiplicacdo rapida e intensa, bloqueando o
proventriculo do tubo digestivo do flebotomo (DIETZE et al., 1991). Devido a este
bloqueio, o inseto ao picar novamente um hospedeiro sadio ou ndo, podera regurgitar
com o sangue os grumos de leishmanias na forma de promastigota e a transmissao do

ciclo ¢ completada (DIETZE et al., 1991)

2.5 Sintomas nos hospedeiros suscetiveis

Como a manifestacao clinica da LTA estd bem definida em humanos, serao

descritos os sinais e sintomas relacionados, principalmente a este hospedeiro.

Segundo ARIAS et al. (1996) existem pelo menos 14 espécies de
Leishmania identificadas e, pelo menos mais umas quatro ainda ndo definidas que
causam comprometimento tegumentar no homem, podendo manifestar-se sob trés

formas distintas: cutanea (LC), cutaneomucosa (LCM) cutanea difusa (LCD).

A LC consiste em uma ou mais ulceras cutineas que aparecem entre 1,5 a
varios anos (excepcionalmente) apos a picada do flebotomo infectado. Estas tlceras
podem ser pequenas (< 0,25 cm) ou muito grandes (> 30 cm). Classicamente, a lesao
apresenta bordas elevadas com o centro papuloso e umido (Figura 4), porém pode
manifestar-se em formas irregulares ou diferentes deste padrao (Figura 5). Em alguns
casos ocorre comprometimento linfatico, o que indica disseminagdo da enfermidade.
Em certos casos, as lesdes podem ser vegetativas ou verrucosas. Podem aparecer
lesdes satélites a partir de uma lesdo primaria. Conforme o agente etiologico, estas
feridas podem curar-se espontaneamente, responder bem ao tratamento (Figura 6), ou

serem dificeis de curar com medicamentos. Muitas vezes ocorre recidiva devido a um
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tratamento incompleto ou mesmo nao finalizado. Todas as leishmanias ja isoladas no

homem podem determinar LC, inclusive Leishmania chagasi.

A leishmaniose mucocutinea (LMC), também chamada de “espundia”
manifesta-se por uma destrui¢do severa das mucosas nasofaringeas. Esta forma de
leishmaniose normalmente ndo responde bem ao tratamento com medicamentos
antimoniais € muitas vezes requer multiplas sérias de aplicagdes. A metastase aos
tecidos mucosos pode ocorrer simultaneamente a uma lesao cronica de LC, ou pode
apresentar-se até 24 anos depois da infeccao original. Os agentes etiologicos isolados

de pacientes com LCM sao L. braziliensis e L. panamensis.

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) ¢ uma forma disseminada que afeta a
maior parte do corpo de um paciente, semelhante a lepra lepromatosa. E rara (menos
de 500 casos notificados em todo o mundo), e o paciente apresenta uma deficiéncia
imunolodgica especifica. A enfermidade ¢ crdnica recidivante (ndo existe cura) e todas
as lesdes sdo riquissimas em parasitas. A incidéncia de LCD ¢ baixa, mas sdo
encontrados casos desde o México até o Brasil. Nao ¢ conhecida a fisiopatogenia,
porém se estima que possa ser em conseqiiéncia de uma deficiéncia imunoldgica
especifica em combinacdo com um parasito relativamente nao imunogénico. As lesdes
nao estdo isoladas por uma “parede” de linfocitos como nas lesdes classicas de bordo
elevado, e por este motivo ndo se ulceram a ndo ser que sejam traumatizadas. Desta
maneira, os parasitos nao estdo restritos ¢ podem dispersar-se pela superficie da pele,
particularmente em partes com temperaturas mais baixas. Os agentes etiologicos

associados com esta forma sao L. amazonensis e L. mexicana.

Em hospedeiros como os caes, a evolugao clinica da LTA, provocada por L.
braziliensis, manifesta-se normalmente de forma cronica, sem comprometer o estado
geral do animal (MADEIRA et al., 2003). As lesdes podem progredir em nimero e
extensdo, entretanto podem evoluir para cura clinica espontanea com recidivas, ou
acometer tardiamente a mucosa nasal (PIRMEZ et al., 1988; MADEIRA et al., 2003).
Em estudos realizados por MADEIRA et al. (2003) as alteragdes dermatologicas
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sugestivas de LTA, posteriormente confirmada por isolamento do parasito, verificadas
nesta espécie animal, estavam localizadas nas orelhas, bolsa escrotal e focinho, sendo,
a maior parte delas caracterizada como lesdes Unicas, ulceradas ou ulcero-crostosas e
de evolugdo cronica. Em trabalhos piloto realizados em campo por nossa equipe em
caes residentes na Serra de Baturit¢ e com lesdes sugestivas de LTA (dados ndo
publicados) foi observado padrao semelhante ao relatado por MADEIRA et al. (2003)
sendo as lesoes freqiientemente encontradas em orelhas, focinho (Figuras 7, 8 € 9),
saco escrotal (Figura 10), alguns com comprometimento de testiculos (Figura 11) e,

interdigitos (Figura 12).

Em animais, o padrdo clinico da LTA, principalmente em sua forma
cutanea, parece ser semelhante a muitas afeccoes dermatoldgicas, porém ainda ndo
claramente definidas. Dentre elas, podemos citar as afec¢des flingicas como
esporotricose, criptococose, paracoccidioidomicose e histoplasmose. Como afecgdes
neopldsicas destacam-se os carcinomas epidermoides e de células escamosas e os
fibrossarcomas. Destacam-se ainda as dermatites actinicas, granulomas eosinofilicos e

pododermatite plasmocitica, bastantes freqiientes em felinos.

2.6 Alteracoes histoldgicas

Segundo MAGALHAES et al. (1986), o quadro histopatologico geral da
LTA ¢ representado por um infiltrado celular histiolinfoplasmocitario, freqiientemente
acompanhado por reagdo granulomatosa que compromete a derme ou o corion da

mucosa.

A lesdo inicial basica da LTA na forma cutanea ¢ representada por um foco
de proliferacdo de macrofagos na derme, alguns dos quais sdo infectados com
amastigostas, sendo esta reacdo denominada por GRIMALDI-JR (1982) de
histiocitoma. O infiltrado pode conter ainda, em proporgdes varidveis, outras células
como mastocitos e eosindfilos. KENNER et al. (1999) salientam ainda a presenca de

acantose irregular com ou sem ulceragao da epiderme.



Figura 4. Les3o de Leishmaniose Cutanea localizada na perna de um paciente humano
de Baturité (CE-Brasil). Note as caracteristicas da lesao com os bordos elevados, centro
papuloso e timido e com infecgdo secundaria (pus).

Figura 5. Lesdo de Leishmaniose Cutanea no couro cabeludo de uma crianga de aproxi-
madamente 6 anos de idade residente no municipio de Baturité (CE-Brasil).
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Figura 6. Paciente humano de Baturité (CE-Brasil) com lesdo de Leishmaniose cutanea
em processo de cura apds tratamento com antimoniais.

Figura 7. Cao residente no municipio de Pacoti (CE-Brasil) acometido por Leishma-
niose Tegumentar Americana. Note a presenca de pequenas tlceras circundando a re-
gido de narina.
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Figura 8. Cao residente no municipio de Pacoti (CE - Brasil) acometido por Leishma-
niose Tegumentar Americana apresentando severa lesdo ulcerada no focinho.

Figura 9. Vista dorsal do focinho do cao da figura 8. Note a perda parcial do plano na-
sal direito.
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Figura 10. Cao residente no municipio de Baturité (CE - Brasil) exibindo lesdo classica
de Leishmaniose Cutanea no saco escrotal.

Figura 11. Céao residente no municipio de Baturité (CE-Brasil) exibindo severa lesdo de
Leishmaniose Tegumentar Americana em saco escrotal agravada por miiase secundaria.
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Figura 12. Lesdo de Leishmaniose Tegumentar Americana em regido interdigital de um
cdo residente no municipio de Pacoti (CE - Brasil). Note que o nédulo apresenta uma
caracteristica vesiculo-bolhosa.
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Em casos de resolucdo espontinea ha um considerdvel acréscimo de
plasméticos e linfocitos substituindo gradualmente os macrofagos infectados dando
espaco para a formagdo de tecido fibroso (GRIMALDI-JR, 1982). MAGALHAES et
al. (1986) complementam que em preparagdes histologicas em que ndo sdo
identificados os parasitos, a presenca de plasmocitos no infiltrado celular das lesdes,
apesar da variacdo na freqiiéncia, tem sido um indicativo para sugerir o diagnostico de
LTA. Além disso, estes mesmos autores comentam que os mastocitos sdo mais
predominantes na forma cutanea da doenca do que na mucocutanea e freqiientemente

estdo associados aos eosinofilos.

O padrao classico auto-resolutivo descrito anteriormente nao se assemelha
as formas anérgicas e alérgicas encontradas em alguns pacientes. Nas formas anérgicas
a reacdo ¢ caracterizada por predomindncia de macrofagos vacuolados contendo
parasitos e auséncia completa de linfocitos (GRIMALDI-JR, 1982). MAGALHAES et
al. (1986) comentam ser uma reagdo desorganizada mais freqiientemente relacionada a
necrose tissular. Além disso, os macrofagos nao possuem arranjo definido havendo
presenca de células gigantes do tipo corpo estranho e com diminuicdo da carga
parasitdria. Por outro lado, as formas alérgicas exibem escassez ou auséncia de
macrofagos contendo parasitos, com lesdo bdsica constituida por um processo
granulomatoso do tipo tuberculdide associada a infiltracdo de células linfocitarias e

plasmocitarias (GRIMALDI-JR, 1982; MAGALHAES et al., 1986).

2.7 Diagnoéstico

Diagnosticar a infec¢do de um hospedeiro por leishmanias dermotrdpicas
pode, em alguns casos, necessitar a confirmacao por varias técnicas, associadas aos

sintomas, historia clinica, historia de viagem e localizacao geografica do paciente.

Pela praticidade, o diagnostico laboratorial baseia-se principalmente na
pesquisa de parasitos. Para tanto podem ser realizadas a escarificagdao e/ou pungao

aspirativa ou bidpsia para impressao (imprints) por aposi¢do em lamina de vidro e/ou
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esfregaco do bordo da lesdo, todos procedimentos corados com Giemsa. A biopsia da
lesdo também pode ser submetida a outros exames como o histopatologico por
coloragdo pela hematoxilina-cosina, cultivos in vitro (meio NNN bifasico) e in vivo
(hamster). A histopatologia ¢ uma técnica que raramente € positiva em casos de
leishmaniose cutinea, sendo que os imprints corados com Giemsa ou as culturas
consideradas mais sensiveis. Em geral, tanto os imprints quanto as culturas devem ser
realizadas quando se deseja estabelecer um diagnéstico, desde que lesdes negativas
para esfregacos podem ser positivas em cultura (NAVIN et al., 1990) e vice versa
(WEIGLE et al., 1987; NAVIN et al., 1990). Por outro lado, a cultura de tecidos da
forma mucosa da LTA parece ser mais sensivel do que as técnicas de microscopia por

coloragdo com Giemsa ou histologia (WEIGLE et al., 1987).

Uma bateria de procedimentos imunoldgicos tem sido desenvolvida e
adaptada para demonstrar as respostas imunes humoral e celular contra Leishmania
para diagnosticos e levantamentos epidemiologicos. A especificidade e sensibilidade
de tais métodos dependem do tipo, fonte e pureza do antigeno empregado evitando as
reagoes cruzadas com outros microorganismos. As técnicas soroldgicas para detec¢ao
de anticorpos anti-Leishmania tém sido empregadas com cerca de 23-90 e 83% de
sucesso em pacientes com leishmaniose cutdnea (LC) e mucocutanea (LMC),

respectivamente (KAR, 1995).

A mensuracdo da resposta imune celular pode ser avaliada através de
injecdo intradérmica de antigenos do parasito, técnica conhecida como
intradermorreacdo de Montenegro (IDM). A mensuracao ¢ feita pela medida da
enduragio formada em 48 a 72 horas. E considerada positiva a reago cuja area de
enduragdo seja maior que Smm (BASANO & CAMARGQO, 2004). A IDM ¢ altamente
especifica e sensivel para diagnosticar leishmaniose cutanea e mucocutanea (WEIGLE
et al., 1991), sendo que o sucesso nos resultados tem alcancado cerca de 100 e 84%,

respectivamente (KAR, 1995).
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Em relacdo aos testes sorologicos para deteccdo de anticorpops anti-
Leishmania, ao contrario do que ocorre com o diagnostico da LV, em casos de LC, a
sensibilidade (67%) e a especificidade (65%) sdo baixas para a Reacdo de
Imunofluorecéncia Indireta - IFI (SANCHEZ et al., 1992). Por outro lado, o teste de
ELISA realizado em soros de cades tem alcancado indices médios de sensibilidade de
96% e especificidade de 89%, o que, segundo UCHOA et al. (2001), o torna uma
ferramenta de analise bastante confidvel. A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR),
por sua vez, tem sido utilizada como ferramenta em pesquisas epidemiologicas, bem

como para identificagdo de espécies de Leishmania (DEGRAVE et al., 1994).

Menos comumente utilizadas sdo as técnicas de linfoblatogénese e
xenodiagnostico que sdao destinadas, mais especificamente, a pesquisa experimental.
Naquela sdo verificados o indice de estimulagao de células T submetidas ao desafio in
vitro com Leishmania. Nesta, ¢ utilizado o vetor agindo como meio bioldogico para
detecgdo de Leishmania apods contato com um suposto hospedeiro (SCHENONE,
1999).

Na pratica médica, a conduta mais utilizada ¢ a pesquisa direta de parasitas e
a intradermorreacao (CAMARGO & BARCINSKI, 2003) aliadas ao aspecto clinico da

lesdo e ao antecedente epidemioldgico.

2.8 Controle

O programa de controle da LTA, em tempos em que a transmissao ocorria
mais comumente em areas rurais com florestas, era centrado basicamente no
tratamento das pessoas acometidas, educagdo em saude e auto-protecdo contra a
infeccdo. Entretanto, como o padrdo de transmissao da LTA mudou, varias agdes
tiveram que ser reformuladas incluindo medidas mais diretas com relagdo ao vetor e

a0s reservatorios animais.

As estratégias de controle da LTA, citadas a seguir, sdo preconizadas pelo
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Ministério da Satude (LACERDA, 1994). Em relagdo ao homem sao baseadas no: (1)
diagndstico precoce e acurado; (2) tratamento completo com as drogas preconizadas;
(3) adequado acompanhamento do processo de cura do paciente. J& com relagcdo aos
reservatorios de Leishmania (Viannia) braziliensis como cées, roedores e eqiiinos de
areas endémicas, o procedimento deve ser: (1) levantamentos soroldgicos de caes
infectados e eliminagao de qualquer animal positivo e com lesdao de pele; (2) relocagao
de eqliinos peridomésticos para areas livres de flebotomineos; (3) eliminagdao ou
reducdo de roedores domésticos e peridomésticos. Por outro lado, as estratégias de
controle destinadas contra a acdo dos vetores incluem: (1) borrifagdo das casas com
inseticidas residuais, (2) prote¢do com telas de janelas e portas, (3) uso de repelentes
quando em areas de florestas; (4) utilizagdo de vestimentas que deixem poucas areas

do corpo exposta a picada do vetor.

Recentemente, estudos tém sido voltados para o controle do vetor por
utilizagao de coleiras impregnadas com deltametrina em caes (KILLICK-KENDRICK
etal., 1997; DAVID et al., 2001; OLIVEIRA-LIMA et al., 2002a; OLIVEIRA-LIMA
et al., 2002b; DAVIES et al., 2002; MAROLI et al., 2002). Ademais, alguns trabalhos
mostraram que houve diminuicao da soroconversao em ambos os hospedeiros (caes e
humanos) com a utiliza¢do desta coleira em cdes de areas endémicas (BADARO et al.,

2002).

Em relagdo ao tratamento quimioterapico, KIRBY (1996) cita que o maior
problema para desenvolver uma nova droga antiprotozoaria € que estes
microorganismos, diferentemente de bactérias patogé€nicas, apresentam muitos passos
bioquimicos semelhantes aos de animais superiores. Desta forma, ¢ muito dificil
identificar compostos com seletividade suficiente para eliminar o parasito sem que
causem danos as células do hospedeiro. Mesmo assim, alguns passos metabolicos dos
tripanosomatideos diferem dos mamiferos e sdo visados como alvos para a

quimioterapia.
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Da mesma forma que em casos de LV, a LTA também ¢ submetida aos
mesmos agentes quimioterapicos. Os maiores exemplos sdo o0s antimoniais
pentavalentes, como o Glucantime®, considerados de eleicdo para o tratamento de
pessoas doentes. Porém, estas drogas estdo associadas aos mais variados efeitos
colaterais e a freqilientes recidivas devido a selecdo de parasitos resistentes (GASSER
et al., 1994; BERMAN, 1997; GUPTA, 1998). Drogas de segunda linha como
anfotericina B e pentamidinas sdo de limitada eficicia e causam alta toxicidade, além
disso, sdo caras e devem ser administradas por via intravenosa (OLLIARO &
BRYCESON, 1993). Os azodis como cetoconazol, fluconazol e itraconazol, sdo drogas

que oferecem uma possibilidade de tratamento, entretanto necessitam de maiores

estudos (WALI et al., 1990; SIMOES-MATTOS et al., 2002).

2.9 Zoonoses e hospedeiros de agentes de doencas transmissiveis

Antes de adentrar no assunto especifico de hospedeiros reservatorios de
Leishmania braziliensis sera feita uma breve abordagem sobre as mais diversas
definicoes de zoonoses e de hospedeiros reservatorios. Essas definigdes, muitas das
quais controversas, em muito contribuem para gerar confusdes no entendimento da

dindmica de transmissao das mais variadas doengas de importancia em saude publica.

Segundo HUBALEK (2003) a fonte de infecgdo sempre foi considerada
como um fator extremo em epidemiologia. Sendo assim, as doengas de comunicacao
humanas podem ser classificadas, de acordo com a fonte de infeccdo, em: (1)
antroponoses quando a fonte ¢ humana; (2) zoonoses quando a fonte ¢ um animal; e
(3) sapronoses quando a fonte ¢ um substrato abidtico. A fonte de infeccdo ¢
freqlientemente o reservatdrio ou, em termos ecoldgicos, o habitat onde o agente

etiolégico da doenga prospera, cresce e replica.

BELL et al. (1988) definem zoonoses (grego “zoon” = animal) como
doengas transmitidas de animais vivos para humanos. Antigamente, essas doencas

eram chamadas de antropozoonoses. Além disso, as doengas transmitidas de homens
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para animais eram chamadas de zooantroponoses. Entretanto, segundo HUBALEK
(2003) muitos cientistas usavam estes termos no sentido reverso ou
indiscriminadamente, € um comité internacional de zoonoses resolveu abandonar estas

terminologias e recomendar a utilizacdo apenas de “zoonoses” e definindo como:

“Doengas ¢ infec¢des as quais sdo naturalmente transmitidas
entre animais vertebrados ¢ o homem.”

(OMS, 1967)

As doencgas zoondticas também sdo classificadas de acordo com o
ecossistema em que circulam, sendo consideradas como zoonoses sinantropicas
aquelas com um ciclo urbano (doméstico) na qual a fonte de infeccdo sdo animais
domésticos e sinantropicos. Como zoonose exoantropica aquela que ha um ciclo
silvestre (feral ou selvagem) no foco natural fora do habitat humano

(PAVALOVSKY, 1966).

Diante da breve explanagao sobre terminologias das doencas transmissiveis,
segundo TAYLOR et al. (2001), 62% de todos os patdgenos humanos sdo
classificados como zoonoses e, 77% de patogenos de animais de produgdo e 91% dos
de carnivoros domésticos infectam multiplos hospedeiros. Além disso, 57 das 70
doengas de animais, consideradas ser de grande importancia internacional, infectam
multiplos hospedeiros. HAYDON et al. (2002) salientaram que patdgenos que
infectam mais de uma espécie hospedeira sdo, por defini¢do, igualmente encontradas
em varias populagcdes hospedeiras, algumas das quais podem constituir reservatorios

de infeccao.

Diante disso, em busca de compreender o que ¢ um reservatorio de uma
infeccdo e seu papel em doengas zoonoéticas, uma série de definicdes, muitas delas
também controversas, foram encontradas na literatura. HAYDON et al. (2002)
listaram perfeitamente as diferentes caracteristicas atribuidas a um reservatorio
encontradas em diversas publicagdes: (1) infecgdes em reservatorios sao
freqiientemente ndo patogénicas; (2) qualquer hospedeiro natural ¢ um hospedeiro

reservatorio; (3) o reservatdrio deve ser uma espécie diferente; (4) reservatorios sao
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hospedeiros ndo importantes economicamente; (5) os reservatorios devem ser
hospedeiros primarios ou secundarios. Além disso, os mesmos autores comentaram
encontrar algumas defini¢des que implicam como reservatorio apenas uma espécie €

outras que um sistema ecologico pode agir como reservatorio. Por outro lado, segundo

PEREIRA (2005, p. 445), ¢ considerado como reservatorio:

“Local onde o agente infeccioso se aloja ou se multiplica. Trata-
se de ser humano ou animal, artropode, planta, solo ou matéria
inanimada (ou uma combinacdo destes) em que um agente
infeccioso normalmente vive e se multiplica em condi¢des de
dependéncia primordial para a sobrevivéncia ¢ no qual se
reproduz de modo a poder ser transmitido a um hospedeiro
suscetivel.”

HAYDON et al. (2002) sugerem uma estrutura para definir ¢ identificar
reservatorios que, segundo eles, pode ser aplicada em qualquer sistema de doengas.
Para estes autores, uma populacdo alvo ¢ aquela que ¢ de interesse ou de preocupagao
em relagdo as doencas transmissiveis. Todas as outras populacdes de hospedeiros,
potencialmente suscetiveis, que estejam epidemiologicamente conectadas, direta ou
indiretamente, com a populagdo alvo, sdo consideradas popula¢des ndo-alvo e que

podem potencialmente constituir toda ou parte dos reservatorios.

ASHFORD (1997) reconhece muito dos problemas no uso do termo
reservatorio e propoOs a definicdo de que um reservatdrio ¢ um sistema ecoldgico no
qual um agente infeccioso sobrevive indefinidamente. Porém, para HAYDON et al.
(2002) esta definicao ¢ falha j4 que ndo ¢ considerada uma populagdo alvo, sendo
assim, nao requer que um reservatorio seja fonte de infec¢do para uma populagdo alvo.
Além disso, ASHFORD (1997), em outra publicacdo, define hospedeiro reservatorio
como aquele essencial para a manutengdo do patdégeno. Por outro lado, HAYDON et
al. (2002) contra argumentam que reservatorios podem incluir hospedeiros nao
essenciais, uma vez que estes, apesar de ndo serem essenciais para a manutencao,
podem desempenhar um papel importante na transmissao de um patdogeno para a

populacdo alvo.
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CHABLE-SANTOS et al. (1995) listaram cinco critérios que
caracterizaram um hospedeiro reservatorio primario: (1) superposi¢ao da distribui¢ao
geografica e temporal dos reservatorios e vetores; (2) sobrevivéncia do hospedeiro
reservatorio suficientemente longa para garantir a transmissdo; (3) prevaléncia da
infecgdo entre os reservatorios em niveis superiores a 20%; (4) manutengao do parasito
na pele ou sangue em quantidades suficientes para infectar facilmente o vetor; e (5) a

espécie de parasito encontrada no reservatério € no homem ser a mesma.

Ademais, SHAW (1988) salienta que os hospedeiros podem ser
classificados em trés tipos: (1) hospedeiro reservatdrio primario como aquele
responsavel pela manutencdo do ciclo do parasito na natureza; (2) hospedeiro
reservatorio secundario o que ¢ infectado e serve como fonte de infec¢do para o vetor,
porém ndo ¢ capaz de manter o ciclo indefinidamente; (3) hospedeiro acidental, aquele

que se infecta, mas nao representa fonte de infecgao.

Pelo exposto fica claro que algumas definigcdes epidemioldgicas se
contrapdem, ou mesmo se complementam, e que qualquer que seja a definicdo, uma

nova versdo parece sempre insuficiente para supri-la.

2.10 Hospedeiros reservatorios de Leishmania dermotrépica

Diante de toda a explanagdo sobre os mais variados conceitos
epidemiologicos sobre doengas transmissiveis, serdo abordadas, neste texto a seguir,
algumas publicacdes referentes aos hospedeiros de Leishmania considerados como
reservatorios ou com potencialidade para tal, dentre eles, encontram-se animais

silvestres e domésticos.

H4 tempos se conhece que a prevaléncia da LTA, em suas diferentes
espécies de Leishmania, esta relacionada a certos aspectos ecologicos de seus
transmissores e reservatorios silvestres (FALQUETO et al., 1986). As varias espécies

de flebotomineos possuem habitats preferenciais o que parece determinar os diferentes
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hospedeiros de Leishmania em diferentes ecotopos. Para se ter uma idéia, algumas
espécies de flebotomineos possuem biologia que lhes confere estarem presentes nas
partes altas das arvores, ou seja, com ecologia arborea definida. Outras espécies estao
mais presentes proximas ao solo, demonstrando outra ecologia. Evidentemente, que
em cada um desses niveis hd diferentes faunas que irdo servir de fonte alimentar do
inseto, sendo considerados como reservatorios naturais (NEVES, 1997;
CANTARINO, 1998). Sendo assim, no ambiente silvestre, a infec¢do natural com as
espécies de Leishmania responsaveis pela LT A, tem sido relatada entre os marsupiais,

edentatas, didelfideos e roedores (NEVES, 1997).

Foram os trabalhos de FORATTINI (1960) e FORATTINI et al. (1972;
1973) que evidenciaram a importancia de roedores silvestres como reservatorios de
Leishmania da forma tegumentar da doenga. Para se ter uma idéia, LAINSON &
SHAW (1979) ¢ BARBOSA (1985) relatam que das 43 espécies de mamiferos
encontradas naturalmente infectadas por Leishmania, 27 pertencem a ordem Rodentia.
Especificamente em relagdo a Leishmania braziliensis, NEVES (1997) comentou que
ja foram isoladas de exemplares das espécies dos roedores Akodon cursor, Proechimys
dimidiatus e Oryzomys sp. CANTARINO (1998), por sua vez, salienta que muitos dos
reservatorios primarios de Leishmania braziliensis sdo animais que vivem em colonia,
cujos habitos fornecem condigdes para os flebétomos vetores picarem posteriormente

a outro individuo, perpetuando, assim, o parasita naquela populagao.

PATZ et al. (2000) chamaram atengdo para o fato de que as modificagdes
ambientais ocorridos nos ultimos tempos t€m levado a modificagdes na biologia tantos
dos vetores como dos parasitos zoondticos, nos quais as Leishmanioses estdo
envolvidas. Sendo assim, a LTA, primariamente conhecida como enzootia de animais
silvestres passou a apresentar caracteristicas de transmissdo peridoméstica e
doméstica. Diante disso, os animais domésticos no Continente Americano também tém
sido encontrados naturalmente parasitados por Leishmania dermotropica. Dentre eles

podemos destacar os eqiiideos e os canideos.
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Em relacdo aos eqiiideos, MAZZA (1927), na Argentina, foi o primeiro a
relatar o encontro de amastigotas em tlcera na regido periocular de um cavalo (Equus
caballus). Posteriormente, PONS & LONDRES, em 1968, assinalaram a freqiiéncia de
infecgdo pelo parasito em asnos (Equus asinus) da Venezuela, o que foi confirmado,
posteriormente, por outros pesquisadores (AGUILAR et al., 1979; BONFANTE et al.,
1979; BONFANTE et al., 1981). Especificamente no Brasil, jumentos infectados com
Leishmania sp foram relatados por ALENCAR (1959) no Ceara ¢, VEXENAT et al.
(1986) na Bahia. Posteriormente, novos casos de eqiiideos portando Leishmania foram
descritos na literatura ocorrendo em diferentes localidades do Brasil (AGUILAR &
RANGEL 1986; AGUILAR et al., 1986; AGUILAR et al., 1987; FALQUETO et al.,
1987; YOSHIDA et al., 1988; BARBOSA-SANTOS et al., 1994).

Para alguns pesquisadores (FALQUETO et al., 1986) o cdo seria o elo
essencial para a disseminagao da LTA no ambiente doméstico. Por outro lado, em uma
extensa revisao de literatura envolvendo mais de 90 estudos reportando LTA em caes
(Canis familiaris), REITHINGER & DAVIES (1999) comentaram ndo existir
evidéncias concretas para considerar os caes como hospedeiros reservatorios primarios
dos protozoarios. Para eles, pelo fato da transmissdo da LTA estar em amplo
crescimento no meio doméstico e ainda, diante dos estudos reportando altas taxas de
infeccdo de LTA em caes, ha uma tendéncia em acreditar que eles também sejam
hospedeiros reservatorios do protozoario desta doenca. Por outro lado, BASANO &
CAMARGO (2004) afirmaram que além de caes, cavalos e jumentos e até os gatos sao
hospedeiros de Leishmania e que podem estar implicados na transmissdo

peridoméstica.

2.11 A infecgdo de gatos por Leishmania spp

Diferentemente do que se acredita, desde o século passado, casos clinicos de
Leishmaniose Felina (LF) vém sendo diagnosticados em varias regides do mundo.
Além disso, os inquéritos epidemioldgicos realizados com felinos, quer sejam pela

busca do proprio protozoario, quer pela deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sp,
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tém demonstrado taxas considerdveis de infeccdo desta espécie animal pelo

protozoario.

A revisao sobre Leishmaniose Felina abordada a seguir trata-se de uma
compilacao resumida de dois artigos de revisao sobre o assunto, de nossa autoria,
publicados em Portugal: (1) Revista Portuguesa de Ciéncias Veterindrias (v. 99, n.
550, 79-87, 2004) sob titulo “Feline Leishmaniasis: uncommon or unknown?”
(ANEXO 1) e (2) Revista Todos os Gatos (v. 8, p. 22-23, 2005) intitulado

“Leishmaniose em gatos domésticos: ¢ bom manter-se informado!” (ANEXO II).

As leishmanioses sao um grupo de doengas zoonoticas, de grande impacto
em saude publica mundial, causadas por diferentes espécies do protozoario difasico do
género Leishmania. Como doenca de ciclo indireto, o protozoario ¢ transmitido pela
picada de flebotomineos, cujos géneros, Phlebotomus e Lutzomyia, sdo encontrados no
Velho e Novo Mundo, respectivamente (OMS, 2005). A diversificagao das espécies de
Leishmania ¢é responsavel pela forma da doenga que manifesta em seu hospedeiro,
dentre elas, destacamos as Leishmanioses Visceral (LV) e Cutanea (LC). Alguns
canideos, em especial os cdes domésticos (Canis familiares), sdo incriminados como
hospedeiros reservatorios dos protozoarios L. infantum (=L. chagasi — MAURICIO et
al., 1999) para transmiss@o humana, ocasionando a LV. Além disso, em locais onde ¢
endémica, a LC humana vem crescendo, sendo atribuido ao cdo também, o papel de
hospedeiro reservatorio, principalmente em casos de infec¢do por L. (Viannia)
braziliensis. O cdo, além de transmitir o protozoario ao vetor, também padece da

doenga (MADEIRA et al., 2003).

Desta forma, com o intuito de evitar a infeccdo humana quanto canina,
estudos tem sido voltados ao bloqueio da cadeia de transmissdao, tendo como objeto
alvo, os flebotomineos (KILLICK-KENDRICK et al., 1997, DAVID et al., 2001;
OLIVEIRA-LIMA et al., 2002a; OLIVEIRA-LIMA et al., 2002b; DAVIES et al.,
2002; MAROLI et al., 2002). Pesquisas de sucesso t€ém comprovado a diminuigdo da

soroconversao em ambos hospedeiros com a utilizacao de coleiras impregnadas com
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deltametrina em cées de areas endémicas para a enfermidade (BADARO et al., 2002).
Por outro lado, advindo deste promissor controle, associado ainda urbanizacdo das
leishmanioses (FRANKE, 1999; DESJEUX, 2002), tem sido especulado o possivel
papel de outros animais como hospedeiros reservatorios de Leishmania e/ou mesmo
padecendo da enfermidade, uma vez que, ambos, vetor e protozoario, precisam manter
suas sobrevivéncias em algum hospedeiro caso ndo encontrem mais ambiente propicio
nos caes. Assim, dentre os animais domésticos, o gato vem despontado como um
provavel candidato (KILLICK-KENDRICK, 2002, PENNISI, 2002, SIMOES-
MATTOS, 2002; SIMOES-MATTOS et al., 2004b; SIMOES-MATTOS, 2005;
DANTAS-TORRES et al., no prelo). Essa afirmagao vem baseada em recentes relatos
de casos clinicos de leishmaniose felina (LF). Logo, apesar da leishmaniose em gatos
ser considerada um achado raro por alguns autores, casos de manifestacoes cutaneas
e/ou implicagdo visceral, associados a esta doenca, vém sendo relatados na América,
Europa, Asia e Africa. Além disso, estudos de inquéritos epidemiologicos (soroldgicos
e parasitologicos) realizados em varios paises, t€ém demonstrado taxas consideraveis de

infec¢do nesta espécie animal (SIMOES-MATTOS et al., 2004a).

Historicamente, a LF comecou a ser diagnosticada no inicio do século
passado como casos esporadicos. Para se ter uma idéia, de 1927, quando o primeiro
caso clinico de LF foi diagnosticado na Argentina por Salvador Mazza (BRUMPT,
1949), at¢ os dias de hoje, a literatura mundial tem registros de um total de 30
(SIMOES-MATTOS, 2005). Destes, 12 (40%) ocorreram no Novo Mundo e 18 (60%)
no Velho Mundo. Entre os detectados no Novo Mundo, um foi na América do Norte e
11 na América do Sul. Para se ter uma idéia, o Brasil ¢ detentor do maior niimero ¢
mais recentes casos clinicos de LF do mundo, perfazendo seis no total. O primeiro
deles foi encontrado pela equipe de Evandro Chagas no Estado do Parda (MELLO,
1940) quando pesquisavam, na regido, os possiveis reservatorios de LV. A partir desta
¢poca, somente em 1996 retomamos mais um novo caso, desta vez, em Minas Gerais
(PASSOS et al., 1996). Posteriormente, um caso em Sdo Paulo (SAVANI et al., 2002;
2004), dois no Rio de Janeiro (SCHUBACH et al., 2004) e um em Mato Grosso do Sul
(de SOUZA et al., 2005). Excetuando-se o caso paraense, em que a espécie de
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Leishmania nao foi identificada, e o paulista, por se tratar de cepa viscerotropica, os

demais foram identificados como infectados por cepas dermotropicas.

No Velho Mundo, trés casos de foram diagnosticados na Asia, dois na
Africa e 11 em paises da Europa. Até o momento, a Suica e Portugal com um caso
cada, Espanha e Franga com trés cada e, Italia, detentora de cinco do total de casos

curopceus.

Segundo SIMOES-MATTOS (2005), o levantamento destes registros de
LF permitiu avaliar alguns aspectos importantes com relacdo a manifestagao da doenca
em felinos. Do total de casos clinicos de LF, 86,7% exibiram manifestagdes cutaneas,
sendo que em 50% dos animais foi o uUnico sinal observado. Além disso, foram
encontradas taxas de 20% de linfoadenopatia e 10% de visceromegalia associadas as
manifestagdes cutaneas. Por outro lado, a linfoadenopatia ¢ pouco citada (3,3%) como
unica manifestacdo da doenca. De forma interessante, as manifestagdes cutaneas
também foram observadas na maioria dos casos de infec¢do por cepas de Leishmania
viscerotropicas. Os noddulos (39,5%) e as ulceras (31,6%) foram as lesdes mais
predominantes, seguidas por dermatite inespecifica (18,5%) e lesdo vegetativa e
papulas, ambas com mesma freqiiéncia (5,2%). As manifestacdes clinicas observadas
nos gatos com leishmaniose parecem ser similares aquelas que ocorrem em
leishmanioses humana e canina naturais. Um dado importante ¢ que, a cabega (75%), e
em particular, o nariz (48%), foram as areas mais afetadas do corpo dos gatos. A
orelha (26%) e regido ocular (18,6%) despontam em seguida. Para alguns estudiosos, o
maior acometimento de lesdes nestas regides anatdmicas parece ser coerente com a
habilidade dos flebotomineos em picar areas com menor quantidade de pelos

(BONFANTE-GARRIDO et al., 1996).

As técnicas de diagnostico mais utilizadas para detectar leishmaniose nestes
gatos foram citologia e/ou histologia, apresentando consideravel percentagem de
positividade. O meio de cultura, por sua vez, foi citado em um pouco mais da metade

dos casos com sucesso parcial de isolamento de formas promastigotas. Ao contrario do



60

que ocorre com esta técnica, a citologia aspirativa ¢ um diagnostico vidvel na pratica
médica veterindria por ser barato e de facil execugdo. As provas de biologia molecular,
por sua vez, tiveram importancia na identificagdo de alguns dos protozoarios isolados,
sendo encontrada, nos gatos doentes, infec¢do por L. chagasi, L. venezuelensis, L.

mexicana, L. braziliensis, L. infantum, sub género Viannia e Leishmania sp.

Desde os primeiros relatos de infeccdo de gatos por Leishmania sp, os
estudos epidemiologicos passaram a ser uma ferramenta importante na determinacao
da infec¢do natural em gatos, principalmente nos locais onde ocorreram casos da
doenga. Assim, de 1912 até 2002, estes estudos, realizados através de inquéritos
parasitologicos (SERGENT et al., 1912; GIORDANO, 1933; GIMENO
ONDOVILLA, 1933; CHAGAS et al., 1938; ALENCAR et al., 1955; DEANE, 1956;
MORSY et al., 1980; SHERLOCK, 1996; PENNISI et al., 2000), bem como por
inquéritos sorologicos (SHERLOCK, 1996; SIMOES-MATTOS et al., 2001;
SIMOES-MATTOS, 2002; OLIVEIRA, 2002; MICHAEL et al., 1982; MORSY et al.,
1988; MORSY & ABOUL el SEOUD, 1994; BEZ, 1992; MARECHAL, 1993; OZON
et al., 1999; PENNISI et al., 1998; POLI et al., 2002; RAMOS et al., 2002; PORTUS
et al., 2002; MaC VEAN apud KIRKPATRICK et al., 1984), mostraram que nenhum
dos gatos que albergava os protozoarios de Leishmania sp exibiam algum sinal ou
sintoma de leishmaniose. De maneira similar, daqueles com sorologia positiva, apenas
dois (1,5%) estavam doentes. Diante disso, as taxas médias obtidas, considerando
todos os inquéritos soroldgicos (18,2%) e parasitologicos (5,5%), permitem questionar
qual o papel de gatos infectados por Leishmania sp na transmissdao da doenga em areas
endémicas, uma vez que eles sdo infectados, mas nao mostram sinal ou sintoma clinico
compativel com a doenca. No entanto, infelizmente, os sinais e sintomas de

leishmaniose em gatos definitivamente ainda ndo sdo bem conhecidos.

Dessa maneira, na tentativa de entender o desenlace da doenca nesta espécie
animal, estudos avaliaram a suscetibilidade a infec¢do experimental. Porém, os

primeiros trabalhos ndo obtiveram sucesso na reproducdo da doenca manifesta

(LAVERAN, 1913; NICOLLE & BLAIZOT, 1912 apud MARECHAL, 1993;
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GIORDANO, 1933; MELLO, 1940, DEANE, 1958; BARBOSA-SANTOS et al.,
1988). Em contra partida, mais recentemente, a infec¢do e doenga em gatos, ocorridas
pela inoculagdo experimental por L. donovani, L. chagasi (KIRKPATRICK et
al.,1984) e L. (Viannia) braziliensis (SIMOES-MATTOS et al., 2005), demonstraram
a suscetibilidade da espécie felina. Especificamente, em relagdo aos trabalhos com L.
braziliensis, agente da LTA, o que se pode observar foi que os gatos exibiram lesdes
similares aquelas observadas em casos clinicos naturais de LC humana, canina e
felina. Além disso, tiveram cura clinica espontdnea por volta dos 10 meses de
infecgdo. A resposta imune, por sua vez, demonstrou que os titulos de anticorpos
ocorrem mais tardiamente a lesdo, e mesmo apds a auto-cura clinica, alguns poucos
animais ainda apresentavam titulos até¢ o final de 15 meses do experimento, o que

permite suspeitar de persisténcia do parasito no hospedeiro.

Tendo em vista tanto os casos clinicos de LF quanto as taxas de infecgao
(sorologicas e parasitologicas), parece evidente que gatos sdo atrativos para certos
flebotomineos. Apesar dos poucos estudos objetivando conhecer a preferéncia
alimentar de diferentes espécies de flebotomineos, algumas pesquisas provaram haver
alguma tendéncia preferencial dos flebotomineos pelos gatos quando comparados a
outras espécies animais (JOHNSON et al., 1993; El SAWAF et al., 1989; OGOSUKU
et al., 1994; COLMENARES et al., 1995), ¢ que a taxa de ingurgitamento destes
insetos ¢ alta quando expostos ao contato com este mamifero em condi¢des
laboratoriais (SANCHEZ et al., 2000). Para se ter uma idéia, utilizando Lutzomyia
migonei, um dos principais vetores de L.(V.) braziliensis no nordeste do Brasil, a taxa
de flebétomos ingurgitados, apds sugar gato ndo infectado, foi de 90% (OLIVEIRA-
LIMA, informacao verbal), ficando evidente que a alimentagdo deste vetor brasileiro
pode ser realizada nesta espécie animal. Entretanto, o xenodiagndstico, técnica
utilizada para deteccdo e isolamento de um patdégeno usando seu vetor artrépode
natural ap6s contato com um provavel hospedeiro, ¢ a forma mais eficaz de comprovar
se determinada espécie animal pode ser considerada como reservatorio de Leishmania
sp. Diante disso, nosso grupo de pesquisa obteve resultados positivos com o

xenodiagnodstico quando encontrou Lutzomyia migonei infectado, apds ter sugado um
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gato experimentalmente inoculado com L. braziliensis (SIMOES-MATTOS et al.,
2004b). Com este achado, fica demonstrado que gatos sdo potenciais hospedeiros
reservatorios de L. braziliensis. Assim, estudos semelhantes devem ser conduzidos
com outras espécies de Leishmania e seus respectivos vetores naturais, principalmente

em paises da Europa onde a doenca tem alta prevaléncia.

De forma interessante, alguns pesquisadores europeus, suspeitam que a
preferéncia alimentar dos flebotomineos estudados estejam, mais provavelmente,
relacionada com a disponibilidade de hospedeiros do que com a atratividade particular
de cada um deles. Assim, médicos veterindrios e proprietarios devem ficar alertas para
a LF, ja que a criagdo de gatos apresenta-se em plena expansdo em todo o mundo.
Assim, acreditamos que a alta densidade populacional desta espécie animal, de habitos
crepusculares e noturnos, similares aos vetores, associado ao maior controle da LV e
da LTA canina sejam fatores que possam predispor estes animais a infeccdo por
Leishmania em areas endémicas. Em alguns paises em desenvolvimento, por exemplo,
onde esta enfermidade ¢ endémica, os gatos, possuindo ou ndo proprietarios, em sua
grande maioria, ndo apresentam qualquer controle clinico, sanitario e epidemiologico
sendo que, quase na totalidade destes, ndo ¢ realizado nenhum tipo de exame de
animais enfermos ou post-mortem. Além disso, a populacao de felinos de rua e semi-
domiciliados ¢ considerada grande, o que ndo difere tanto de alguns paises da Europa.
Advindo disso, a problemdtica reside no fato ndo s6 por ignorar a importancia
epidemiologica dos gatos domiciliados, como da falta destes dados, principalmente,
em relacdo aos semi-domiciliados e aos de rua. E importante salientar que na maioria
destes paises, ndo sO os cdes, mas principalmente os gatos, ndo sdo freqiientes em
clinicas veterinarias. Além disso, o diagndstico clinico ¢ considerado de eleicao pelos
profissionais da area, haja vista que exames complementares acarretam maiores custos
aos proprietarios dos animais. Um outro fator importante ¢ que pelo fato das
manifestagdes clinicas de LF ndo estarem ainda bem definidas, esta pode ser
facilmente confundida com neoplasias e doencas infecciosas causadas por virus,
bactérias, protozodarios e fungos (SIMOES-MATTOS et al., 2004a). A confusio com

infeccdo por fungos pode ser considerada a mais problematica, principalmente nos
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casos de histoplasmose, esporotricose e criptococose. Além disso, o diagndstico
clinico de infecgdes fingicas ao invés de leishmania, determina a prescrigdo de
antimicéticos que podem causar cura temporaria da leishmaniose, uma vez que
algumas destas drogas tém relativo efeito contra Leishmania sp (SIMOES-MATTOS
et al., 2002). Assim, percebe-se que somente as técnicas laboratoriais podem, por
enquanto, evitar os enganos nos diagnosticos clinico/terapéutico. Diante desta breve
explanagdo, acreditamos que a infec¢do por Leishmania spp, com ou sem sintomas
clinicos, deve estar sendo sub-diagnosticada nos paises onde a enfermidade ¢
endémica. Sendo assim, isso justificaria a discrepancia verificada entre as altas taxas
de infeccdo obtida nos estudos epidemioldgicos € o baixo numero de casos clinicos

relatados em todo mundo.

Depois da publicacdo destes dois artigos de revisdo (SIMOES-MATTOS et
al., 2004; SIMOES-MATTOS, 2005) quatro novos casos clinicos de LF ocorreram em
2005: um na Espanha (LEIVA et al., 2005), dois na Suica (RUFENACHT et al., 2005)
¢ um na Franga (GREVOT et al., 2005). Diante disso, uma nova revisdo aceita para
publicagdo na Clinica Veterinaria intitulada “Leishmaniose Felina: revisdo de

literatura” (ANEXO III), atualiza parte desses dados.

2.12 O gato (Felis catus): etologia ¢ estimativas populacionais.

Desde a domesticacao inicial pelos egipcios, o gato vem mantendo um
contato préximo com o humano eliminando caracteristicas selvagens. Porém,
excetuando-se os gatos de raga, o gato comum vem mantendo a sua reprodugdo e
adaptagdo ao ambiente independente do controle humano. Segundo BRADSHAW et
al. (1999), desde esta domesticacao, os gatos devem ter apresentado aproximadamente
4.000 geracdes em contato com a espécie humana. No tocante & evolugdao natural da
espécie felina, este nimero de geracdes pode ser pequeno para proporcionar profundas
modifica¢des evolutivas. Por outro lado, pode ser considerado grande quando se trata

da adaptacdo desta espécie ao ciclo de determinadas enfermidades zoondticas.
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Deve-se salientar que a criacdo de gatos apresenta-se em crescimento em
todo 0 mundo. E estimado que nas proximas décadas, nos paises do primeiro mundo,
os felinos devem superar os caes em numero de criadores (MANNING & SERPELL,
1994). Atualmente, o gato doméstico ja ¢ o animal de companhia mais numeroso nos
Estados Unidos e em muitas partes da Europa, sendo considerado mais comum do que

o cdo (ANON, 1995 apud BRADSHAW et al., 1999).

Na cidade de Recife, estudos demonstraram que os gatos sdo criados em
20% dos domicilios (LIMA Jr., 1999). Estes autores salientam que com o
desenvolvimento econdmico da regido, ¢ possivel que este numero cresca nas
proximas décadas. Para se ter uma idéia, nos Estados Unidos, na década de 70,
segundo FRANTTI et al. (1974), ha relatos da existéncia de animais de estimagdo, a
maioria caes e gatos, em até 77% das residéncias de areas investigadas. Segundo estes
autores, no Estado da Califérnia, por exemplo, a criagdo destes animais parecia estar
mais relacionada a fatores econdmicos, ou seja, pessoas que criavam animais, tendiam
a ter renda maior do que aquelas que ndo criavam, e a presenga de criangas no
domicilio aumentava a chance de existéncia de animais de estima¢ao. No Brasil, ainda
¢ observada a influéncia da Inquisi¢do na populacdo com relagdo ao gato, porém esta
mentalidade tem mudado com o passar do tempo. No Ceara ¢ observado que uma
consideravel parcela da populagdo, especialmente na periferia das grandes cidades
como Fortaleza, dio condigdes de sobrevivéncia e reproducdo a estes animais,
fornecendo-lhes restos de comida, freqiientemente nas calgadas das ruas. Porém, ao
que parece, a estes "proprietarios" de gatos de rua, ¢ facultada a obrigacdo dos
cuidados higiénicos e sanitarios, permanecendo estes animais em contato com outros e

com o homem podendo ocasionar sérias doengas zoonoticas.

Para LIMA Jr (1999) ha diversos motivos para o desconhecimento dos
problemas de satde publica relacionados aos animais de estimacdo em nosso meio,
sendo os mais importantes a falta de registro sistematico, a subnotificacdo dos eventos,
além da falta de estudos e relatos. Além disso, o baixo nivel de instru¢ao de grande

parcela da populacdo e a falta do reconhecimento de muitas destas ocorréncias como
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problemas de Satude Publica agravam ainda mais a situagdo. Porém, para este autor, o
que efetivamente dificulta um adequado acesso as informacgdes de interesse para os
servigos de saude publica ¢ a falta de uma adequada caracterizagao das populagdes
animais. Usualmente, os servigos oficiais utilizam apenas estimativas das populagdes
animais, de precisdo e confiabilidade desconhecidas para o planejamento e avaliagdo

de atividades de Saude Publica, incluindo o controle de zoonoses.

No Brasil, as campanhas de vacinagdo anti-rabica em pequenos animais
sdo tradicionalmente planejadas e avaliadas considerando-se estimativas de populagdo
canina, calculadas com base em recomendagdes feitas pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS, 1990) e pelo Instituto Pasteur de Sdo Paulo (REICHMANN et al.,
1999). De acordo com essas institui¢des, a razdo entre a populagdo humana e canina
(domiciliada) varia de 10:1 a 7:1. Além disso, a populacdo felina ¢ estimada em 10%
da canina. Porém, esta estimativa ¢ por muitas vezes de aplicabilidade equivocada,

como pode ser observado a seguir (Tabela 1).

Tabela 1. Razdo da populagdo canina por habitante em diferentes localidades do mundo.

Localidades Razao cdo:habitante
Aragatuba (SP/Brasil) 1:3,57
Manhatan (EUA) 1:4,14
Zimbabiwe 1:6,5
Guayaquil (Equador) 1:7,2
Hermosillo (México) 1:8
Recife (PE/Brasil) 1:9,14
Tunisia 1:9,17
Lima e Callao (Peru) 1:10
Dumaguete (Filipinas) 1:11,2
Nigéria (area urbana) 1:21
Nigéria (area rural) 1:45

Fonte: Adaptado de LIMA Jr., 1999

Pela tabela ficou evidente a grande variacdo da populagao animal em relacdo

a humana de acordo com a localidade. Além disso, LIMA Jr. (1999) cita que as
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diferentes populagdes possuem tamanhos e composicdes variadas, € continuamente
estdo sujeitas a mudangas, resultantes da influéncia de maultiplos fatores, como
biolégicos e culturais. Desta forma, o conhecimento do tamanho de uma populagao ¢ a
estimativa de diversos atributos populacionais ¢ importante para uma melhor
compreensdo dos fendmenos biologicos, e deve ser realizada utilizando técnicas

adequadas, COmo O censo ou a amostragem.

Se as estimativas da populacdo canina sdo equivocadas, para a felina ¢ um
fator ainda a se estudar. O Estado do Ceard ¢ composto por 184 municipios sendo que
o Nucleo de Endemias (NUEND) da Secretaria de Saude do Estado os agrupa em 21
séries, ou também conhecidos como células regionais de satde. Para se ter uma idéia,
ha uma discrepancia consideravel entre o cdalculo preconizado para estimativa
populacional de gatos e os dados oficiais obtidos nas campanhas anti-rabicas. Para o
NUEND, a meta estimada de vacinagdo anti-rabica de animais de companhia ¢ de
aproximadamente 1.200.000 animais, sendo 900.000 caes e 300.000 gatos. Em relacdo
aos caes, a estimativa populacional no Estado ¢ baseada em 12,5% da populacdo
humana. Por outro lado, de acordo com o diretor do NUEND, Dr. N¢lio Batista de
Moraes, torna-se dificil estabelecer uma estimativa para a populagdo felina, uma vez
que esta tem se comportado ao longo do tempo de forma extremamente heterogénea

nos diversos municipios do Estado (Figura 13).

N° x 1000
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W Gato| 353.225 358.866 309.879 461.676
O C3o 784.914 780.122 883.531 991.262

Figura 13. Populagdes felina e canina vacinadas contra o virus da raiva no

Estado do Ceara de 2002 a 2005.
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A titulo de curiosidade, longe de se estabelecer dados concretos acerca das
populagdes caninas e felinas em algumas localidades do Estado do Ceard, as tabelas a
seguir exibem o comportamento populacional destas duas espécies animais no
municipio de Fortaleza de 1998 a 2005 (Tabela 2) bem como no Macigo de Baturité de
2002 a 2005 (Tabela 3). Os célculos foram baseados na populacdo humana referente
ao Censo Populacional do IBGE (2000), sendo de 123.814 habitantes no Macigo de
Baturité e 2.138.234 habitantes em Fortaleza.

Tabela 2. Comportamento populacional canino e felino no municipio de Fortaleza (Ceara - Brasil) de

1998 a 2005.

Ano
Populacao Meédia
1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Canina 171.948 183.844 153.640 204.415 212.188 220.260 215.556 213.953 196.976
% da humana 8 8,6 72 9,6 9,9 10,3 10,1 10 9,2
Felina 45.099 56.647 52.679 73.463 74.844 89.286 74.372 74.305 67.587
% da humana 2,1 2,6 2,5 34 3,5 4,2 34 3.4 3,1

% da canina 26,2 30,8 343 35,9 35,2 40,5 34,5 34,7 34,0

Segundo BONAVIDES (informagdo verbal), o Centro de Controle de
Zoonoses do municipio de Fortaleza questiona os motivos pelo quais, nas ultimas
vacinagoes, esteja havendo um consideravel aumento no niumero de gatos, entre eles
sdo citados: (1) aumento na populacdo felina devido ao aumento de criadores no
municipio; e/ou (2) maior conscientizagdo por parte do proprietario da importancia de
também se vacinar felinos. Por outro lado, comenta também que a regional 2 de
Fortaleza, regional esta que abrange os bairros nobres da cidade, sempre estd aquém
das expectativas de vacinacdo e que este fato poderia estar atribuido a pratica de
vacinacdo em clinicas veterinarias particulares, ndo sendo computados no censo

vacinal.



68

Tabela 3. Comportamento populacional canino e felino no Maci¢co de Baturité (Ceara - Brasil) de

2002 a 2005.

N Ano L1
Populacao Meédia
2002 2003 2004 2005

Canina 14.175 15.201  18.856 17.529 16.440
% da humana 11,5 12,3 15,2 14,1 13,3
Felina 8737 9076 8972 11750 9633
% da humana 7 73 72 9,5 7,8
% da canina 61,6 59,7 47,6 67 59

Levando-se em conta que os gatos possuem caracteristicas territorialistas e
que sao dificilmente manejados para fora dos domicilios em que estdo habituados,
muitas pessoas nao conseguem conté-los e leva-los as campanhas de vacinagao. Além
disso, muitos gatos vivem em condi¢des de semiliberdade ou mesmo de forma pseudo-
selvagem ou feral. Assim, pode-se acreditar que os dados numéricos da populacdo
felina ao longo do tempo denotam apenas uma pequena percentagem de gatos
domiciliados e que ainda ¢ um dado incoerente no tocante a estimativa da populagao
felina de Fortaleza e do Macico de Baturit¢ uma vez que o nimero total de gatos
domiciliados vacinados foi muito superior ao que se ¢ preconizado pelos calculos de

estimativa populacional da OMS e do Instituto Pasteur.

Ademais, conforme a melhoria da qualidade de vida da populagao humana,
especialmente no Nordeste, espera-se que a relacdo entre o homem e os animais
domésticos (pets) siga, ou aproxime-se dos padrdes atualmente observados em paises
desenvolvidos. Desta forma, pode-se acreditar que haverd uma tendéncia a maior
criagdo de animais de estimagdo, maior proximidade e relagdo afetiva com eles,
aumentando expectativa de vida destes. O aumento na longevidade, com menores
taxas de mortalidade sao decorrentes de um controle mais efetivo de doencas
infecciosas e infecto-contagiosas. Porém, sabe-se que com isso, pode haver uma maior
exposi¢ao a doengas de curso cronico, como no caso das Leishmanioses, podendo
permanecer por um maior periodo de tempo, expostos aos vetores € seus parasitos.

Além disso, na pratica médica veterinaria ¢ observado que os gatos demonstram uma
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grande facilidade em conviver com patologias por longos periodos, sem
necessariamente exibir sinais e¢/ou sintomas, sendo a mesma condi¢do nao verificada

em caes.



3 JUSTIFICATIVA

De acordo com o exposto, felinos domésticos podem infectar-se
naturalmente e experimentalmente com o parasito causador das leishmanioses,
apresentando ou ndo sinais e sintomas clinicos. A alta densidade populacional desta
espécie animal, aliada ao seu estilo de vida como hébitos crepusculares e noturnos,
associada ainda a utbanizacdo da doenca, e as estratégias de controle direcionadas aos
caes, pode expor os gatos ao contato com o vetor em areas endémicas. Os gatos, em
sua grande maioria, ndo apresentam qualquer controle clinico-patolégico, nao sendo
realizado qualquer exame de animais enfermos ou post-mortem. Vale salientar que na
maioria dos Estados da Federagdo, principalmente em regides de baixo poder
aquisitivo da populagdo, ndo s6 os caes, mas principalmente os gatos ndo sao
freqlientes em clinicas veterindrias. Alémdisso, o diagndstico clinico ¢ considerado de
eleicdo pelos profissionais da darea, haja vista que exames complementares
acarretariam maiores custos aos proprietarios de animais. Diante dessas situagdes,
podem ndo estar sendo diagnosticados casos de leishmaniose felina em regides

endémicas.

Ademais, nas regides endémicas para leishmaniose, especialmente no
Nordeste brasileiro, o poder publico despende anualmente elevadas somas no
tratamento de pessoas enfermas, controle de vetores e eliminagdo de hospedeiros
reservatorios, além do grave prejuizo social que esta enfermidade ocasiona. Apesar
disso, a incidéncia desta enfermidade permanece alta na regido Nordeste. Em regides
de serras no Estado do Ceara, como o Macico de Baturité, predominio de LTA
humana, bem como na capital Fortaleza, onde a LV ¢ mais prevalente, observam-se
gatos domésticos coabitando com humanos, cdes, bem como outros animais,
domésticos e selvagens. Diante da possibilidade de felinos domésticos estarem
envolvidos na epidemiologia das leishmanioses humanas e caninas, tornam-se
necessarios estudos mais aprofundados, nesta espécie animal. Os estudos sobre a

leishmaniose em gatos devem abranger principalmente a suscetibilidade a infecgao
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experimental, capacidade de albergar os parasitos, evolugao clinico-imunopatolégica,
e poder de transmissdo dos protozoarios aos vetores. Por outro lado, caso sejam
suscetivess a infecgcdo experimental, serd possivel sua utilizagao racional como modelo
de estudos para leishmanioses. Caso apresentem cura espontanea da enfermidade, este
trabalho poderd servir como base para novas pesquisas que visem a elucidagdo dos
mecanismos patogenéticos deste evento. Além disso, este experimento poderd auxiliar
na elucidacdo da relagdo hospedeiro/parasito, no intuito de contribuir para uma

possivel profilaxia da leishmaniose humana.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a potencialidade do gato doméstico (F. catus) como hospedeiro

reservatorio de Leishmania spp.

4.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a suscetibilidade do gato doméstico a infecgdo experimental com
L. (V.) braziliensis isolado de caso humano de LTA;

b) Avaliar a suscetibilidade do gato doméstico a infecgdo experimental com
L. (V.) braziliensis isolada de caso de Leishmaniose Felina natural;

¢) Avaliar o aspecto clinico da infecgdo de gatos por L. (V.) braziliensis;

d) Avaliar a ocorréncia de disseminagdo visceral dos protozoarios apos
infeccao experimental;

e) Avaliar a competéncia de gatos ndo infectados experimentalmente por
Leishmania spp de servirem como fonte alimentar para flebétomos;

f) Avaliar capacidade de gatos domésticos infectados experimentalmente
comL. (V.) braziliensis em transmitir os protozoarios ao vetor Lutzomyia migonei;

g) Verificar a preferéncia alimentar de flebotomineos a campo em relagao a
alguns hospedeiros conhecidos de L. (V.) braziliensis e ao gato;

h) Avaliar a ocorréncia de infecgdo natural por Leishmania spp, em gatos de

areas endémicas do Ceara.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Experimento 1- Suscetibilidade de gatos domésticos a infec¢do experimental com
L. (V.) braziliensis isolada de paciente humano

5.1.1 Parasitos

Cepa de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/94/H-3227) isolada de pacientes
com a forma cutdnea da doenca foi usada para infectar os gatos. Os parasitos,
estocados em nitrogénio liquido, foram descongelados, lavados e cultivados como
promastigotas a 26 °C em meio Schneider Droséfila (MSD — Sigma® Chemical Co.,
St. Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo
aquecimento, 2% de urina humana estéril, 2 mM L-glutamina (Gibco® BRL, Grand
Island, NY) e antibidticos [100 Ul/mL penicilina, 100 mg/mL sulfato de
estreptomicina (Sigma™)]. As subculturas foram preparadas durante a fase estacionaria
de crescimento e os parasitos utilizados até a 4* passagem. Imediatamente antes da
infeccdo, os parasitos foram recuperados das culturas, lavados em solugdo salina
estéril (0,9%), contados em cAmara de Neubauer e ajustados a concentra¢io de 10’

promastigotas em 0,2 mL de solucao salina.

5.1.2 Animais

Foram utilizados 13 gatos domésticos sem raca definida (SRD), obtidos no
Centro de Controle de Zoonoses, de ambos os sexos, com idades aproximadas de 3 a 4
meses. Todos os animais foram alimentados com ra¢do comercial (Eukanuba Chiken
and Rice Formula® ¢ Gatsy®) e agua limpa a vontade. Passaram por um periodo de
quarentena, ¢ foram submetidos a vacinacdo contra panleucopenia, rinotraqueite,
calicivirose e raiva, além da desverminacdo. Amostras do sangue dos animais
experimentais foram submetidas ao laboratdrio de Virologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul para detec¢do do Virus da Leucemia Felina (FeLV) utilizando-
se o FeLV kit Detection Set® (VMRD, Inc.). Durante todo o periodo experimental, os

gatos tiveram acesso a um soldrio comunitario contendo material suficiente para
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distragdo, descanso, sombra e sol, sendo o periodo de permanéncia de no minimo 3

horas no periodo matutino e 2 horas no vespertino.

5.1.3 Infeccdo experimental

Os gatos foram previamente sedados com acepromazina 1% (1 mg/kg/SC -
Acepran® - Univet S.A., Sdo Paulo, Brasil) e anestesiados apds 15 minutos com
associa¢do de xilasina 2% (1 mg/kg/IM — Anasedan” - Vetbrands Satde Animal® —
Paulinia, Brasil) ¢ quetamina 10% (15 mgkg/IM - Dopalen® - Vetbrands Saude
Animal® — Paulinia, Brasil). A seguir foram inoculados com uma concentragao de 10’
promastigotas de L. (V.) braziliensis em fase estacionaria, em 0,2 mL de salina estéril a
0,9%. Trés hamsters foram igualmente infectados com as mesmas cepas para avaliar a
infectividade das formas promastigotas. Os sitios escolhidos foram o nariz e orelha

direita, simultaneamente.

5.1.4 Avalia¢ao das manifestagdes clinicas

Ap0s a infecgdo experimental, os animais foram inspecionados diariamente
até o aparecimento de lesdo. Posteriormente, foram feitas medigdes quinzenais para
calculo da area das lesoes. Para o calculo da area, as lesdes foram medidas nos
didmetros maior € menor e submetidos a fébrmula zrir,, sendo considerado r;er,, o
maior ¢ menor raio da lesdo, respectivamente (WILSON et al., 1979; AMARAL et al.,
2001). Foram avaliadas as caracteristicas das lesdes em sua evolugdo bem como
qualquer sinal de aumentos de linfonodos, perda de peso, alopecias, bem como
qualquer alteragao clinica digna de nota. Estes gatos foram acompanhados e assistidos
diariamente por uma equipe composta por pelo menos dois médicos veterindrios. Em
qualquer sinal de desconforto ou dor seriam imediatamente eutanasiados por overdose

anestésica.

5.1.5 Isolamento de Leishmania spp dos tecidos
5.1.5.1 Citologia aspirativa das lesdes das orelhas
A puncgao aspirativa das lesdes das orelhas, utilizando agulha de 22G, foi

realizada em nove gatos na 6* semana pds-infecgao (s.p.i.). Para este procedimento, os
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animais foram anestesiados com o mesmo protocolo adotado no item 5.1.1.3. Apos a
anestesia estabelecida, o contetido aspirado foi incluido em tubos de ensaio contendo
meio bifasico (dgar sangue + Schneider) e mantidos na estufa a 25°C. No final de cada
semana, cerca de 50 uLL do meio foram despejados em ldminas de vidro, recobertas por
laminula, para certificagdo, em microscopia Optica (aumento 400 X), quanto da
presenca de formas promastigotas. Estas avaliacdes foram feitas até a 4* semana,

quando os meios foram desprezados.

5.1.6 Avalia¢ao da producao de anticorpos.

Para este procedimento os gatos foram anestesiados com o mesmo protocolo
adotado no item 5.1.1.3. De cada um dos animais, em média 1 mL de sangue foi
coletado, e, a seguir centrifugado para a obtengdo do soro. Os soros foram
acondicionados em freezer a —20°C para posterior analise por ELISA (EVANS et al.,
1990 - modificado) para verificar a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. As
coletas e a sorologia foram realizadas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 26, 32,
40 e 72 semanas pods-infeccdo. Caso algum animal apresentasse titulo de anticorpos
anti-Leishmania sp, seria excluido das avaliagdes. A metodologia da técnica de ELISA

seguiu as seguintes etapas:

1. Para sensibilizacdo das placas de microtitulacio de 96 pogos (Immulon 1I°,
Dynatech Laboratories, Inc.), uma solu¢do contendo 0,06M de tampao
carbonato-bicarbonato de sodio (pH 9,6) e L. braziliensis inteiras (concentra¢ao
de 10° promastigotas por pogo) foi pipetada e aliquotas de 50 pL foram

distribuidas em cada poco.

2. As placas foram vedadas com parafilm ¢ mantidas durante a noite (overnight)

em geladeira (4°C).

3. A seguir as placas foram lavadas 3 vezes utilizando PBS a 0,01M, acrescido de
0,1% de Tween 20 (PBS-T), sendo secas, a cada lavagem, por vigorosos

movimentos contra papéis filtros.
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4. Para bloquear a placa, uma solucdo de soro fetal bovino — SFB a 1,5%
(Laborclin®, Brasil), acrescido em 0,01M de PBS, foi adicionada até recobrir
todos os pogos (exceto o pogo “branco”), permanecendo por duas horas a

temperatura ambiente.

5. As placas foram lavadas novamente conforme descrito no item “3”.

6. As amostras individuais de soro foram diluidas em PBS-SFB a concentragao de

1:100 e incubadas a 37° C por 1 hora.

7. As placas foram lavadas novamente conforme descrito no item “3”.

8. Apos secas, foram incubadas por 45 minutos a 37 °C, com 50 uL de Proteina A
conjugada a peroxidase (Sigma® Chemical Co., St. Louis, Mo) na dilui¢do de

1:8.000.

9. As placas foram lavadas novamente conforme descrito no item “3”.

10. Apos secas, foram acrescidos, em cada poco, 200 puL do substrato 2-azinodio-3-
etilbenzitiazolina a 0,055% (ABTS, Sigma® Chemical Co., St. Louis, Mo), em
0,IM tampao fosfato-citrato (pH 5,0) contendo 0,03% de peroxido de
hidrogénio (Sigma® Chemical Co., St. Louis, Mo) e incubadas por 15 minutos

no escuro € a temperatura ambiente.

11. A reagdo foi bloqueada utilizando-se 2N de acido sulfarico (50 uL/pogo) e a
densidade optica (DO) foi aferida a 405 nm utilizando um leitor de ELISA
(Titerteck Multiskan, Helsinki, Finlandia), sendo considerados positivos os

soros cujos titulos apresentaram DO acima de 0,100.
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Como controles negativo e positivo das placas foram utilizados soros de
hasmters (Mesocricetus auratus) sadios e experimentalmente infectados (com a

mesma cepa de Leishmania sp), respectivamente.

5.1.7 Avaliag¢ao da ocorréncia de disseminacao visceral.

5.1.7.1 Citologia aspirativa e imprints de tecidos

Quatro gatos foram anestesiados, como previamente descrito, € submetidos
a puncdo aspirativa de medula ossea utilizando agulha 22G nos tempos 4, 12, 16 ¢ 24
s.p.i., e logo apds este procedimento, foram humanitariamente sacrificados com 2 mL
de cloreto de potassio a 10% (E.V.). Destes animais, imprints em laminas de bago ¢
figado foram corados com a coloragdo de May-Griinnwald-Giemsa e avaliados por
microscopia Optica (1000 x) para verificar a presenca de formas amastigotas de

Leishmania sp.

5.1.7.2 Alteragdes anatomopatoldgicas

Todos os gatos, ou seja, os citados no item anterior, bem como os oito que
permaneceram vivos por 15 meses, foram submetidos a avaliagdo anatomopatologica.
Fragmentos de pele de orelha e de nariz infectados, linfonodos, bago, figado, intestino
(delgado e grosso), pulmao, rim, coracdo, adrenal, pancreas e bexiga foram incluidos
em formol tamponado 10%, sendo posteriormente submetidos ao processamento de
histologia classica para avaliacdo de alteragdes microscopicas, bem como para a
pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp. Todos os cortes foram corados pelo
método da Hematoxilina & Eosina, e alguns, corados pelos métodos de Giemsa. Os
achados histopatologicos receberam avaliacdo qualitativa, sendo atribuidos os escores
+, ++, +++ para valores considerados como discretos, moderados e acentuados,

respectivamente (MAGALHAES et al., 1986).
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5.2 Experimento 2 - Comportamento da infeccdo experimental de gatos com L. (V.)

braziliensis humana em periodos pré-estabelecidos.

5.2.1 Animais

Neste experimento foram utilizados 36 gatos, de ambos os sexos obtidos
do nascimento de gatas pertencentes a um experimento de reproduciao animal (Mattos,
2004). Os animais deste experimento foram submetidos ao mesmo manejo clinico-

sanitario-nutricional que os gatos do experimento 1, com exce¢do do exame de FeLV.

5.2.2 Critério de inclusdo dos animais experimentais.

Dois métodos foram assinalados como critério de inclusao de animais no
experimento: linfoblastogénese e a sorologia por ELISA. A técnica de ELISA proposta
para ser realizada neste experimento ¢ semelhante a adotada no Experimento 1 (item

5.1.6), entretanto com modificagdes.

5.2.2.1 Avaliagdo da linfoblastogénese.

Foram coletados 2 mL de sangue total, em tubo heparinizado, de cada
animal, previamente anestesiado conforme item 5.1.3. Cada amostra foi diluida a 1:10
com meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Mo) suplementado com L-
glutamina  2mM  (Sigma-Aldrich®), HEPES  10mM  (Sigma-Aldrich®),
Penicilina/Estreptomicina (100 U/ml e 200 pg/mL, respectivamente - Sigma-Aldrich®)
e SFB (10% - Seromed®). As amostras foram distribuidas em placas de 96 pogos
(Costar®), fundo redondo, 200 uL por poco, em quadruplicatas, assim distribuidas: (1)
sem estimulo, (2) com promastigotas mortas de L. amazonensis (MHOM/BR/87BA-
125), na concentragdo 10°/mL final; (3) concanavalina A, na concentragio de Spug/ml
final. A placa foi incubada a 37°C, 5% de CO,, por quatro dias, sendo entdao acrescida
timidina triciada (Amersham Pharmacia Biotech, UK) 0,1 pCi/po¢o e incubadas
novamente a 37 °C, 5% de CO,, por um pernoite. Apos este periodo, as placas foram
seladas e congeladas a -20 °C, até o momento da leitura. A incorporacdo radioativa no
DNA foi determinada por espectometria de cintilacdo liquida, avaliagdao esta realizada

no Instituto de Pesquisa Gongalo Moniz — FIOCRUZ/BA. Para este teste foi
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preconizada a utilizacdo dos resultados expressos por indice de estimulagdo (IE), ou
seja, IE ¢ igual a média da contagem por minuto (CPM) das células estimuladas,
dividida pela média da CPM das células nao-estimuladas. Sangue de animais com

sorologia negativa para Leishmania sp foram utilizados como controle negativo.

5.2.2.2 Sorologia

A técnica sorologica proposta para este experimento ¢ semelhante a citada
anteriormente (5.1.6). Entretanto, pequenas modificacdes foram realizadas em relagdo
aos soros controle (negativo e positivo). Como controles negativos foram utilizados 20
soros de gatos domiciliados pertencentes a regides ndo endémicas para Leishmaniose
como os municipios de Lages em Santa Catarina e a capital de Sdo Paulo. Como
controles positivos foram adotados os soros em tempos aleatdrios dos animais
infectados no Experimento 1 e com reagdo positiva a presenga de anticorpos anti-
Leishmania. Para determinagdo do limiar de positividade foi preconizada a formula
cut-off igual a média dos controles negativos mais dois desvios padrdo, sendo os dados

expressos em percentagem de positivos.

5.2.3 Infeccdo e grupos experimentais.

O inbéculo e a cepa utilizados neste experimento foram os mesmos do
Experimento 1, entretanto apenas com um local de in6culo (orelha esquerda). Os gatos
experimentais foram distribuidos em dois grupos: Gl - infectados (n=18) e G2 - ndo
infectados (n=18). Trés hamsters foram infectados com a mesma cepa para avaliar a

mfectividade da mesma.

5.2.4 Tempos de avaliacao.

Os meses de avaliagdo pré-determinados neste experimento foram
escolhidos de acordo com os resultados obtidos no Experimento 1. Sendo assim,
ficaram determinadas as avaliagdes como: mensuracdo de lesdes, xenodiagndstico,
coleta de sangue para a sorologia por ELISA dos animais nos tempos 0, 1,5, 3 ¢ 5

meses de infecgdo. Com exce¢do do tempo zero, logo apds os procedimentos
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preconizados, um grupo de 6 animais (3 controles e 3 infectados) foi

humanitariamente sacrificado em cada tempo.

5.2.5 Excisdo do linfonodo submandibular esquerdo: quantificacao de carga parasitaria
e avaliacdo histologica

Logo apo6s o sacrificio, os animais foram submetidos a uma ampla
tricotomia e assepsia nas regides de cabega e pescogo utilizando para tanto, em
seqiliéncia, sabdo neutro, alcool iodado (10%) e alcool (90%). Uma pequena incisdo
ventral ao arco da mandibula foi realizada objetivando a excisdo do linfonodo
submandibular de drenagem da orelha esquerda inoculada. O linfonodo excisado,
proximo ao bico de Bunsen, foi colocado em uma placa de Petri estéril previamente
pesada e anotado em uma ficha peso da placa (PP). A placa de Petri contendo o
linfonodo foi novamente pesada para obtencao do peso da placa com linfonodo inteiro
(PPL). Com a mensuragao destes pesos, foi possivel calcular o peso do linfonodo
(PL=PPL-PP). A placa foi entdo levada a camara de fluxo laminar, onde o linfonodo
foi seccionado em sua metade para destina-lo a quantificagdo da carga parasitaria e, a
outra metade foi repartida novamente, sendo parte destinada para congelamento em
tubos tipo eppendorfs para posterior analise por PCR e, a outra parte, depositada em

tubos de 15 mL contendo formol tamponado a 10% para analise histologica.

5.2.5.1 Quantificagdo da carga parasitaria no linfonodo esquerdo

A mensurac¢do da carga parasitaria do linfonodo foi realizada pela técnica da
dilui¢do limitante segundo trabalhos prévios (TITUS et al., 1985; TASWELL, 1986).
Os fragmentos de linfonodos, anteriormente descritos, foram homogeneizados em 2
mL de meio Schneider. Apds a remogao dos debris por sedimentagdo, por 5 minutos, a
solucao foi diluida seriadamente em meio Schneider suplementado com antibidticos
(penicilina e estreptomicina), 10% de soro fetal bovino e 2% de urina humana estéril
em placas de 96 pocos contendo agar sangue. Doze réplicas de cada diluicao (100
uL/poco) foram incubadas a 26° C por 3 semanas. Os pogos foram examinados para a
presenca de motilidade parasitaria, com 5 dias de intervalos, usando microscéopio de

lentes invertidas. Para a estimativa da quantidade de parasitos no fragmento foi
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preconizada a utilizacdo do software ELIDA® (TASWELL, 1986) através do
minimo aplicado a distribuicdo de Poisson (TITUS et al., 1985), sendo a carga

parasitaria estimada expressa em log;y no linfonodo inteiro de cada gato.

5.2.5.2 Avaliagdo histologica do linfonodo esquerdo
Os linfonodos acondicionados em tubos de 15 mL foram submetidos a

técnica e avaliagdo histologica de forma semelhante ao item 5.1.7.2.

5.2.6 Avaliagao anatomopatologica

Posterior a coleta de material para quantificagdo da carga parasitaria e
histologia, os gatos foram submetidos a necropsia, sendo anotadas alteragdes
macroscopicas. Fragmentos de bacgo, figado, linfonodo direito e orelhas foram
acondicionados em tubos de vidro contendo formol (10%) para analise histologica.
Para o processamento e avaliagdo histologica dos tecidos coletados foi preconizada a

mesma metodologia adotada no item 5.1.7.2.

5.3 Experimento 3- Suscetibilidade de gatos domésticos a infec¢do experimental com

cepa de L. (V.) braziliensis isolada de caso natural de Leishmaniose Felina.

5.3.1 Animais
Neste experimento foram utilizados 12 gatos (6 infectados e 6 controle),

de ambos sexos. A origem destes animais ¢ a mesma do Experimento 2.

5.3.2 Parasitos e procedimento

Neste experimento foi utilizada cepa de Leishmania (Viannia) braziliensis
(MFEL/BR/2003/809) isolada de caso natural de Leishmaniose Felina da cidade do
Rio de Janeiro (SCHUBACH et al., 2004). A cepa foi fornecida por pesquisadores da
FIOCRUZ-Biomanguinhos. A maioria dos procedimentos adotados neste experimento
(manuten¢do dos animais, quantidade do noculo, via de moculagdo, avaliagdo clinica,
quantificacdo de carga parasitaria, histologia de linfonodo e alteracdes

anatomopatoldgicas) foi semelhante aos do Experimento 2. A manuten¢do da cepa
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felina foi realizada de forma similar ao item 5.1.1, entretanto os parasitos foram

inoculados quando se encontravam na 10? passagem.

5.4 Experimento 4 - Capacidade e competéncia dos flebotomineos como vetores de

L.(V.) braziliensis em relag@o aos gatos.

5.4.1 Colonia de flebotomineos

A primeira geracdo (F1) de Lutzomyia migonei foi usada para a mensurag¢ao
da taxa de ingurgitamento (comportamento alimentar) e xenodiagnostico. A colonia
foi obtida de flebotomineos selvagens capturados no municipio de Pacoti, estado do

Ceara e foi mantida a 25-26°C (BOD) no laboratério de Entomologia da Fundacdo
Nacional da Saude (FUNASA/CE).

5.4.2 Comportamento alimentar dos flebotomineos em contato com gatos ndo
infectados por Leishmania sp

Para este procedimento, foram utilizados 10 gatos adultos e inteiros sendo
cinco fémeas e cinco machos. Os animais foram sedados com acepromazina 1%
(Acepran® - Univet S.A., Sdo Paulo, Brasil), Img/kg, e anestesiados com quetamina

10% (Dopalen® - Vetbrands Saude Animal® — Paulinia, Brasil), 15 mg/kg. O animal

foi colocado inteiro dentro de caixas individuais (45 x 40 x 20 cm) cobertas por um
pano escuro. Para cada procedimento, cerca de 100 flebotomineos de L. migonei,
sendo 75 fémeas ndo alimentadas (2-3 dias apos a emergéncia) e aproximadamente 25
machos, foram colocados dentro das caixas permanecendo por 2 horas. A cada 30
minutos, a caixa era levemente descoberta para observar o comportamento dos vetores.
Ao final do tempo, um aspirador manual recolheu todos os flebotomineos e estes
foram transferidos a outra caixa com solucao de ac¢ticar ¢ mantida a 70% de umidade
relativa a 25-26° C (BOD) por dois dias quando foram mensurados, visualmente, os

ingurgitados.
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5.4.3 Xenodiagnostico

Procedimento semelhante adotado para a avaliagio da taxa de
ingurgitamento foi realizado para o xenodiagnostico. Para tanto, foram utilizados cinco
gatos experimentalmente infectados com L. braziliensis, oriundos do Experimento 2,
sendo trés fémeas (média de peso igual a 2,1 kg) e dois machos (média de peso de 3,7
kg). O xenodiagnostico foi realizado em diferentes tempos de infec¢do dos gatos e
utilizando-se de 50 a 150 flebotomineos, sendo 75% de fémeas por um periodo de 2
horas. Apenas a cabeca de cada gato foi colocada dentro da caixa (45 x 40 x 20 cm)
coberta por um pano negro. Apds este procedimento, os dipteros foram mantidos em
BOD nas mesmas condi¢cdes acima citadas por seis dias. Apos este periodo, os
flebotomineos vivos foram retirados em grupos contendo aproximadamente 10
espécimes e colocados em uma placa de Petri contendo sabdo liquido (detergente) e
agua. Cada flebotomineo foi retirado da solugdo agua + sabdo liquido e levado a uma
outra placa de Petri para ser dissecado em presenca de uma gota de solucdo salina
(0,9%). A dissecacdo foi feita utilizando-se equipamentos confeccionados
manualmente adaptando-se uma agulha extra-fina a uma haste de madeira, sob
estereomicroscopio, sendo eviscerado o trato digestorio. Este foi gentilmente estendido
sob uma lamina e recoberto por laminula e examinado em microscopia Optica para

verificar a presenc¢a de formas promastigotas (aumentos de 40 e 100 x).

5.5 Experimento 5 - Atratividade e preferéncia alimentar de flebotomineos em relagdo
a alguns potenciais hospedeiros reservatorios de L. (V.) braziliensis em condigdes de

campo.

5.5.1 Local do estudo

Esta avaliacdo foi realizada em uma area endémica para leishmaniose
cutanea devido a infecg¢do por L. (V.) braziliensis, no municipio de Pacoti (Ceara). Esta
area estd incluida no Complexo da Serra de Baturité e ¢ composta por floresta tropical
primaria e secundaria. O foco escolhido fazia parte da area rural, préximo a uma casa
onde varias pessoas apresentaram a forma cutinea da doenca. Nesta area havia muitas

arvores frutiferas como mangueiras, bananeiras, limoeiros, coqueiros e café, bem
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como a presenca de varios animais domésticos como suinos, galinhas, caes, gatos,
evidéncias de roedores e asininos. Além disso, a area albergava uma grande populacao

de Lutzomyia sp.

5.5.2 Animais e procedimento

O local escolhido para colocar as armadilhas Disney localizava-se a 40 m da
casa citada, proximo a um rio € a um estabulo vazio. Foram estabelecidas quatro
posi¢cdes dentro desta se¢do, aproximadamente 7 metros de distancia uma da outra. As
armadilhas, sem luz, foram suspensas a 1 metro do chiao e cada uma continha um
potencial hospedeiro reservatério e, uma delas permaneceu vazia (controle). Neste
experimento foram utilizados os seguintes animais como iscas: um cdo (Canis
familiaris), um gato (F. catus) e um roedor, o rato-de-junco (Holochilus brasiliensis).
As armadilhas foram submetidas a uma sessdo de quatro noites consecutivas e¢ foi
realizada a rotagdo dos animais em cada armadilha por noite para evitar a influéncia do
local. Os animais foram deixados nas armadilhas 1 hora antes do anoitecer e retirados

2 horas ap6s o amanhecer.

5.5.3 Identificagdo dos dipteros

Somente os dipteros presos ao 6leo de ricino que, a olho nu, fossem
semelhantes aos flebotomineos foram retirados com auxilio de uma pinga e colocados
em uma placa de Petri nomeada com respectiva espécie animal. Com o uso de um
estereomicroscopio, foram selecionados somente os flebotomineos e a identificacdo
dos géneros foi realizada pela morfologia da espermateca e cibarium nas fémeas e pela
genitdlia externa dos machos. A classificacdo sistematica destes dipteros foi feita

segundo MARTINS et al. (1978).

5.6. Experimento 6 - Infecgdo natural de gatos por Leishmania spp

5.6.1 Inquérito soroldgico

5.6.1.1 Amostras
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Um total de 586 soros de gatos domiciliados, semi-domiciliados e ferais, foi
obtido junto a Secretaria de Saude do Estado do Ceara. Este 6rgdo utiliza os soros de
gatos como sentinelas da presenga de anticorpos antipestosos (Yersinia pestis) em
diferentes localidades do Estado. Foram obtidas amostras dos municipios de Acarape,
Baturité, Capistrano, Guaiuba, Guaramiranga, Ipu, Maranguape, Mucambo, Pacoti,
Palmacia, Pires Ferreira, Potengi, Redencdo, Santana do Cariri, Tiangua e Ubajara

(Figura 14).
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Figura 14. Municipios do Estado do Ceard incluidos no inquérito soroepidemioldgico para a
presencga de anticorpos anti-Leishmania sp em gatos
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5.6.1.2 Detecgdo de anticorpos anti-Leishmania sp.
A técnica para detecgdo de anticorpos anti-Leishmania sp preconizada para

este inquérito foi a de ELISA, da mesma forma como descrita no item 5.2.2.2.

5.6.2 Investigacao de casos clinicos suspeitos de Leishmaniose Felina

Esta etapa do trabalho configura os casos suspeitos de Leishmaniose em
gatos da regido de Baturité. O primeiro caso foi encaminhado pela Secretaria de Saude
do Estado do Ceara. Para o segundo, foi a nds requisitada a captura do animal por um

médico do municipio de Baturité.

5.6.2.1. Caso 1 - Caso clinico e procedimentos.

Um gato macho, sem raca definida, de aproximadamente oito anos, nativo
do municipio de Baturit¢ (CE), nordeste do Brasil, foi encaminhado ao Centro de
Controle de Zoonoses do municipio de Fortaleza (CE) com suspeita clinica de
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). O municipio de Baturité, localizado em
regido serrana do Estado, ¢ considerado endémico para LTA e em sua area rural ha
uma vasta vegetagdo nativa bem como a presenca de arvores frutiferas, dentre elas,
bananeiras, jaqueiras e mangueiras. O animal apresentava uma lesdo nodular ulcerada
na regido dorsal do plano nasal medindo 10 x 6 cm caracterizada por uma massa
circular, fridvel e de coloracdo roseo-avermelhada, protuindo da narina esquerda
levando a obstrugdo completa, bem como da narina direita, com obstru¢do parcial
(Figura 15). Também foram verificados linfoadenopatia regional submandibular,
caquexia, desidratagdo, pelagem opaca, alopecias multifocais, salivacdo intensa,
desconforto nasal, estridor respiratorio, engasgos e tosse. Nao foram obtidas
informagdes sobre o tempo de evolugdo das manifestagdes clinicas. Diante de
minuciosa avaliagdo clinica, foi levantada a suspeita de se tratar de um caso de

criptococose, requerendo confirmagao laboratorial.

Apbs procedimento anestésico (xilasina-Anasedan® e quetamina-Dopalen®)
o animal foi submetido a pungao venosa e biopsia da lesdo. O soro foi submetido a

técnica de ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania segundo trabalhos



87

prévios (SIMOES-MATTOS et al., 2001). Parte dos fragmentos foi incluida em
solucao salina (0,9%) e encaminhados para isolamento em cultivo (Agar sangue +
Schneider) de Leishmania sp. A outra parte foi destinada a andlise micologica. Na
micologia, em exame direto para a pesquisa de estruturas fungicas, foi realizada
homogeneizacdo de material da lesdo com uma gota de nigrosina (tinta da China). O
isolamento, cultivo e quimiotipagem foram realizados como indicada pela literatura

(MIN & KWON-CHUNG, 1986).

5.6.2.2. Caso 2 - Caso clinico e procedimentos

Um gato macho de trés anos, nativo do municipio de Baturit¢, Ceard,
Nordeste do Brasil foi investigado por suspeita de LTA felina. H4 4 meses o animal
apresentava duas ulceras na cauda, préxima ao anus, medindo aproximadamente 1.5 x
2.0 cm e histérico de perda gradual de peso. Além disso, a proprietdria havia
apresentado Leishmaniose Cutdnea hd 8 meses. A casa em que o gato vivia era
circundada por uma vegetacdo composta por bananeiras, jaqueiras, mangueiras e
outras arvores nativas. Outros animais como galinhas, pombos, cabras, case e outros
gatos estavam também presentes no local. Proximo a residéncia havia muitas casas
inabitadas, edificacdes antigas e cavernas que serviam como locais de repouso para
varios morcegos. O animal foi mantido na Universidade Federal do Ceard, sob
cuidados médico veterinario para pesquisa sorologica anti-Leishmania. O gato
apresentou dois episddios de infeccdo do trato respiratorio por longo periodo e foi
submetido a terapia de suporte com antibidticos. Dois meses depois, foi anestesiado
(xilasina e quetamina) para realizagdo de excisdo de biopsia. Nesta ocasido, o
procedimento de tricotomia exibiu as duas tlceras com um padrao de bordos elevados
separados apenas por um fino tecido de pele e com exuberante tecido de granulagdo
(Figura 16). Além disso, a tricotomia proporcionou uma melhor avaliagao clinica da
pele, permitindo a visualizagdo de uma grande quantidade de cicatrizes distribuidas de
forma difusa pelo corpo. Diante disso, foi questionada a possibilidade de infec¢do
fungica, por inoculagdo, devido arranhaduras em brigas por reproducdo e disputas
territoriais com outros machos. Sendo assim, o diagnostico clinico incluiu a

possibilidade de se tratar de um caso de esporotricose.
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Figura 15. Grande massa granulomatosa na regido dorsal do plano nasal com tecido de
mesma caractewristica protuindo da narina.

Figura 16. Lesoes ulceradas na cauda do gato exibindo um padrao de bordos elevados e exu
berante tecido de granulagdo.
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O gato entdo foi novamente anestesiado para coleta de sangue por via
jugular e o soro submetido a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania por ELISA
(SIMOES-MATTOS et al., 2001). Além disso, fragmentos dos bordos da lesdo foram
assepticamente coletados em solugdo salina estéril (0,9%) para isolamento de
Leishmania e fungo em meios especificos, bem como para inoculagdo em hamsters
(M. auratus) e histopatologia. Para inoculagdo nos hamsters, um pequeno fragmento
da lesdo foi cuidadosamente macerado em solugdo salina estéril (0,9%).
Aproximadamente 0,1 mL desta solu¢dao foi injetada, via intradérmica, na pata direita

de dois hamsters. Solugao salina também foi injetada na pata esquerda como controle.

Fragmentos da lesao foram enviados assepticamente em solugao salina
(0,9%) para analise micologica. Fragmentos menores foram depositados em tubos com
agar Sabouraud dextrose, com ou sem clarnfenicol bem como em agar Mycosel
(SANOFI®, France). As culturas foram incubadas a 28° C e examinadas diariamente

por um mes.

5.7 Analise dos dados

No Experimento 1 os dados com relagdo ao tempo de evolugdo em semanas
pos-infeccdo foram reportados como mediana, € a drea da lesdo como erro padrao da
média (EPM). Foi realizada a regressao linear para comparar os parametros tamanho
de lesao e densidade optica (DO), sendo considerados estatisticamente significantes
valores de p<0,05. As alteracdes histologicas nos tecidos dos animais deste
experimento foram descritivas, assim como os dados dos Experimentos 2, 3, parte do 4
(referente ao xenodiagnostico) € 5. A outra parte do Experimento 4, o numero de
flebotomos ingurgitados foi transformado em percentagem e expresso como média e
erro padrao da média. Para o experimento 6 foi preconizada uma prevaléncia estimada

de 30% (25,6-34,6%), com um intervalo de confianca de 95% (erro relativo de 15%).



6 RESULTADOS

6.1 Experimento 1 - Suscetibilidade de gatos domésticos a infeccdo experimental com

Leishmania braziliensis.

Os itens 6.1.1 a 6.1.5 deste trabalho fazem parte do artigo intitulado “The

susceptibility of domestic cats (Felis catus) to experimental infection with Leishmania

braziliensis” publicado no periddico Veterinary Parasitology, v.127, p. 199-208, 2005

(ANEXO V).

6.1.1 Estabelecimento da infeccao e evolugao clinica

A evolugao das lesoes nas orelhas e narizes encontra-se listada na tabela 4.

Tabela 4. Evolugdo das lesdes nos gatos (Felis catus) experimentalmente infectados com Leishmania

(Viannia) braziliensis.

Mediana (Min-Max) em semanas pds-infec¢ao

Lesdo Freqiiéncia (%)  Inicio da lesdo Duracgéo da lesdo
Orelha® Nariz” Orelha Nariz Orelha Nariz
Péapula 77 75 2 (1,5-3) 2 (1,5-3) 2 (0,5-3) 1(0,5-2)
Nodulo 100 100 35(2,5-5) 3(2,5-10) 28 (11-34) 41 (34-47)
Lesdes satellites 833" 455"  4(4-11) 6,5(5-11) 2 (1-7,5) 2,5 (1-11)
Lesdo grande® 917 9,17 6 (2-8) 10 (1-13) - -
Disseminagio® 426 83’ 8,5(7,522) 7,5(7,5-7,5) 3(2-6,5) 2 (2-2)
Inflitragdo mucosa - 88,9° - 16 (6-22) - -
Ulceragio 25! 33,37 10 (9-11) 7 (6-7,5) 9 (4-16,5) 4,5 (4-21)
Cura 87,5 100°  32(30-33)  40(33-44)  38(34-72) 29 (43-72)

“n=13; ® n=12; ° Coalescéncia de pequenas lesdes satélites; ¢ Disseminagio dérmica para outros sitios; ' Taxa calculada para 12

animais vivos; 2 Taxa calculada para 11 animais vivos s; 3 Taxa calculada para 9 animais vivos; 4 Taxa calculada para 8 animais

vivos;® Taxa calculada para 7 animais vivos.
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De forma geral, na orelha, a lesdo primaria foi uma papula unica (Figura
17), seguida pela emergéncia de papulas satélites ao redor da lesdo primdaria. Estas
pequenas papulas coalesceram e formaram um grande e irregular ndédulo (Figura 18).
Apb6s, houve disseminagdo da lesdo com emergéncia de novas lesdes na superficie
externa e marginal da orelha ipsilateral, e mais tarde na orelha contra-lateral (Figura
19). Na 10? s.p.i, trés gatos (25%) exibiram ulceracao de alguns nddulos e as ulceras
fecharam e abriram varias vezes. A evolu¢ao das lesdes no nariz foi similar a da orelha
(Figura 20). Além disso, a maioria dos animais teve infiltracdo da lesdo na mucosa
com obstrucao parcial por volta da 16* s.p.i. Em ambos locais, o tamanho da lesao
tiveram um pico por volta da 10* s.p.i, com posterior reducao. A resolugdo total das
lesdes na orelha e nariz ocorreu na 10* e 40* s.p.i., respectivamente (Figura 21).
Apenas um gato teve recidiva na orelha 4 meses apds a auto-cura. Na 72* s.p.i.,

apenas um gato mostrou uma cicatriz alopécica na orelha (Figura 22).

O aumento dos linfonodos regionais foi observado na 11 s.p.i. na maioria
dos animais (92,3%), variando de 1,5 a 2 cm de diametro. Até as 72 s.p.i. 0 aumento
dos linfonodos foi detectavel em dois de oito gatos. Entretanto, neste periodo a doenca
apresentava-se sob controle em todos os gatos, apresentando-se clinicamente
saudaveis. Quatro animais foram eutanasiados na 4% 12% 16*e 24 s.p.1. para avaliagao
histopatologica e um gato morreu na 24* s.p.1., mas nao pode ser submetido a avaliacdao
post-mortem devido ao avancado grau de autdlise. Oito gatos permaneceram vivos por
um periodo de 15 meses apds a infeccdo, sob observacdo clinica, para avaliar a

probabilidade de ocorréncia de recidiva de lesdes cutaneas.

6.1.2 Deteccao de parasito

O isolamento de parasitos foi obtido em meio NNN oriundos de aspirados
da lesdo primdria de orelha de oito de nove gatos (89%) na 6 s.p.i As culturas e
imprints de figado, baco e medula oéssea foram negativas em quatro gatos

eutanasiados.
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6.1.3 Comportamento da resposta sorologica anti-Leishmania e detecgdo de FeLV
Titulo de anticorpos IgG especificos de Leishmania foram detectados
primeiramente em apenas 3 animais (23%) na 2* s.p.i. (0,09 £+ 0,02). A concentragio
de anticorpos nos soros dos animais infectados foi baixa até a 12* s.p.1. Neste periodo,
foi observada a soroconversao média em 50% dos gatos (0,10 + 0,01). Na 20? s.p.i.,
todos os gatos apresentavam sorologia positiva (0,34 + 0,06), e exibiram
concentracdes significativas de titulos de anticorpos especificos por volta da 26 s.p.1.
(0,45 £ 0,07). Apos este periodo, houve significante queda na produgcao dos anticorpos
e na 72% s.p.i., apenas 38% dos animais apresentavam anticorpos detectaveis (0,08 +
0,02). Em todos os gatos, os titulos positivos de anticorpos duraram 16 semanas
(mediana). Com relacdo ao exame para detec¢do de FeLV, 9 dos 13 gatos (69,2%)

foram positivos.

6.1.4 Correlacdo entre desenvolvimento da lesdo e sorologia

A figura 21 mostra que a emergéncia das lesdes precedeu a ocorréncia de
anticorpos anti-Leishmania. Apesar da marcada redugdo no tamanho e niimero de
lesdes na 32% s.p.i., os titulos de anticorpos continuaram altos. Na 72* s.p.i., mesmo
com cura clinica, trés dos oito gatos (37,5%) ainda apresentavam titulos de anticorpos
detectaveis. Ndo houve correlagdo entre a concentragdo de anticorpos anti-Leishmania
no soro ¢ lesdo de orelha ao longo do experimento. Entretanto, houve correlagdo
positiva entre lesdo de nariz e sorologia na 12* e 16 s.p.i. (I’2 =36,6%, p=0,037¢ =

44,12%, p = 0,0258, respectivamente).

6.1.5 Sinais inespecificos

No periodo desde a manifestacdo de lesdo até a auto-cura, 10 gatos tiveram
espirros e/ou descarga nasal e foram tratados com enrofloxacina (2,5%, 5 mg/kg/IM).
Além disso, os animais exibiram pelame opaco e imido e pélos frageis. Entretanto, na
72% s.p.i.,, apenas um gato mostrou alopecia bilateral, especialmente nas pernas, e
outro, uma leve coriza. A perda de peso e a fraqueza foram observadas em cinco gatos

durante as primeiras 32 s.p.1.



Figura 17. Papula formada na orelha de um gato experimentalmente infectado com 10’
promastigotas de Leishmania braziliensis.

Figura 18. Um grande e irregular nddulo formado pela coalescéncia de varias papulas
satélites na orelha de um gato experimentalmente infectado com 10’ promastigotas de
Leishmania braziliensis.
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Figura 19. Ulceragao (seta) de uma lesdo primaria e disseminagdo dérmica nas orelhas
ipsilateral e contralateral em um gato experimentalmente infectado com 10’ promasti-
gotas de Leishmania braziliensis.

Figura 20. Lesao ulcerada no nariz na 6 s.p.i. em um gato experimentalmente infecta-
do com 10" promastigotas de Leishmania braziliensis.
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Figura 21. Evolugio do tamanho da lesdo em mm’ (média + D.P.M.) e da resposta humoral

em densidade optica (D.O.[média = D.P.M.] ) durante o periodo experimental em gatos in-
fectados com 10 promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Figura 22. Cura de ledo de leishmaniose felina experimental as 72 s.p.i. Mesmo gato da fi-
gura 19. Note uma pequena cicatriz no sitio de uma antiga tlcera (seta).
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E importante ressaltar que este experimento estava composto por 14
animais, sendo que um deles foi excluido do trabalho por apresentar sorologia positiva

antes de ser experimentalmente inoculado.

6.1.6 Avaliacao anatomopatologica

A avaliagdo anatomopatologica realizada nos animais pertencentes a este
estudo (Experimento 1) foi feita ap6s o envio do artigo para publicacdao no periodico
Veterinary Parasitology, motivo pelo qual tal a analise ndo consta nesta publicacao.

No periodo de 15 meses, os gatos que permaneceram Vvivos € que tiveram
cura espontanea das lesdes, ndo exibiram qualquer sinal de reativagdo, havendo em
apenas um deles uma pequena uma cicatriz na orelha no local de uma antiga ulcera.
Em outro, um leve espessamento da derme infiltrando na mucosa nasal. Dos doze
animais submetidos a necropsia, as alteragdes macroscopicas mais relevantes

verificadas em trés deles, foram o aumento e congestao esplénica.

Onze animais foram submetidos a avaliacao histologica. De forma geral, em
relacdo aos locais de in6culo realizados nos gatos, o padrao de rea¢do inflamatdria
caracterizou-se por ser discreta em ambos locais em dois animais aos 1 e 3 meses de
pos-infeccdo (m.p.i.). O animal avaliado aos 6 m.p.i. apresentou reagao discreta no
nariz, porém acentuada na orelha. No grupo sacrificado aos 15 m.p.i. (n=8), a
freqliéncia exibida no nariz foi de 12,5%, 62,5% e 25% para os padrdes discreto,
moderado e acentuado, respectivamente. Ja nas orelhas, a freqiiéncia foi de 50% em
ambos os padroes, discreto e moderado. De maneira geral, os infiltrados inflamatdrios
foram encontrados em situagdes muito equiparadas, ou seja, ora encontravam-se
distribuidos na derme de forma focal ou difusa, ora em condi¢des perivasculares focal

ou multifocal.

Em relagdo aos tipos celulares encontrados nas reacdes inflamatorias de
todos os animais, € em ambos locais de inoculo, destacam-se, com maior freqiiéncia,
os plasmocitos (50%) e os linfocitos (37,5%), seguidos, em menor proporgao, por

macrofagos (6,3%), neutrofilos (3,1%) e células multinucleadas (3,1%).
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Vale salientar que em um dos animais que apresentou intensa reagao
inflamatéria na orelha (6 m.p.i), com predomindncia de macrofagos, plasmocitos e
células multinucleadas distribuidos difusamente pela derme (Figura 23), mostrou
também proliferagdo angiofibroblastica. Entretanto a coloracdo especial de Giemsa
ndo evidenciou a presenc¢a de amastigotas nos tecidos ou em macrofagos neste animal.
Além disso, apesar da intensa reacdo inflamatéria no nariz, caracterizada
macroscopicamente por ulceracdo severa, a histologia evidenciou apenas congestao
local. Por outro lado, um animal em que as alteragdes macroscOpicas no nariz
caracterizavam-se por um espessamento da derme no momento do sacrificio (15
m.p.i), pela histologia foi possivel verificar dreas da epiderme com hiperqueratose,
bem como areas focais e extensas do epitélio com ulceracdes. Também neste caso, a

coloracdo de Giemsa nao evidenciou presencga de amastigotas.

A titulo de ilustragao, foram destacadas figuras de lesdes nas orelhas de trés
animais sacrificados aos 15 m.p.i. A orelha de um deles exibia intenso infiltrado
linfoplasmocitario perivascular na derme e uma éarea focal com quantidade moderada
de linfocitos e plasmocitos ocupando toda a derme (Figura 24). A narina de outro gato,
por sua vez, apresentando um foco inflamatério linfoplasmocitario intersticial na
derme e perivascular (Figura 25). No mesmo tempo de infeccdo, um gato exibiu leve

infiltrado linfoplasmocitario na derme da orelha (Figura 26).

Em relacdo aos outros tecidos coletados, o linfonodo ¢ o bago merecem
destaque. De todos os animais, nos diferentes tempos de infec¢do, os linfonodos de
drenagem submandibulares apresentavam-se com intensa hiperplasia linféide do
centro germinativo dos foliculos linféides, e em alguns casos apresentando varios
linfocitos apoptdticos. Ademais, alguns seios linfaticos apresentavam uma maior
quantidade de macrofagos com o citoplasma bem evidente. O baco, por sua vez,
também em todos os animais, exibia congestao acentuada e foliculos ativados (Figura

27), e em sua maioria, apresentando uma maior quantidade de linfoblastos.



Figura 23. Corte histologico (5 pm) de tecido de orelha de gato eutanasiado aos 6 m.p.i.
Note uma reacdo inflamatoria difusa na derme cujo infiltrado celular é composto predo
minantemente por plasmocitos, poucos linfocitos e macrofagos (H x E - magnificagio
original X 600).

Figura 24. Corte histologico (5 pm) de tecido de orelha de gato eutanasiado aos 15 m.p.
i. Note que a derme exibe um intenso infiltrado inflamatoério linfoplasmocitario perivas
cular leve (seta preta) e uma area focal com quantidade moderada de linfocitos e plas
mocitos (seta branca). (HXE - magnificacao original x 100).
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Figura 25. Corte histologico (5 pm) de tecido de nariz de gato eutanasiado aos 15 m.p.i.
Observe foco inflamatodrio linfoplasmocitario intersticial perivascular na derme (HXE -
magnificagdo original x 600).

Figura 26. Corte histologico (5 pm) de tecido de orelha de gato eutanasiado aos 15 m.p.
I. exibindo leve infiltrado linfoplasmocitario na derme (HxE - magnificag@o original x
600).
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Figura 27. Corte histologico (5 pm) de tecido esplénico de gato eutanasiado aos 15 m.p.
i. exibindo intensa hiperplasia dos centros germinativos dos foliculos linfoides (H x E -
magnificagdo original x 200).
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O figado apresentou alteragdes histologicas em trés animais sendo: (1)
alguns espacos porta exibiam pequena quantidade de plasmdcitos; (2) alguns poucos
hepatocitos na area periportal com degeneracao hidropica; (3) leve infiltrado
inflamatério multifocal composto por linfocitos. Os demais 6Orgaos coletados e

analisados ndo exibiram alteragdes dignas de nota.

6.2 Experimento 2 - Comportamento da infec¢do experimental de gatos com L. (V.)

braziliensis humana em periodos pré-estabelecidos.

6.2.1 Consideragdes gerais sobre a linfoblastogénese, sorologia, histologia e
quantificacdo da carga parasitaria do linfonodo.

No momento de submeter as placas a espectometria de cintilagdo liquida
para avaliar a linfoblastogénese, ap6s o descongelamento, foi observado que os pogos
contendo as solugdes apresentavam-se escurecidos. Apesar de ter sido realizado todo o
processamento normal da técnica, ndo foram obtidos resultados satisfatérios para

serem expressos sob IE.

A quantificacdo da carga parasitiria também resultou em insucesso, uma vez
que a maioria das placas sofreu contaminagdo. Além disso, a BOD utilizada para este
fim, por vezes, apresentou problemas na manutencao da temperatura ideal. Diante
destes entraves, as placas foram descartadas mesmo antes do final de 1 més, prazo este

estipulado como limite para avaliacao da presenga de formas promastigotas.

As amostras tanto para sorologia quanto para histologia estdo sendo
processadas sendo que até o momento nao foram obtidos resultados para serem

incluidos nesta tese.

6.2.2 Avaliacao clinica
No Experimento 2, o surgimento de lesdo ocorreu em 16 dos 18 gatos
infectados (88,9%) no periodo compreendido entre 2 e 8 s.p.i. As lesdes iniciaram

como papulas eritematosas (Figura 28) em 14 gatos (77,8%), com tamanho médio de
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4,46 + 1,25 mm?, sendo que em cinco deles, na 10 s.p.i., estas evoluiram para nédulo
(75,63 + 11,76 mm?®). Observou-se disseminacio local, com formacdo de papulas
satélites (Figura 29) em sete animais (38,9%), sendo que em quatro deles, as papulas
se fusionaram, aumentando o tamanho da lesdo (Figura 30). Na 16" s.p.i., as lesdes
atingiram seu tamanho maximo (153,4 + 51,29 mm?), ¢ a partir de entdo decresceram
(103,2 + 40,4 mm®). Durante o experimento, apenas um gato teve cura espontinea da
lesdao aos 3% m.p.i. Houve aumento do linfonodo de drenagem em todos os animais.

Nao foi evidenciada a perda de peso e queda na qualidade do pelame dos animais.

6.3 Experimento 3 - Suscetibilidade de gatos domésticos a infec¢ao experimental com

cepa de L. (V.) braziliensis isolada de caso natural de Leishmaniose Felina.

6.3.1 Avaliacdo clinica

Os seis animais infectados ndo apresentaram alteracdo clinica apds infeccao
experimental. Excetuando-se a avaliacdo clinica, as outras avaliagdes deste
experimento foram realizadas simultaneamente ao Experimento 2. Sendo assim, os

testes que estdo sendo realizados encontram-se também em processamento.

6.4 Experimento 4 - Capacidade e competéncia dos flebotomineos como vetores de
L.(V.) braziliensis em relagdo aos gatos.

6.4.1 Comportamento alimentar dos flebotomineos em contato com gatos nao
infectados por Leishmania sp

Neste experimento obteve-se uma taxa média de ingurgitamento dos
flebotomineos em contato com os gatos de 95,74 + 2,37%, ndo havendo diferenca
estatistica entre gatos machos e fémeas (95,04 + 1,37% e 93,44 = 4,57%,
respectivamente). Quanto ao comportamento dos vetores, verificou-se predilecdo dos
flebotomos pelos membros, pela cabeca (Figura 31), especialmente orelhas, nariz e
labios, bem como pela regido escrotal dos gatos. Foi possivel observar ainda, a copula

de alguns flebotomineos quando em contato com os gatos.
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Figura 28. Orelha de gato experimentalmente infectado com Leishmania (Viannia) bra-
ziliensis. Note uma papula eritematosa originada no sitio de indculo aos 15 dias da in-
feccdo.

Figura 29. Orelha de gato experimentalmente infectado com Leishmania (Viannia) bra-
ziliensis. Observe formagao de papulas satélites (setas pretas) ao redor da papula inicial
(seta branca).
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Figura 30. Nodulo formado da coalescéncia de papulas satélites em orelha de gato ex-
perimentalmente infectado com Leishmania (Viannia) braziliensis.

Figura 31. Flebotomineos Lutzomyia migonei pousados na cabega de gato experimental
mente nao infectado com Leishmania sp.
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6.4.2 Xenodiagnostico

O xenodiagnostico (Figura 32) foi realizado em um minimo de trés e
maximo de cinco por animal no periodo entre 20 e 90 dias p.i. Um total de 796
flebotomineos fémeas ingurgitadas (Figura 33) foi dissecado para pesquisa direta de
formas promastigotas no tubo digestivo. No xenodiagnostico de um gato foram
encontradas promastigotas no tubo digestivo de um flebotomineo (1/224) aos 2%
m.p.i. Estas formas apresentavam-se com movimentos ondulatorios de média a alta

mtensidade.

6.5 Experimento 5 - Atratividade e preferéncia alimentar de flebotomineos em relagao
a alguns potenciais hospedeiros reservatorios de L. (V.) braziliensis em condigdes de

campo.

6.5.1 Atratividade e preferéncia alimentar.

Os resultados preliminares deste item encontram-se listados na tabela 5.

Tabela 5. Flebotomineos capturados em armadilhas Disney contendo potenciais hospedeiros
reservatorios de Leishmania braziliensis em trabalho de campo realizado no municipio de Pacoti,
Estado do Ceara, nordeste do Brasil.

Isca
Espécie Cao Gato Roedor Vazia Total
Total

M F M F M F M F M F
L. whitmani 0 14 0 8 o 1 1 1 24 25
L. migonei 5 2 0 2 0 0 0 0 5 4 9
L. shannoni 0 st 0 0 0 0 0 0 0 5 5
L. wellcomei 2 7 0 0 0 0 0 0 2 7 9

7 28 0 10 0 1 1 1 8 40 48
Total

35 10 1 2 48

fUm flebotomineo ingurgitado. *Cinco flebotomineos ingurgitados. *Flebotomineo ingurgitado.



Figura 32. Xenodiagndstico realizado em gato experimentalmente infectado com Leish-
mania (Viannia) braziliensis. Observe um flebotomo (Lutzomyia migonei - seta) reali -
zando repasto sangiliineo na orelha infectada.

Figura 33. Fémea de Lutzomyia migonei repleta de sangue logo apds o xenodiagnosti-
co realizado em gato experimentalmente infectado com Leishmania (Viannia)brazilien
Sis.
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Todas as iscas atrairam flebotomineos (Figura 34) e, nas armadilhas dos trés
animais foi encontrado pelo menos um flebotomineo ingurgitado. Entretanto, o
nimero de vetores ingurgitados foi maior na armadilha em que estava o gato (60%) do
que na que continha o cdo (3,5%). E importante salientar que neste experimento, a
superficie corporal dos potenciais hospedeiros reservatorios foi desconsiderada. Além

disso, o flebotomineo L. whitmani foi a principal espécie capturada.

Os dados referentes ao xenodiagnostico e preferéncia alimentar estdo
redigidos sob a forma de artigo cientifico (ANEXO V) que se encontra em fase final
de avaliagdo pelos co-autores. Os resultados referentes aos itens 6.2.2, 6.4.1 e 6.4.2

foram apresentados sob a forma de resumo no Congresso Brasileiro de Parasitologia

Veterinaria (ANEXOS VI, VII e VIII).

6.6 Experimento 6 - Infecg@o natural de gatos por Leishmania spp

6.6.1 Infecgdo natural de gatos por Leishmania spp

6.6.1.1 Inquérito soroldgico

Da mesma forma como citado nos Experimentos 2 e 3 referentes a infeccao
experimental de gatos com L. (V.) braziliensis isoladas de caso humano e felino,
respectivamente, o inquérito sorologico dos gatos semi-domiciliados encontra-se em
fase de realizacdo. Desta forma, até a presente data ndo foram obtidos os resultados

para inclusdo nesta tese.

6.6.1.2 Avaliagdo dos casos clinicos suspeitos de LTA felina

Os achados referentes as suspeitas clinicas de LTA em dois gatos da regido
do Macico de Baturité encontram-se redigidos na forma de “relato de caso”. O artigo 6
(ANEXO IX) foi enviado para publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical. Ja o artigo 7 (ANEXO X)) refere-se a outro relato de caso em fase
de elaboracdo e serd submetido para publicacdo tdo logo sejam obtidas outras analises

laboratoriais.
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6.6.1.2.1 Caso 1 - Diagnostico

As pesquisas de anticorpos anti-Leishmania sp no soro do animal e de
Leishmania em cultivo resultaram negativas. Quanto aos testes micoldgicos, tanto o
exame direto, como a cultura foram positivas para C. neoformans. Pelo exame direto
foram visualizadas estruturas Dblastoconidiadas encapsuladas sugestivas de
Cryptococcus neoformans, sendo as culturas positivas para C. neoformans. Pela
quimiotipagem, o agente infectante foi identificado como C. neoformans variedade
neoformans (LMM1071-IPEC/FIOCRUZ). A partir deste diagndstico foi realizada a
sorotipagem utilizando a técnica de aglutinacdo em lamina (Kit Crypto Check Iatron
RM 304-k (25), latron Laboratories, Tokio, Japao) que identificou o isolado como
sorotipo A (fatores 1 e 7 positivos). Diante do diagnoéstico e do estado clinico do
animal, o proprietario solicitou a eutandsia (realizada conforme resolu¢cdo niimero 714

de 20/06/2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria).

6.6.1.2.2 Caso 2 - Diagnéstico

A sorologia anti-Leishmania foi negativa e cultivo em meio NNN
contaminou com fungos. Além disso, quatro meses depois da infeccdo dos hamsters
houve o aparecimento de lesao nodular (Figura 35) nos mesmos locais de in6culo. Os
fragmentos das lesdes foram submetidos a cultura micolégica e histologia classica e as
laminas confeccionadas, coradas por hematoxilina e esoina (H&E), Gomori-Grocott e

e reagdo de periodic acid-Schiff (PAS).

As culturas, oriundas de fragmentos de lesdo do gato, cresceram
moderadamente exibindo colonias aveludadas de coloragao branca a amarelo-marrom.
Microscopicamente, dois tipos de conidios foram visualizados pela coloragdo
lactofenol cotton blue. Um conidio apresentou-se tuberculado e grande com
aproximadamente 15 um de didmetro e, o outro, pequeno e liso com aproximadamente
3 um. A identificacdo definitiva foi feita com a conversao do material da cultura em
agar sangue Sabouraud. Neste meio, houve crescimento de Histoplasma capsulatum.
Os fragmentos oriundos dos hamsters (linfonodos e patas) tiveram o mesmo

crescimento em meio de cultura.
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Apds o diagnostico, o gato foi tratado com itraconazol, 5 mg/kg/PO por 60
dias, sem qualquer regressao da lesao. Vinte dias apds o tratamento, o animal exibiu
um quadro agudo de letargia, apatia e inconsci€éncia com evolucao para a morte. A
suspeita clinica foi de Sindrome Urologica Felina. Exames complementares, bem

como o a avaliacao histopatologica deste caso, estdo em fase de avaliagdo.
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Figura 34. Selegdo de flebotomineos na bandeja componente das armadilhas Disney.

Figura 35. Hamster exibindo formacdo de lesdo nodular no mesmo sitio de indculo de
Histoplasma capsulatum.



7 DISCUSSAO GERAL

A especulagdo do gato como potencial reservatorio de Leishmania sp e
conseqiiente realizagdo deste trabalho teve origem em pontos considerados cruciais
relativos a esta espécie animal e as leishmanioses: (1) o padrao etolégico do felino; (2)
a sua alta densidade populacional; (3) as mudancas no padrdo epidemioldgico das
leishmanioses. Diante desses pontos, considerados molas mestre para o estudo,
associados ainda a existéncia de casos clinicos de LF em varias regides do mundo,
bem como de todos os trabalhos que envolveram esta espécie animal quer sejam por
inquéritos epidemioldogicos, quer por sua relacdo biologica com os vetores de
Leishmania spp (SIMOES-MATTOS et al., 2004a; SIMOES-MATTOS, 2005;
DANTAS-TORRES et al., no prelo) impulsionaram o inicio deste trabalho. Sendo
assim, a avaliagao da sua suscetibilidade a infeccdo experimental pelos protozoarios
foi considerada o gatilho do estudo. A escassa literatura acerca da reproducdo da
infeccao experimental em gatos com leishmania, sendo que, em sua maioria, utilizando
espécies viscerotropicas do protozoario e indculos pouco estabelecidos, nos conduziu a
estipular um protocolo considerado, aparentemente, satisfatorio para este inicio. A
op¢do por inocular os animais coma espécie Leishmania braziliensisse deu por quatro
raz0es fundamentais: (1) a importancia desta espécie do protozoario na satide publica
da América e, em especial, para o Brasil; (2) facilidade de avaliagdo da sanidade do
animal ap6s infeccdo devido a probabilidade de manifestacdes clinicas externas; (3)
maior disponibilidade de materiais e métodos para avaliacdo do desenvolvimento da
infeccdo no felino com esta espécie de protozoario; (4) larga experiéncia da equipe de

trabalho emrelagdo a LTA nos aspectos clinicos, imunopatologicos e epidemiologicos.

Diante disso, a primeira infeccdo experimental realizada neste estudo
preconizou um indculo baseado tanto em experiéncias prévias do grupo de trabalho
quanto em classicos estudos de infeccdo experimental em modelos como os hamsters

(M. auratus — WILSON et al., 1979). A escolha do sitio de inoculagdo, por sua vez,
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como nariz ¢ orelha simultaneamente, foi baseada nas manifestagdoes cutaneas de casos
clinicos de LF que acometeram, principalmente, as regides de nariz (PENNISI, 1999),
orelhas (CRAIG et al., 1986) e em ambos locas (MACHATTIE, 1931; MELLO,
1940; BONFANTE-GARRIDO et al., 1996).

No tocante ao desenvolvimento da doenca experimental, o tempo de
evolugdo e as caracteristicas das lesdes foram semelhantes aquelas verificadas em LF
natural (BARNES et al., 1993; BONFANTE-GARRIDO et al., 1996; LARUELLE-
MAGALON & TOGA, 1996; OZON et al., 1998; HERVAS et al., 1999; PENNISI,
1999) bem como em LTA humana (GRIMALDI Jr., 1982). No entanto, as ulceras
parecem ser muito mais freqiientes em cdes (PIRMEZ et al., 1988) ¢ em seres
humanos (COSTA et al., 1990) do que nos gatos deste estudo. A resolucdo das lesoes
dos gatos experimentalmente infectados foi levemente mais rdpida do que foi
observado em LTA humana (COSTA et al., 1990). Entretanto, esta auto-cura pode néo
significar auséncia total de parasitos. A presen¢a de antigenos de Leishmania spp ou
de amastigotas tem sido relatada em casos de lesdes cicatriciais na pele de caes
(OLIVEIRA-LIMA, 1996), seres humanos (SCHUBACH et al., 2001) e, em modelo
murino resistente a leishmaniose (BELKAID, 2001). Isto pode explicar a recidiva de
lesdo em um gato com leishmaniose sete anos depois da primeira lesdo cirurgicamente

excisada (BARNES et al., 1993).

Neste estudo, cerca de 40% dos gatos tiveram disseminacao dérmica para
outros sitios. Aparentemente ndo houve disseminacao visceral como indicado pelo ndo
achado de amastigotas de Leishmania sp na medula 6ssea, bago e figado. Pelo menos
neste modelo experimental, o estabelecimento do parasito parece ter ficado restrito a
pele. Entretanto, a disseminacdo de protozoarios de L. braziliensis para visceras tem
sido relatada em infec¢do natural humana (SOUSA et al., 1995), bem como em

infec¢do experimental em hamsters (SINAGRA et al., 1997).

Do ponto de vista imunologico, especialmente no que concerne a resposta

imune humoral, ¢ sabido que os anticorpos ndo promovem protegdo eficiente contra os
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parasitos intracelulares de Leishmania sp. Ademais, o que se conhece, pelo menos nam
LV canina, € que os altos titulos de anticorpos t€émsido relacionados com doenga ativa
(QUINNELL et al., 2003) e, provavelmente, potencialidade de infec¢do dos vetores.
Fazendose uma analogia do que se ¢ verificado em caes, nesta primeira etapa
experimental, o periodo no qual os gatos mostraram lesdes que albergavam parasitas e
com potencialidade de transmissdo para os flebotomineos, ndo pode ser detectado
pelos métodos somldgicos convencionais. A soroconversao média dos titulos de
anticorpos ocorreu quando as lesdes estavam em fase de resolugdo. Além disso, o pico
de titulos de anticorpos foi verificado na 20* semana pos-infec¢do, quando as lesdes
estavam em pleno declinio. Da mesma maneira, houve uma baixa correlagdo entre
tamanho de lesdo e titulos de anticorpos. Estes dados, em primeira instancia, sugerem
ser a sorlogia um fraco marcador de LTA felina. Diante disso, do ponto de vista
epidemiologico, a auséncia de anticorpos anti-Leishmania no soro de gatos com lesoes
cutaneas pode acarretar erros de diagndstico com outras doengas que sao diferenciais
de LTA. Desta forma, a auséncia de um diagnostico precoce de LF em 4&reas
endémicas implicaria na permanéncia de um animal com potencial risco de
transmissdo de Leishmania sp para os vetores. Além disso, é importante ter em mente
que estudos prévios mostraram que os gatos foram mais atrativos (JOHNSON et al.,
1993) ¢ melhores fontes de alimentagdo (OGOSUKU et al., 1994) do que os caes para
algumas espécies de flebotomineos. Além disso, emum ensaio prévio comL. migonei,
um dos principais vetores de L. brazliensis no Brasil, cerca de 90% de fémeas
ingurgitadas foram recuperadas ap6s o contato com gato em uma caixa (Oliveira-
Lima, J.W., informagao pessoal). Um outro achado importante deste estudo foi a taxa
de 38% dos gatos que permaneceu com sorologia positiva aos 18 mp.i.
KIRKPATRICK et al. (1984) obtiveram dados semelhantes em gatos
experimentalmente infectados com L. chagasi e L. infantum. Aparentemente, isto
poderia indicar uma condicdo de infec¢do oculta (fase silenciosa) mais do que cura
radical. Entretanto, a auséncia de amastigotas nos tecidos dos gatos pela avaliagao
histoldgica realizada neste estudo pode, em parte, refutar tal condigdao. Por outro lado,

¢ importante ter em mente sobre a dificuldade de se encontrar formas de L. braziliensis
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tanto pela histologia quanto pelo isolamento em cultivo (WEIGLE et al., 1987,
NAVIN et al., 1990).

A permanéncia de alguns animais vivos pelo periodo de 15 meses objetivou
a avaliagdo de uma provavel recidiva, uma vez que a alta taxa de infeccao pelo virus
da leucemia felina entre os animais (69,2%) deste estudo foi considerada. Para ratificar
esta permanéncia, foram considerados estudos prévios em que modelos murinos que
apresentaram a co-infec¢do com o virus da leucemia murina (MLV) e L. major
mostraram importante aumento no desenvolvimento da doenca (BARRAL-NETTO et
al., 1995). Sendo assim, seria possivel que igualmente como MLV e HIV, o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e FeLV bem como outras doengas mieloproliferativas e
senilidade possam ser hébeis para promover a recidiva da leishmaniose nos gatos.
Porém, até os 15 meses de estudo, os gatos que permaneceram vivos ndo apresentaram
sinais evidentes de recidivas permanentes. Ademais, ratificando o que ja foi discutido
anteriormente, a histologia ndo evidenciou a presenga de formas amastigotas nos
tecidos lesados. Por outro lado, de forma geral, o padrao de reacdo inflamatoria,
exibido nos locais de in6culo dos animais experimentais, apresentou uma relativa
ascendéncia através do tempo de infecgdo, indo de discreto a acentuado. Entretanto,
devido ao pequeno nimero de animais experimentais, algumas variagdes no padrao

inflamatorio podem ser atribuidas a suscetibilidade individual de cada individuo.

De forma geral, a avaliagdo histologica dos tecidos de ambos locais de
indculo dos gatos mostrou que nas reacdes inflamatérias, os tipos celulares mais
freqlientemente encontrados eram de 90% de plasmdcitos e linfocitos, seguidos, em
menor propor¢ao, por macrdéfagos, neutrofilos e células multinucleadas. Este padrao de
freqiiéncia celular ¢ citado por GRIMALDI JR (1982) em casos de resolucao
espontanea de lesdoes humanas em que ha um consideravel acréscimo de plasmocitos e
linfocitos substituindo gradualmente os macrofagos infectados dando espago para a
formacgdo de tecido fibroso. Este fato ainda é complementado por MAGALHAES et al.

(1986) quando se refere a presenga de plasmocitos em casos em que nao sdo



115

verificadas a presenca de amastigotas, de ser um forte indicativo para o diagnostico de
LTA.

Com relacdo ao gato que foi descartado do Experimento 1 por apresentar
somlogia positiva antes da inoculagdo, acreditamos ser interessante tecer alguns
comentarios. Durante o experimento, a lesdo que se apresentou tanto na orelha como
no nariz, foi imensuravel, desaparecendo a da orelha em 3 dias. Por outro lado, o
animal apresentou intenso prurido no nariz € conseqiiente lesdo crostosa por auto-
mutilagdo iniciando regressdo em aproximadamente 7 dias. Aos 15 m.p.i., a alteracdo
histologica era composta por reacdo inflamatéria contendo leve infiltrado
linfoplasmocitario. A apresentagcdo clinico-patologica deste caso difere dos demais
animais do mesmo experimento. Neste caso, em especial, podemos especular que a
baixa patogenicidade do agente neste hospedeiro poderia ter sido determinada pela

exposicao prévia a infecgao pelo protozoario em condigdes naturais.

Em relagdo a outros tecidos avaliados dos animais experimentais, o fato de
ndo terem sido encontradas formas amastigotas, ndo permite afirmar que as reagdes
inflamatérias se devam, especificamente e unicamente a infecgdo pelo protozoario,
uma vez que muitas das possiveis afecgdes clinicamente inaparentes dos animais
poderiam induzir tais respostas inflamatorias. Neste ponto, pode ser considerado como
avaliacdo importante para certificar a presenca destes protozoarios, as técnicas de
imunohistoquimica ¢ PCR, porém, mesmo assim, permaneceria a duvida da

viabilidade dos protozoarios em diferentes tempos de infecgao.

Diante disso, em se questionando a viabilidade de L. (V.) braziliensis em
gatos experimentalmente infectados, tornou-se necessaria a realizacdo de mais uma
etapa experimental. Sendo assim, o Experimento 2 objetivou avaliar tanto a
suscetibilidade do gato a infec¢do experimental pela mesma cepa, porém utilizando
apenas um local de ino6culo, quanto a viabilidade dos protozoarios in vivo de infectar
os vetores. O que se pode verificar nesta etapa foi que as primeiras lesdes se

apresentaram, em média, em relagdo ao tempo de manifestacdo (“periodo de
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incubagdo”), da mesma maneira que o Experimento 1, ou seja, por volta de 2 semanas.
Porém, este inicio, em alguns animais, foi retardado em até 8 semanas, o que difere da
primeira etapa experimental em que, em média, no maximo em 3 semanas todos os
animais apresentavam lesdo. Outro ponto interessante esta relacionado também ao
tempo do pico maximo de tamanho de lesdao que se deu na 16* sp.i 0 que também
difere do Experimento 1 em que o pico foi na 10" s.p.i. Diante desta evolugdo no
tempo, o que se pode afirmar ¢ que o inicio insidioso de lesdo ocorreu, em média, de
forma similar ao Experimento 1 (SIMOES-MATTOS et al., 2005), entretanto em toda

a sua evolucao apresentou umretardo.

Em relagdo as caracteristicas das lesdes, excetuando-se dois animais que ndo
apresentaram sinal evidente de infecgao, talvez por erro de manipulagdo no momento
da inoculagdo, 16 gatos mostraram lesdes nos periodos, de forma similar ao ocorrido
no Experimento 1 (SIMOES-MATTOS et al., 2005). Por outro lado, as lesdes, no que
concerne ao tamanho e caracteristicas em sua evolugdo, parecem ter sido levemente
mais brandas do que no Experimento 1, inclusive com a auséncia de tulceras.
Provavelmente, esta pequena diferenga no desenvolvimento da doenca nos gatos pode
ser atribuida as diferencas na moculagdo. No Experimento 1 foram utilizados dois
sitios de indculo, enquanto no segundo experimento, apenas um. Variagdes no
desenvolvimento de lesdes ja foram observadas em outros modelos de infeccdo

experimental por diferentes espécies de Leishmania devido a diferengas na dose e

sitios do mdéculo (NABORS & FARREL, 1994; ETGES & MULLER, 1998).

Um fato importante foi comentado no trabalho de infecgdo experimental em
gatos realizado KIRKPATRICK et al. (1984). Estes autores especularam que uma
cepa de Leishmania sp originalmente isolada de caso natural de LF poderia, ou estar
mais adaptada ao gato ou, ainda, expressar maior viruléncia nesta espécie animal. Esta
especulagao culminou na realizagdo do Experimento 3, utilizando uma cepa de L.(V.)
braziliensis isolada de LF natural (SCHUBACH et al., 2004). Entretanto, os resultados
deste experimento nao foram fidedignos para a certificacio da viruléncia e

patogenicidade da cepa felina em infecgdo experimental dos gatos, uma vez que a
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inoculagdo foi feita apos a 10° passagem em meio de cultivo. Estas sucessivas
passagens em meio de cultivo se deram pela baixa motilidade das formas
promastigotas quando chegaram ao laboratdrio, bem como pela tentativa de manté-las
vivas até a realizacdo do experimento. Diante disso, ¢ prudente ndo afirmar que houve
baixa (ou nula) viruléncia/patogenicidade uma vez que estas propriedades do agente
podem ter sido perdidas nestas sucessivas passagens em meio de cultivo. Por outro
lado, a avaliagdo histopatologica, ainda em fase de elaboracdo, podera nortear alguma

evidéncia.

Apesar de todas as especulagdes, nenhum trabalho foi encontrado na
literatura que tenha avaliado a viabilidade dos protozoarios em gatos naturalmente ou
experimentalmente infectados por Leishmania spp para os flebotomineos. Sendo
assim, até agora, a suposicdo da potencialidade de gatos como hospedeiros
reservatorios dos protozoarios ndo tem sido mais do que mera especulacdo.
Recentemente, esta suposi¢do tem emergido, estando centrada, principalmente, nas
recentes evidéncias soroldgicas, parasitologicas e clinicas de acometimento de
infeccdo de gatos por diversas espécies de leishmania em focos endémicos (KILLICK -
KENDRICK, 2002; PENNISI, 2002; MANCIANTI, 2004; SIMOES-MATTOS et al.,
2004a; SIMOES-MATTOS, 2005). Entretanto, varios quesitos sdo indispensaveis para
considerar uma espécie animal como suspeito de ser um hospedeiro reservatorio para
doengas de ciclo indireto: (a) encontro de casos naturais de infeccdo pelo biogante; (b)
ser suscetivel a infeccdo experimental e abrigar o bioagente por um periodo; (c) ser
atrativo para o vetor e habil em infectd-lo. Assim, cada uma dessas consideragdes deve
ser verdadeira quando se avaliam os gatos como potenciais hospedeiros reservatorios

de Leishmania spp.

Neste contexto, ha tempos que casos de LF vém ocorrendo no mundo
(SIMOES-MATTOS et al., 2004a; SIMOES-MATTOS, 2005; DANTAS-TORRES et
al., no prelo). Nos ultimos anos, estes casos tém aumentado, principalmente no Brasil
(PASSOS et al., 1996; SAVANI et al., 2004; SCHUBACH et al., 2004; de SOUZA et
al., 2005), Venezuela (BONFANTE-GA RRIDO et al., 1991; 1996), Franca (OZON et
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al., 1998; GREVOT et al., 2005), Italia (POLI et al., 2002; PENNISI et al., 2004),
Portugal (COSTA DURAO et al., 1994), Espanha (HERVAS et al., 1999; LEIVA et
al., 2005) e Suica (RUFENACHT et al., 2005). Além disso, a infec¢io experimental
de gatos com L. (V.) braziliensis tem demonstrado resultados semelhantes aos casos
humanos e caninos (SILVA et al., 2004; SIMOES-MATTOS et al., 2005). Outro fator
importante a ser salientado ¢ que nestes estudos formas amastigotas vidveis foram

isoladas destes animais em meios de cultivo, pelo menos no inicio da infecgao

(SIMOES-MATTOS et al., 2005).

Em se tratando da atratividade do hospedeiro, de forma geral, a atragdo dos
gatos pelos vetores de Leishmania spp ¢ indiscutivel, uma vez que se pode comprovar
pelos casos de ocorréncia natural da doenga nestes animais e dos levantamentos
epidemiologicos (PENNISI, 2002, MANCIANTI, 2004; SIMOES-MATTOS et al.,
2004, SIMOES-MATTOS, 2005). Além disso, trabalhos de campo avaliando a
atratividade de diversos potenciais hospedeiros de Leishmania spp mostraram que os
felinos sdo atrativos para as mais variadas espécies de flebotomineos (El SAWAF et
al., 1989; JOHNSON et al., 1993; OGOSUKU et al., 1994, COLMENARES et al.,
1995). Ademais, os flebotomineos se alimentam de sangue felino em condigdes
laboratoriais (SANCHEZ et al., 2000). Em nosso experimento para avaliar a taxa de
ingurgitamento apds contato com gatos ndo infectados experimentalmente por
Leishmania spp também foi comprovada a ocorréncia de repasto das fémeas de
flebotomineos de L. migonei exibindo altas taxas de ingurgitamento (95,74 + 2,37).
Vale salientar, que se notou melhores taxas de oviposicdo, eclosdo e sobrevivéncia
destes dipteros quando alimentados com sangue felino do que com o sangue de
hamsters (de SOUZA, informagdo verbal), animais rotineiramente utilizados para a
manuten¢do das colonias no laboratorio de Entomologia da FUNASA, onde foi

realizado este experimento.

Durante a avaliagdo do ingurgitamento de fémeas de flebotomineos,
observouse uma predile¢do a realizacdo do repasto em membros, saco escrotal e

cabega, especialmente na orelha, nariz e labios. Em casos de LF, uma maior freqiiéncia
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de lesdes cutaneas ¢ observada na cabega, especialmente nariz, orelha e area ocular.
Por outro lado, membros e labios apresentaram-se com baixa prevaléncia e, ndo
havendo registros de ocorréncia de lesdes no saco escrotal (SIMOES-MATTOS et al.,
2004; SIMOES-MATTOS, 2005). Ao contrario do que ja foi observado no municipio
de Marica, Rio de Janeiro (MADEIRA et al., 2003), bem como nossas observagdes em
trabalhos de campo na Serra de Baturité no Ceard, o saco escrotal ¢ uma parte

comumente afetada por lesdes em casos de LTA canina.

Ha tempos os cdes sdo incriminados como os principais reservatorios da
forma visceral da doenga. No trabalho de campo realizado (Experimento 5) em regido
endémica para a LTA humana, os flebotomineos alimentaram-se tanto nos gatos (60%)
quanto nos caes (3,5%). Este resultado preliminar denota uma provavel potencialidade
dos felinos serem infectados por L. (V.) braziliensis, caso os vetores, L. migonei e L.
whitmani estejam infectados. Ademais, L. whitmani foi a principal espécie capturada
no local o que ratifica os trabalhos realizados na regido em 1994 por QUEIROZ e

colaboradores.

Finalmente, o ultimo e mais importante quesito para um animal ser
incriminado como potencial hospedeiro reservatorio de Leishmania ¢ a sua capacidade
de transmitir o bioagente ao vetor. Para tanto, este evento pode ser provado pela
técnica de xenodiagnostico. Desta forma, este estudo foi o primeiro a realizar o
xenodiagndstico em gatos experimentalmente infectados por L. (V.) braziliensis e
ainda do qual o vetor, L. migonei, foi infectado. De forma interessante, como os
trabalhos de campo mostram baixo numero de flebotomineos infectados na natureza
(QUEIROZ et al., 1994), o fato de ser encontrado um vetor infectado entre 796
avaliados demonstra a capacidade desta espécie animal em transmitir L. (V.)
braziliensis ao vetor L. migonei. Entretanto, um fato importante a salientar ¢ que a
metodologia empregada para este estudo pode ter subestimado os dados. Esta
suposicao foi comentada por POMPEU (informagao verbal) ao verificar que quando os
flebotomineos eram retirados, em numero de 10 em média, das caixas de contengcao

para serem submetidos a excisdo do tubo digestorio, permaneciam por longo periodo
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de tempo embebidos na solucdo de 4dgua e detergente liquido, diminuindo o encontro
de promastigotas vivas. Em xenodiagnostico realizado em caes, modificando-se esta
metodologia, ou seja, retirando apenas um flebotomo por vez para avaliagdo,
certificou-se um aumento consideravel de animais positivos. A hipdtese ¢ de que,
provavelmente, a longa permanéncia dos fleb6tomos nesta solugdo, levaria a morte de
promastigotas no tubo digestério, inviabilizando a visualizacdo das mesmas em

microscopia Optica, acarretando resultados falso-negativos.

Em relacdo ao inquérito epidemioldégico por sorologia em gatos dos
municipios do Estado do Ceard, acredita-se que serd um importante sinalizador da
possivel ocorréncia de infec¢ao destes animais em areas de ocorréncia da LTA humana
e canina. Por outro lado, a busca ativa de gatos acometidos por leishmaniose parece ser
uma pratica bastante dificil, uma vez que as manifestagdes clinicas que as vérias
espécies de leishmania desencadeiam ndo sdo elucidativas podendo facilmente ser
confundidas comneoplasias e, principalmente, doengas infecciosas causadas por virus,
bactérias, protozodrios ou fungos. As infecgdes por fungos sdo as mais provaveis de
determinar erros de diagnéstico clinico, principalmente em casos de histoplasmose,
esporotricose e criptococose. E importante ter em mente que quando se faz um
diagnostico clinico de infecgdo fingica ao invés de Leishmania spp, o tratamento a
base de antifingicos pode resultar em cura transitoria da leishmaniose, uma vez que
algumas destas drogas possuem relativo efeito contra Leishmania spp (WALI et al.,
1990; SIMOES-MATTOS et al., 2002). Como a pratica médica veterinaria de felinos
ainda estd aquém das necessidades desta espécie animal no Brasil, principalmente no
nordeste do pais, casos de LF podem estar sendo sub-diagnosticados. Associados a
este fato, outro importante fator ¢ a possivel ignorancia dos clinicos veterinarios da
existéncia da leishmaniose em gatos, creditando apenas a ocorréncia da mesma em
caes. Desta forma, todos estes fatores contribuem para a falta de diagnostico de LF,
fazendo acreditar que seja incomum. Desta forma, somente as técnicas de laboratorio,
com visualizacdo das formas do protozodrio, podem ajudar a prevenir o erro de

diagnostico, principalmente, em dreas end€émicas para as leishmanioses.
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Para exemplificagdo desta dificuldade de diagndstico de doencas que
acometem gatos, tivemos dois felinos em que nos foi apresentando como provaveis
casos de LTA felina. Nas duas situagdes, os animais eram oriundos de regido
endémica para LTA humana, o municipio de Baturité. Além disso, as lesdes eram
sugestivas de LTA de acordo com os casos clinicos de LF descritos na literatura
(SIMOES-MATTOS et al., 2004; SIMOES-MATTOS, 2005). Porém, todos os exames
laboratoriais relacionados a leishmaniose descartaram tal possibilidade ficando
confirmados o diagnodstico de Criptococose e Histoplasmose. Assim, fica claro que o
diagnostico laboratorial, com identificacdo do agente, ¢ 0 que em Ultima andlise serd

conclusivo sobre a suspeita clinica primaria.



8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

De antemao, os dados obtidos até o0 momento, mostram claras evidéncias de
muitos dos pontos obscuros que circundam os gatos em vdarios aspectos das
leishmanioses. Sendo assim, conclui-se que os gatos domésticos sdao modelos
parcialmente suscetiveis a infec¢do experimental por L. (V.) braziliensis. Eles mostram
manifestacdo clinica compativel com a enfermidade, titulos de anticorpos anti-
Leishmania sp, lesoes albergando parasitas e cura clinica espontanea. Além disso, sdo
fontes de alimentagdo para os flebotomineos L. migonei e L. whitmani e quando
experimentalmente infectados por L. (V.) braziliensis podem transmitir o protozoario

ao vetor L. migonei.

Os dados deste trabalho associados aos achados da literatura permitem
especular que os gatos domésticos agregam todas as condigdes de um potencial
reservatorio de Leishmania (V.) braziliensis. Por outro lado, os inquéritos
epidemiologicos sdo necessarios para avaliar o real papel dos gatos na transmissdo da
LTA em éareas endémicas, especialmente quando sdo adotadas estratégias de controle.
Alémdisso, estudos experimentais, em modelos felinos infectados com varias espécies

de Leishmania poderdo contribuir para um melhor conhecimento da LF natural.
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Summary: Although feline leishmaniasis (FL) is considered to
be a rare occurrence, in the past few years there has been an in-
crease in the number of cases reported around the world. Current
advances in diagnostic techniques as well as greater pet care,
mainly in developed countries, have probably led to the larger
number of cases reported. Nonetheless, FL is still poorly studied
in terms of several aspects such as prevalence, clinical manifes-
tations, parasite transmission to the vector, and protozoan spe-
cies involved. In addition, there is little information about the
real susceptibility and importance of cats in the transmission of
Leishmania spp. All of these factors may contribute to the idea
that FL is uncommon. Thus, the objective of the present study
was to discuss the infection of domestic cats with Leishmania
spp by reviewing case reports and epidemiological investiga-
tions, as well as experimental infection, and the attraction and
host-feeding preference of some phlebotomines for cats.

Keywords: Leishmania, Leishmaniasis, Leishmaniosis, cat,
phlebotomine sand flies, epidemiology, serology, parasitology,
experimental infection

Resumo: Apesar da Leishmaniose Felina (LF) ser considerada de
rara ocorréncia, nos ultimos anos, houve um aumento no nimero
de casos relatados em todo o mundo. Actualmente, o avanco nas
técnicas de diagndstico bem como a maior preocupac¢do com
a saude dos animais de companhia, principalmente em paises
desenvolvidos, devem ter favorecido este aumento. No entanto,
a LF € ainda pouco estudada em vdrios aspectos tais como
prevaléncia, manifestagdes clinicas, transmissdo do parasita ao
vetor e espécies dos protozodrios envolvidos. Além disso, ha
pouca informag@o sobre a real suscetibilidade e importancia
dos gatos na transmissdo de Leishmania spp. Todos estes fortes
factores podem levar a acreditar que a LF ndo seja comum. Assim,
a presente revisdo tem por objetivo discorrer sobre a infecgdo
de gatos domésticos por Leishmania spp, incluindo relatos de
casos clinicos e inquéritos epidemioldgicos, bem como infecgdo
experimental, e atratividade e preferéncia alimentar de alguns
flebotomineos com relagdo aos gatos.
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Introduction

Leishmaniases are a group of diseases of great im-
pact on public health which are endemic in 88 countries
around the world (WHO, 2004). They are caused by
several species of Leishmania protozoa and transmit-
ted to humans and animals by the bite of phlebotomine
sand flies (Diptera: Psychodidae). In human beings,
the clinical disease can occur in the visceral, cutaneous
and mucosal forms. Several mammals are implica-
ted as host reservoirs of the protozoa in the Leishma-
nia spp cycle, including wild and domestic animals.
Among domestic animals, dogs are involved in the do-
mestic transmission to human beings, mainly in cases
of visceral leishmaniasis by L. chagasi infection (sin.
L. infantum — Mauricio et al., 1999). However, due to
the marked urbanization of the leishmaniases (Franke,
1999; Desjeux, 2002), together with the fact that cani-
ne leishmaniasis can be significantly controlled with
deltamethrin collars (Killick-Kendrick et al., 1997,
David et al., 2001; Davies et al., 2002; Maroli et al.,
2002; Oliveira-Lima et al., 2002a; Oliveira-Lima et al.,
2002b), other domestic species may become infected
and sick, and may even be included in the epidemio-
logy of the disease in endemic foci (Killick-Kendrick,
2002; Pennisi, 2002; Simdes-Mattos, 2002).

In a historical context, the leishmaniases have been
extensively investigated since the beginning of 20"
century. At that time, the role of some host mammals
as Leishmania reservoirs was poorly known. When the
first cases of feline leishmaniasis (FL) were reported,
among other animal species, some researchers spe-
culated that domestic cats (Felis catus) might play a
role in the epidemiology of the leishmaniases. Thus,
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epidemiological investigations (Sergent et al., 1912;
Gimeno Ondovilla, 1933; Giordano, 1933; Chagas et
al., 1938) and experimental reproduction of the disease
(Laveran, 1913; Nicole and Blaizot, 1912 cited by Ma-
rechal, 1993; Giordano, 1933; Mello, 1940) were car-
ried out in cats. However, uncertain findings led inves-
tigators to rule out this hypothesis and the studies were
abandoned. Nonetheless, by the end of the 20™ century,
the larger number of FL cases diagnosed, mainly by
molecular biology techniques, as well as the improved
knowledge concerning the host/parasite/vector rela-
tionship, led some researchers to speculate again about
the role of cats as Leishmania-reservoir hosts in ende-
mic foci (Johnson et al., 1993, Pennisi, 2002; Simdes-
Mattos, 2002). However, the studies are still few and
insufficient and this and other questions have not been
elucidated. On the other hand, FL is a real fact and we
speculate that it is still under-diagnosed.

Although Leishmania infection has been already
detected in wild felids (Hoogstral and Dietlein, 1964;
Morsy et al., 1999), the aim of this review was to con-
sider only the infection of domestic cats (Felis catus),
and to discuss the case reports and epidemiological in-
vestigations, as well as the experimental infection, the
feeding preference and engorgement rate of some ph-
lebotomine sand flies for feline species.

Leishmania spp infection in domestic cats
Clinical case reports

Clinical cases were considered to be cats who
exhibited to a greater or lesser extent some signs of
systemic or cutaneous manifestations of different
diseases. In most of these cases, the cats” owners sought
professional care to obtain a conclusive diagnosis of
the disease that affected their animals and Leishmania
protozoa were demonstrated by different techniques. In
this respect, up to now, it seems that 28 clinical cases
of FL have been reported around the world (Figure 1).
Eleven of them (39.3%) occurred in the New World,
and 17 (60.7%) in the Old World. Among the cases
detected in the New World, ten were diagnosed in
South America.

In 1927, Salvador Mazza (Brumpt, 1949) reported in
Argentina what was probably the first clinical case in the
world of a cat infected with L. braziliensis that showed
an ulcer in the orbital region. In Venezuela, Bonfante-
Garrido et al. (1991, 1996) isolated L. (L.) venezuelensis
from large nose and ear nodules of four cats. Still in South
Anmerica, five clinical cases were reported in Brazil. The
first report mentioned a cat with cutaneous ulcerations
in the ears and nose without identification of Leishma-
nia species (Mello, 1940). The second one occurred in
a queen infected with Leishmania (Viannia) sp that pre-
sented a vegetative lesion in the pelvic limb (Passos et al.,
1996). Savani et al. (2002) recorded the third case of a cat
with a nodular lesion in the nose whose scratches were
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found to be positive for Leishmania organisms. On the
other hand, culture medium was negative for spleen and
liver samples. Polimerase chain reaction (PCR) analysis
of spleen material permitted to conclude that this was a
L.(L.) infantum chagasi infection (Savani et al., 2004).
To our knowledge, still in Brazil, Schubach et al. (2004)
reported the two most recent clinical cases of FL in the
world. Both cats lived with two dogs and one man with
cutaneous leishmaniasis. The first case, a queen, showed
a cutaneous ulcer on the nose that had been present for
six months and two additional small ulcers on the face.
The other case, another female cat, had been showing a
papule on the nose and a vegetative lesion on the nasal
mucosa for the last three months. A Leishmania diagnosis
by histopathology and culture was positive, and the pro-
tozoa were characterized by isoenzyme electrophoresis as
L. (V.) braziliensis.

Only one North American FL case was diagnosed in
the state of Texas (Craig et al., 1986). Interestingly, the
animal was evaluated by Barnes ef al. (1993) for seven
years. This cat had several nodules on the ear with as-
pirates showing protozoa morphologically compatible
with L. mexicana, and later characterized by isoenzyme
analysis. After radical pinnectomy, the animal had le-
sion recurrence in both the pinnectomized ear and in the
nose. A survey for feline leukemia virus (FeLV) and fe-
line immunodeficiency virus (FIV) and a skin test (i.e.
Montenegro test) for Leishmania were negative. The
cat was euthanatized when it was 13 years old due to a
mediastinal lymphoblastic lymphosarcoma. Histologi-
cal examination of tissues did not reveal Leishmania
dissemination to the viscera.

Of 17 FL cases reported in the Old World, three were
diagnosed in Asia, two in Africa and twelve in Europe.
In Asia, the first case occurred in Vietnam in a cat that
showed an ulcer on the thorax (Bergeon, 1927). Later,
in Iraq, culture material and smears from papules,
nodules and ulcers on the nose and ears of two cats
revealed organisms morphologically compatible with
L. tropica (Machattie et al., 1931).

In Africa, at the end of the 1940 decade, microscopic
examination of material collected from lip and ear ul-
cers confirmed a case of FL in Algeria (Bosselut, 1948).
Another one occurred on Reunion Island in 1976. This
cat had only swelling of lymph nodes whose aspirates
showed protozoal organisms (Denuziere, 1977).

Europe has the largest number of clinical cases of FL
reported in the world. The first European case occur-
red in Switzerland in 1977 in an animal that presented
cutaneous lesions all over its body (Schawalder, 1977).
Nonetheless, according to author, the infection suppo-
sedly had occurred in Spain. France has three cases re-
corded. The first had developed over a period of five
months and was characterized by pruriginous erythema
and pustules on the elbow, skull and lumbar area. Later,
the cat showed weight loss and emesis when it was eu-
thanized. The first clinical suspicion was eosinophilic
granuloma, but Leishmania infection was confirmed by
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Figure 1 - Worldwide distribution of feline leishmaniases reported from 1927 to 2004.

microscopy (Dunan et al., 1989). In the second case, an
old queen showed crusty and pruriginous dermatitis,
diffuse alopecia in the ears and ulcerative periocular
lesions, in addition to a nodule on the nose. FIV and
FeLV surveys were negative, but serology and parasito-
logy tests on smears and culture medium as well as the
PCR applied to bone marrow were positive for Leish-
mania infection (Laruelle-Magalon and Toga, 1996).
The most recent French case occurred in a cat that sho-
wed lesions throughout the body, alopecia, seborrheic-
ulcer-crusty dermatitis and evident emaciation. FIV,
FeLV and feline infectious peritonitis (FIP) exams sho-
wed negative results. The FL diagnosis was confirmed
by histology of a cutaneous biopsy, smears from bone
marrow aspirates, direct agglutination, and Western
Blot. The protozoa were characterized as L. infantum
by electrophoresis technique (Ozon et al., 1998).

Only one FL case has been reported in Portugal, in-
volving a queen with a cutaneous nodule in the orbital
area. A clinical picture of asymmetric and non-pruri-
ginous alopecia was reported before the emergence of
this lesion. Histopathological findings of the extirpated
nodule confirmed Leishmania infection, and lesion re-
currence was observed above the other eye (Costa Du-
rdo et al., 1994).

In Spain, one case of feline visceral leishmaniasis
(VL) and one case of cutaneous leishmaniasis (CL)
were diagnosed by Hervés et al. (1999). The visceral
form affected a queen with severe jaundice and emesis
which died after hospitalization. Post-mortem exami-
nation revealed enlargement of spleen and liver. Clas-
sic histology and electron microscopy showed Leish-
mania spp forms in the liver, spleen, stomach and large
intestine. The second form occurred in another queen
with a history of abortions and recurrent alopecia of the
abdomen and head, together with ulcerations of bone
protrusions and enlargement of popliteal lymph nodes.
Aspirates from these lymph nodes as well as indirect

fluorescent antibody test (IFAT) were found to be po-
sitive for Leishmania infection. Nonetheless, FIV and
FeLV showed negative results.

Italy recorded five cases of European FL. The first
two cases occurred in a male cat and a female cat. The
former showed a small crusty ulcer on the nose and a
cystic lesion in the parietal region. Serological assays
for FeLV and coronavirus were negative, in contrast
to FIV and Leishmania. Protozoal amastigotes were
seen on smears from both lesions. Seven months be-
fore the diagnosis of leishmaniasis, the adult male had
presented bleeding lesions on the neck, cachexia and
generalized alopecia. Later, it showed submandibular
lymphadenia and diarrhea. FIV, FeLV and coronavirus
tests showed negative results, but anti-Leishmania an-
tibodies were positive. Leishmania were detected by
microscopy, culture and PCR of aspirates of submandi-
bular lymph nodes (Pennisi, 1999; Pennisi, 2002). Two
more cases of FL reported by Pennisi (2002) occurred
in a male cat and a female cat. The physical examina-
tion of the male cat with abscesses due to fight with
other cats showed also popliteal lymphadenopathy.
Survey for anti-FIV and anti-Leishmania antibodies, as
well as PCR of blood and lymph node, showed posi-
tive results. Three years later, this cat showed a small
bloody cyst on the edge of the ear, and the popliteal
lymph nodes were still enlarged. Leishmania amastigo-
tes were observed in smears from aspirates of the cyst
and the lymph node. In addition, the isolation of the
protozoa in culture medium was obtained only from
the lymph node, but PCR carried out on blood, lymph
node and lesion was positive. The other case occurred
in a female cat who had no skin lesions but showed
nonspecific signs of leishmaniasis such as anorexia,
weight loss, depression, ocular complications, gene-
ralized lymphadenopathy and hepatomegaly. Positive
titers were found for FIV, Toxoplasma and Leishmania.
In addition, cytology and culture medium of the mate-

81



Simdes-Mattos, L. et al.

rial isolated from lymph nodes permitted the visualiza-
tion of Leishmania organisms. In these four FL cases,
the Leishmania species was not identified. Finally, the
fifth Italian case was of an animal with an ulcerated
nodule on the eyelid as well as a history of lethargy. In
addition, the cat showed weight loss, dysorexia, severe
ulcerative stomatitis, lymphadenopathy, and spleen en-
largement. Serological assays for FIV, FeLV and Leish-
mania were positive. Smears of material from lesions
and lymph nodes raised the suspicion of Leishmania
infection. Electron microscopy, immunohistochemis-
try and culture revealed the presence of Leishmania
organisms. Finally, PCR allowed the identification of
the protozoa as L. infantum (Poli et al., 2002).

Of all countries that presented FL cases, Vietnam and
Reunion Island were the only two exceptions of ende-
mic regions for leishmaniasis. Thus, the feline leishma-
niases reported in these two countries were probably
not autochthonous.

In summary, of 28 clinical cases of FL, 92.8% exhi-
bited cutaneous manifestations which were the only
sign in 57.7% of them. On the other hand, a 17.4%
rate of lymphadenopathy and a 4.3% rate of viscero-
megaly were cited in association with the cutaneous
manifestations. In addition, very few cases presented
lymphadenopathy (7.7%) and visceromegaly (3.8%)
as the single disease manifestation. Interestingly, cuta-
neous manifestations were observed in most cases of
infection with the viscerotropic Leishmania strain.

Concerning to the type of cutaneous lesions, nodules
and ulcers were predominant (Figure 2). These lesion
types reported in FL cases are similar to those occur-
ring in human and canine leishmaniases. In addition,
the head, and the nose in particular, was the most affec-
ted area in the body (Figure 3). This affected region
seems to be coherent with the ability of phlebotomines
to bite areas with little hair.

Several diagnostic techniques, alone or in combi-
nation, have been applied for Leishmania spp surveys
in clinical FL cases. The presence of amastigotes, by
cytology and/or histology, was assayed in 82% of all
clinical cases, with 95.6% of positivity. On the other
hand, culture medium was cited in 71.43% of cases,
with successful promastigote isolation in 85% of the
attempts. The infrequent use of culture medium may
be due to its unavailability in veterinary clinical prac-
tice. Among the diagnostic techniques cited, aspirate
cytology seemed to be the best and the most frequently
used method, probably because of its easy execution
and low cost. Survey of Leishmania-specific antibodies
was carried out in only nine ill cats and the method
most frequently used was IFAT, which showed po-
sitive titers in all cases. In addition, Leishmania and
FIV/FeLV co-infection was evaluated in eleven ani-
mals and was found to be present in one FIV/FeLV*
cat and three FIV* cats. In some cases, the reserarchers
also surveyed the Leishmania co-infection with other
agents; however we emphasize FIV and FeL.V because
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of their considerable deleterious implications on host
immunity.

Since the FL report by Barnes et al. (1993), isoen-
zymes, electrophoresis, indirect radioimmune assay
(RIA) and PCR have been performed to identify Leish-
mania organisms. Thus, in 15 of 28 clinical cases for
which molecular biology techniques were used for
Leishmania identification, it was possible to obtain
species classification in 11 (73.3%), subgenus classifi-
cation in one (6.7%), and genus classification in three
(20%) cases. These techniques allowed to diagnose in
the New World one cat infected with L. chagasi, four
with L. venezuelensis, one with L. mexicana, two with
L. braziliensis and another with the subgenus Viannia.
In the Old World, three cats were classified as being
infected with L. infantum and three with Leishmania
sp. The remaining FL cases were diagnosed by con-
ventional methods, and the classification attributed to
Leishmania species may be due to epidemiological fin-
dings and geographical localization.

Parasitological and serological epidemic
investigations

Parasitological and serological investigations have
been conducted after the emergence of some clinical
cases of FL, or even in endemic regions for leishmania-
sis. Thus, to our knowledge, since 1912, twenty-four
epidemiological investigations were carried out in the
Old World and the New World, and Leishmania para-
sites and specific-Leishmania antibody surveys were
conducted using several techniques (Tables 1 and 2).

Of all epidemiological investigations, those carried
out by Pennisi ez al. (1998 and 2000) are particularly
important not only because of the techniques employed,
but also because of the nature of the findings. In these
studies it was possible to establish a correlation betwe-
en PCR and IFAT, as well as between Leishmania and
FIV co-infection. Although there was no significant
difference between the two diagnostic methods, FIV
infection had a significant positive influence on anti-
Leishmania antibodies.

In all epidemiological studies, none of the animals
that harbored Leishmania parasites showed any sign
or symptom suggestive of leishmaniasis. Similarly,
among cats with positive serology only two (0.95%)
were sick. The parasite rates (5.5%) and the serologi-
cal (16.6%) surveys lead us to ask which role these in-
fected cats may play in the transmission of disease in
endemic areas. Since they were infected but showed no
sign or symptom of leishmaniasis, they may represent
the condition of a healthy carrier, or of a healed case
or they may still become ill. To test this assumption, in
a study involving experimental infection of cats with
L. braziliensis, we observed that anti-Leishmania an-
tibody titers appeared later than lesions, showing that
serology was not a good marker of clinical disease (Si-
moes-Mattos et al., in press).
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Table 1 - Epidemiological investigation of domestic cats by parasitological methods in different countries from 1912 to 2000.

Country Technique/source Positive/examined (%) Reference
Algeria Undefined/bone marrow 1/1 (100) Sergent et al. (1912)
Brazil Cytology/liver 1/202 (0.5) Chagas et al. (1938)
Cytology/liver 0/142 (0.0) Deane (1956)
Cytology/liver 0/214 (0.0) Alencar et al. (1955)
Cytology*/ear 1/53 (1.9) Sherlock (1996)
Italy Cytology and histology/spleen, liver and bone
marrow 0/120 (0.0) Giordano (1933)
PCR*/blood 54/89 (60.6) Pennisi ez al. (2000)
Jordan Cytology/spleen and liver 16/78 (20.5) Morsy et al. (1980)
Spain Undefined/undefined 1/495 (0.2) Gimeno Ondovilla (1933)
Total 74/1394 (5.3)

* associated with IFAT.

Table 2 - Epidemiological investigation of domestic cats by serological methods in different countries from 1982 to 2002.

Country Technique Positive/examined (%) Reference
Brazil IFAT 0/53 (0.0) Sherlock (1996)
ELISA 9/84 (10.7) Simoes-Mattos et al. (2001a)
ELISA 43/106 (40.5) Simoes-Mattos (2002)
IFAT 45/89 (50.5) Oliveira (2002)
Egypt IHA 3/80 (3.7) Michael et al. (1982)
IHA 1/28 (3.6) Morsy et al. (1988)
IHA 2/60 (3.3) Morsy and Aboul el Seoud (1994)
France IFAT 1/174 (0.6) Bez (1992)
WB 14/110 (12.7) Marechal (1993)
WB 12/97 (12.4) Ozon et al. (1999)
Italy IFAT 55/93 (59.1) Pennisi ez al. (1998)
IFAT 1/110 (0.9) Poli et al. (2002)
Spain DAT 21/50 (42.0) Ramos et al. (2002)
ELISA 2*%/117 (1.7) Portts et al. (2002)
USA DAT 1/10 (10.0) Mac Vean cited by Kirkpatrick et al. (1984)
Total 210/1261 (16.6)

THA= indirect hemagglutination assay; DAT= direct agglutination test; IFAT= indirect fluorescent antibody test; WB=western blot; ELISA=enzyme-

linked immunosorbent assay. * Low antibody titters.

dermatitis*
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nodule
38%
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32%

Figure 2 - Frequency of lesion type in case reports of feline leishmaniasis
from 1927 to 2004. *Dry or humid, pruriginous or non-pruriginous, clus-
ter, alopecic, erythematous and/or pustular .

Experimental infection of domestic cats with
Leishmania spp

In an attempt to explain the occurrence of natural
cases of FL, some investigators have evaluated the sus-
ceptibility of cats experimentally infected with Leish-
mania spp. Different routes and undetermined amount
of inoculum were used in the first studies. Hepatic pulp
from a dog with VL (Laveran, 1913), a culture of L.
infantum (Nicolle and Blaizot, 1912 cited by Mare-

chal, 1993), material from the spleen of a child with
VL (Giordano, 1933), material from ulcers of cat with
natural FL. (Mello, 1940), and a visceral emulsion from
a dog with VL (Deane, 1958) were inoculated in cats
without successful reproduction of the disease.

In 1984, Kirkpatrick et al. established an infection
protocol with L. donovani and L. chagasi for cats.
Leishmania organisms were detected at different times
in blood, liver, spleen and bone marrow up to the 16th
week post-infection (w.p.i.). In Brazil, Barbosa-Santos
et al. (1988) inoculated 10° L. braziliensis promasti-
gotes on the nose of cats, half of which had been pre-
viously injected intraperitoneally with 10° antigens of
the same Leishmania species. Without apparent lesion
in either group, a new challenge with 10° L. amazo-
nensis promastigotes was performed at the same site
of infection. Leishmania isolation in culture medium
was obtained from the lesions of animals that had not
been injected with L. braziliensis antigens by the in-
traperitoneal route. On the other hand, dissemination
and visceralization were not observed. Nonetheless,
the protocol used by Anjili and Githure (1993) with 10°
promastigotes of L. donovani did not lead to the detec-
tion of parasites over a period of six months.
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Figure 3 - Frequency of localization of the cutaneous lesions for the body (left), and specifically in the head (right) in cases report of feline leishmani-

ases from 1927 to 2004.

As previously mentioned, we carried out an experi-
mental infection with 107 promastigotes of L. brazil-
iensis simultaneously inoculated on the ear and nose
of cats and followed up the animals for two years and
three months. The animals showed lesions similar to
those observed in human beings with cutaneous leish-
maniasis, which fully regressed by about 32 and 40
weeks post-infection in the ear and nose, respectively
(Simdes-Mattos et al., 2001b). Concerning the immune
response, antibody titers formation occurred later than
lesion formation, and even after self-healing some cats
still remained serologically positive at the end of the
study. Thus, we concluded that domestic cats were par-
tially susceptible to experimental infection with L. bra-
ziliensis, showing chronic clinical manifestations, anti-
Leishmania antibody titers, lesions harboring parasites,
and spontaneous healing of the lesions (Simdes-Mattos
et al., in press).

Attractiveness/host feeding preference and engor-
gement rate of phlebotomine sand flies

In view of the occurrence of FL, cats seem to be
attractive for some phlebotomines species. However,
there are still few experimental studies on the attrac-
tiveness or host feeding preference and engorgement
rate of different phlebotomines in which cats were in-
cluded.

In Brazil, Deane (1956) studied the attractiveness of
several animal species for Lutzomyia longipalpis, the
vector of L. chagasi-agent of VL, and observed that the
cat was the only mammalian species not used by phle-
botomines as a blood meal source. Nonetheless, the
author commented that he had seen a sandfly feeding
on a cat inside the house. On the other hand, in Kenya,
Phlebotomus guggisbergi was much more attracted by
cats than by dogs (Johnson et al., 1993).

Supporting Deane’s findings (1956), more recently
Dias et al. (2003) also evaluated the cat among other
domestic and wild animals as blood meal sources for
same phlebotomine. In the cited study, the use of the
precipitin test applied to the gut of L. longipalpis also
led to the conclusion that this sand fly had not fed on
cats. In Egypt, El Sawaf et al. (1989) studied by immu-
noelectrophoresis blood meals from P. papatasi and P.
langeroni collected indoors and outdoors. Both phle-
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botomines fed predominantly more on humans than on
dogs, cats or rats. On the other hand, similar studies
were carried out in Peru using bloodmeal analysis by
precipitin in L. verrucarum and L. peruensis sandflies
(Ogosuku et al., 1994). The findings of this study are
quite interesting, mainly regarding the mixed bloods
detected in these sandflies both when collected in-
doors and outdoors, which showed that they had fed
on at least two different hosts. In indoor collections,
the most common multiple feeding involved human
and cat blood detected in L. verrucarum. Although for
the sandflies collected outdoors cows and cats were the
most frequent sources of the same phlebotomine, cat
blood was the most frequent for L. peruensis (Ogosuku
etal., 1994). Colmenares et al. (1995) tested host-feed-
ing patterns of P. perniciosus by the competitive ELI-
SA biotin/avidin method at four sites in Spain. At least
in Barcelona, the blood meals of these phlebotomines
were found to originate from dogs (33%), humans
(25%), cats (25%) and mice (17%).

Some studies have determined the rate of engorge-
ment of female sandflies after contact only with cats. In
the Mediterranean, Sdnchez et al. (2000) exposed one
cat to the bite of P. perniciosus, and observed a 93%
rate of engorged females of these sandflies. In a similar
study using L. migonei, one of the main vectors of L.
braziliensis protozoa in Brazil, we detected a 90% rate
of engorged female sandflies after contact with a cat in
a cage (unpublished data).

Final considerations

Even though FL is considered to be a rare occurren-
ce, cases have been reported in America, Europe, Asia
and Africa, and more frequently since the 90’s. This
may be due in part to the boom of this disease in the
past few years, to the advances of diagnostic techni-
ques, to the increased breeding of cats, mainly in de-
veloped countries, and/or partly to the greater health
care devoted to pets. However, in spite of the increa-
sed numbers of FL cases, we believe that they are still
under-diagnosed possibly because of the difficulties in
clinically distinguishing leishmaniases from other dise-
ases that affect cats. In addition, veterinarians may be
unaware that cats can be infected with Leishmania spp
and can develop leishmaniasis. Furthermore, cats are
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less frequent visitors than dogs to veterinary clinics, at
least in developing countries where leishmaniases are
common. Also, the clinical manifestations of FL are
still unclear, so that the disease may be easily confused
with neoplasms and mainly with infectious diseases
caused by viruses, bacteria, protozoa and fungi. Fungal
infections are the most dangerous, mainly in cases of
histoplasmosis, sporotrichosis and cryptococcosis. It is
important to keep in mind that when a clinical diagnosis
of fungal infection rather than of Leishmania infection
is made, treatment with antifungal drugs may result in
temporary healing, since these drugs have some effect
against Leishmania spp. All of these factors contribute
to the lack of FL diagnoses, falsely leading to the belief
that FL is uncommon. Thus, laboratory techniques may
help prevent misdiagnosis, mainly in endemic areas for
leishmaniasis.

In summary, it is clear that domestic cats are truly in-
fected with several Leishmania species, that they may
or may not become ill, that they harbor the protozoa
and that they are also attractive as a blood meal source
to some phlebotomines. Thus, from an epidemiological
point of view, it is important to elucidate several ques-
tions. Are the cats occasionally infected or are they
reservoir hosts of these protozoa? Are they frequently
healthy carriers of Leishmania spp and potential trans-
mitters of protozoa to the vectors? Does FIV and/or
FeLV co-infection promote FL? The answers to these
questions will permit us to understand the consequen-
ces of this disease for feline health and to determine
the risk factors of human populations exposed to cats
infected with Leishmania spp.

Acknowledgements

The studies concerning Feline Leishmaniasis ac-
complished by our group are supported by Fundagdo
Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico — FUNCAP (Process number 419/02) and
Programa de Apoio a Nucleos de Exceléncia — PRO-
NEX/CNPq. We wish to thank CNPq and FUNCAP
for fellowships. We are also indebted to Dr. T.J. Nau-
cke, Institute for Medical Parasitology, University of
Bonn, Germany, for his generous cooperation with this
review. Thanks are extended to Dr. M.G. Pennisi, De-
partment of Medicine and Veterinary Pharmacology,
Messina, Italy. In addition, we would like to dedicate
this review to all researchers, especially those who be-
gan the studies about leishmaniasis in Brazil and left
their invaluable works to us: Drs. Evandro Chagas, Le-
onidas Deane, Maria Paugartem Deane and Joaquim
Eduardo de Alencar.

References

Alencar, J.E., Holanda, D. and Cavalcante, J.D.N. (1955). Cala-
zar no Vale Jaguaribe, Ceard, 1955. Revista Brasileira de
Malariologia e Doengas Tropicais, 8, 33-47.

153

RPCV (2004) 99 (550) 79-87

Anjili, C.O. and Githure, J.I. (1993). Refractoriness of domestic
cats to infection with a Kenyan strain of Leishmania dono-
vani. East African Medical Journal, 70, 322.

Barbosa-Santos, E.G.O., Marzochi, M.C.A., Concei¢do, N.F,,
Silva, P.C.T. and Silva, V.L.. (1988). Vaccination and expe-
rimental infection of cats (Felix domesticus) with Leishma-
nia. Memdorias do Instituto Oswaldo Cruz, 83, 159.

Barnes, J.C., Stanley, O. and Craig, T.M. (1993). Diffuse cuta-
neous leishmaniasis in a cat. Journal of the American Vete-
rinary Medical Association, 202, 416-418.

Bergeon, M.P. (1927). Un cas de leishmaniose chez le chat. Bul-
letin de la Societd Veterinaria de Lyon, 30, 92-93.

Bez, M. (1992). La leishmaniose chez le chat, enquéte séro-épi-
démiologique dans les Alpes-maritimes. Theése Docteur
Veterinaire ENVL. 46, 110p.

Bonfante-Garrido, R., Urdaneta, 1., Urdaneta, R. and Alvarado,
J. (1991). Natural infection of cats with Leishmania in Bar-
quisimeto, Venezuela. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 85, 53.

Bonfante-Garrido, R., Valdivia, O., Torrealba, J., Garcia, M.T.,
Garofalo, M.M., Urdaneta, 1., Urdaneta, R., Alvarado, J.,
Copulillo, E., Momen, H. and Grimaldi-Jr., G. (1996).
Cutaneous leishmaniasis in cats (Felis domesticus) caused
by Leishmania (Leishmania) venezuelensis. Revista Cien-
tifica, 6, 187-190.

Bosselut, H. (1948). Un cas de leishmaniose générale du chat.
Archives de L’Institut Pauster D’Algérie, 26, 14.

Brumpt, E. (1949). In: Parasites Animaux, Précis de Parasitolo-
gie, Editor: E. Brumpt, 6* edi¢do. Masson et Cie (Boule-
vard Saint-Germain, Paris, France), 248-256.

Chagas, E., Ferreira, L.C., Deane, G., Deane, L. and Guimaraes,
N. (1938). Leishmaniose visceral americana. II. Estudos
epidemiolégicos. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz,
33, 138-206.

Colmenares, M., Potiis, M., Botet, J., Dobaiio, C., Géllego, M.,
Wolff, M. and Segui, G. (1995). Identification of blood
meals of Phlebotomus perniciosus (Diptera: Psychodidae)
in Spain by Competitive Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay Biotin/Avidin Method. Journal of Medical Entomo-
logy, 32, 229-233.

Costa Durdo, J.F., Rebelo, E., Peleteiro, M.C., Correia, J.J. and
Simdes, G. (1994). Primeiro caso de leishmaniose em gato
doméstico (Felis catus domesticus) detectado em Portugal
(Concelho de Sesimbra): nota preliminar. Revista Portu-
guesa de Ciéncias Veterindrias, 89, 140-144.

Craig, T.M., Barton, C.L., Mercer, S.H., Droleskey, B.E. and
Jones, L.P. (1986). Dermal leishmaniasis in a Texas cat.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 35,
1100-1102.

David, J.R., Stamm, L.M., Bezerra, H.S., de Sousa, R.N., Killi-
ck-Kendrick, R. and Oliveira-Lima, J.W. (2001). Deltame-
thrin-impregnated dog collars have a potent antifeeding
and insecticidal effect on Lutzomyia longipalpis and Lut-
zomyia migonei. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 96,
839-847.

Davies, C.R., Mazloumi Gavgani, A.S., Hodjati, M.H. and Mobhi-
te, H. (2002). Impact of insectide impregnated dog collars
on the incidence of zoonotic visceral leihmaniasis in dogs
and childrens. Canine leishmaniasis: moving towards a so-
lution. In: Proceedings of the Second International of the
Canine Leishmaniasis Forum. Sevilla, Spain, 2002, 87-90.

Deane, L.M. (1956). Leishmaniose visceral no Brasil: estudos
sobre reservatdrios e transmissores realizados no Estado
do Ceard. Tese de Doutorado, Universidade de Sao Paulo,
Brasil. 162 p.

Deane, L.M. (1958). Epidemiologia e profilaxia do calazar ame-
ricano. Revista Brasileira de Malariologia e Doengas Tro-
picais, 10, 431-450.

85



Simdes-Mattos, L. et al.

Denuziere, C. (1977). Un chat ‘leishmanien’. La Semaine Vété-
rinaire, 32, 1-2.

Desjeux, P. (2002) Urbanisation of the leishmaniases. Canine
leishmaniasis: moving towards a solution. In: Proceedings
of the Second International of the Canine Leishmaniasis
Forum. Sevilla, Spain, 2002, 49-55.

Dias, F.O.P., Lorosa, E.S. and Rebélo, J.M.M. (2003). Fonte ali-
mentar sangiiinea e a peridomiciliacdo de Lutzomyia lon-
gipalpis (Lutz & Neiva, 1912) (Psychididae, Phlebotomi-
nae). Cadernos de Saiide Publica, 19, 1373-1380.

Dunan, S., Mary, C., Garbe, L., Breton, Y., Olivon, B., Ferrey, P.
and Cabassu, J.P. (1989). A propos d’un cas de leishma-
niose chez un chat de la region Marseillaise. Bulletin de la
Société Frangaise de Parasitologie, 7, 17-20.

El Sawaf, B.M., Mansour, N.S., El Said, S.M., Daba, S., Youssef,
F.G., Kenawy, M.A. and Beier, J.C. (1989). Feeding pat-
terns of Phlebotomus papatasi and Phlebotomus langeroni

(Diptera: Psychodiade) in El Agamy. Egyptian Journal of

Medical Entomology, 6, 497-498.

Franke, R.C. (1999). Ecologia da Leishmania. In: 4° Congresso
Pernambucano de Medicina Veterindria, Recife (Pernam-
buco), 1999, 35-38.

Gimeno Ondovilla, A. (1933). Contribucién a la epidemiologia
del kala-azar. Tropical Disease Bulletin, 30, 752.

Giordano, A. (1933). Le chat dans la transmission de la leish-
maniose viscérale de la méditerranée. Bulletin Sezione
Italiana de la Societe Internazional de Microbiologie, 5,
300-332.

Hervas, J., Chacun-M De Lara, F., Sanchez-Isarria, M.A., Pelli-
cer, S., Carrasco, L., Castilho, J.A. and Gomez-Villaman-
dos, J.C. (1999). Two cases of feline visceral and cuta-
neous leishmaniasis in Spain. Journal of Feline Medicine
and Surgery, 1, 101-105.

Hoogstraal, H. and Dietlein, D.R. (1964). Leishmaniasis in the
Sudan Republic: recent results. Bulletin of the World Health
Organization, 31, 137-143.

Johnson, R.N., Ngunbi, PM., Nwanyumba, J.P. and Roberts,
C.R. (1993). Host feeding preference of Phlebotomus gug-
gisbergi, a vector of Leishmania tropica in Kenya. Medical
Veterinary Entomology, 7, 216-218.

Killick-Kendrick, R., Killick-Kendrick, M., Focheux, C., Dereu-
re, J., Puech, M.P. and Cadiergues, M.C. (1997). Protection
of dogs from bites of phlebotomine sandflies by deltame-
thrin collars for control of canine leishmaniasis. Medical
and Veterinary Entomology, 11, 105-111.

Killick-Kendrick, R. (2002). Canine leishmaniasis: moving to-
wards a solution. In: Proceedings of the Second Interna-
tional of the Canine Leishmaniasis Forum. Sevilla, Spain,
2002, 5.

Kirkpatrick, C.E., Farrell, J.P. and Goldschmidt, M.H. (1984).
Leishmania chagasi and L. donovani: experimental in-
fections in domestic cats. Experimental Parasitology, 58,
125-131.

Laruelle-Magalon, C. and Toga, 1. (1996). Un cas de leishmanio-
se féline. Pratique Medicale et Chirurgicale de I’Animal
de Compagnie, 31, 255-261.

Laveran, A. (1913). Infections du cobaye, du lapin et du chat par
la Leishmania infantum. Bulletin de Société de Pathologie
Exotique, 6, 110-114.

Machattie, C., Mills, E.A. and Chadwick, C.R. (1931). Naturally
occurring oriental sore of the domestic cat in Iraq. Tran-
sactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hy-
giene, 25, 103-106.

Marechal, M. (1993). La leishmaniose féline: cas sporadique ou
réalité encore ignorée? (étude dans la région marseillaise).
Thesis Docteur Vetérinaire. 87, 68p.

Maroli, M., Mizzoni, V., Baldi, L., Oliva, G. and Gradoni, L. 2002 The
control of canine leishmaniasis of Scalibor® protectorbands in

86

154

RPCV (2004) 99 (550) 79-87

southern Italy: pilot field studies. Canine leishmaniasis:
moving towards a solution. In: Proceedings of the Second
International of the Canine Leishmaniasis Forum. Sevilla,
Spain, 2002, 81-86.

Mauricio, I.L., Howard, M.K., Stothard, J.R. and Miles, M.A.
(1999). Genomic diversity in the Leishmania donovani
complex. Parasitology, 119, 237-246.

Mello, G.B. (1940). Verificagdo da infecc@o natural do gato (Fe-
lix domesticus) por um protozodrio do género Leishmania.
Brasil Médico, 54, 180.

Michael, S.A., Morsy, T.A., Abou El-Seoud, S.F. and Saleh,
M.S.A. (1982). Leishmaniasis antibodies in stray cats in
Ismailiya Governorate Egypt. Journal of the Egyptian So-
ciety of Parasitology, 12, 283-286.

Morsy, T.A., Michael, S.A. and El Disi, A.M. (1980). Cats as re-
servoir hosts of human parasites in Amman, Jordan. Jour-
nal of the Egyptian Society of Parasitology, 10, 5-18.

Morsy, T.A., Michael, S.A., Makhlouf, L.M. and El Sibai, M.M.
(1988). Leishmania infection sought in non human hosts in
Suez governorate, Egypt. Journal of the Egyptian Society
of Parasitology, 10, 539-545.

Morsy, T.A. and Abou El-Seoud, S.M. (1994). Natural infection
in two pet cats in a house of a zoonotic cutaneous leish-
maniasis patient in Imbaba area, Giza Governorate, Egypt.
Journal of the Egyptian Society of Parasitology, 24, 199-
204.

Morsy, T.A., Al-Dakhil, M.A. and El-Bahrawy, A.F. (1999). Na-
tural Leishmania infection in sand cats captured in Riyadh
district, Saudi Arabia. Journal of the Egyptian Society of
Parasitology, 29, 69-74.

Ogosuku, E., Pérez, J.E., Paz, L., Nieto, E., Monje, J. and Guer-
ra, H. (1994). Identification of bloodmeal sources of Lut-
zomyia spp. in Peru. Annual Tropical Medicine Parasito-
logy, 88, 329-335.

Oliveira, A.P. (2002). Inquérito sorolégico de Leishmania sp
em gatos domésticos (Felis catus) da regido de Guaratiba,
municipio do Rio de Janeiro, Brasil. Monografia. Instituto
Municipal de Medicina Veterindria “Jorge Vaitsman”. 33p.

Oliveira-Lima, J.W., David, J.R., Stamm, L.M., Bezerra, H.S.,
Sousa, R.N. and Killick-Kendrick, R. (2002a). Scalibor
protectorbands protect dogs from bites of two species of
Neotropical sand flies. Canine leishmaniasis: moving to-
wards a solution. In: Proceedings of the Second Interna-
tional of the Canine Leishmaniasis Forum. Sevilla, Spain,
2002, 77-80.

Oliveira-Lima, J.W., Sousa, R.N., Teixeira, M.J., Pompeu,
M.M.L., Killick-Kendrick, R. and David, J.R., (2002b).
Preliminary results of a field trial to evaluate the value of
deltamethrin-impregnated collars for the control of canine
leishmaniasis in northeast Brazil. Canine leishmaniasis:
moving towards a solution. In: Proceedings of the Second
International of the Canine Leishmaniasis Forum. Sevilla,
Spain, 2002, 92-95.

Ozon, C., Marty, P, Pratlong, F., Breton, C., Blein, M., Leviévre,
A. and Haas, P. (1998). Disseminated feline leishmaniosis
due to Leishmania infantum in southern France. Veterinary
Farasitology, 75, 273-277.

Ozon, C., Marty, P., Leviévre, A., Biorgalli, J., Corniglion, A.,
Giacomo, A., Lamothe, J., Mathieu, F., Pierre, M., Thoma-
z0, F., Villemin, V. and Hass, P. (1999). Le chat reservoir
de Leishmania infantum dans le sud de la France? In Pro-
ceedings of 24th WSAVA Congress, Lyon 23rd-26th Sep-
tember 1999 (CD- Rom).

Passos, V.M.A., Lasmar, E.B., Gontijo, C.M.EF.,, Fernandes, O.
and Degrave, W. (1996). Natural infection of a domestic
cat (Felis domesticus) with Leishmania (Viannia) in the
metropolitan region of Belo Horizonte, state of Minas
Gerais, Brazil. Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 91,



Simdes-Mattos, L. et al.

19-20.

Pennisi, M.G., Masucci, M. and Catarsini, O. (1998). Presenza
di anticorpi anti-Leishmania in FIV+ gatti che vivono in
zona endemic area. Atti della Societa Italiana delle Scienze
Veterinarie, 52, 265-266.

Pennisi, M.G. (1999). Case report of Leishmania spp. infection
in two cats from Aeolian Archipelago (Italy). In: Procee-
dings of the 24th WSAVA Congress. Lyon 23rd-26th Sep-
tember 1999 (CD-Rom).

Pennisi, M.G., Maxia, 1., Vitale, F., Masucci, M., Borruto, G. and
Caracappa, S. (2000). Studio dell ‘infezione de Leishmania
mediante PCR in gatti che vivono in zona endemica. Ati
della Societa Italiana delle Scienze Veterinarie, 54, 215-
216.

Pennisi, M.G. (2002). A high prevalence of feline Leishmaniases
in southern Italy. Canine Leishmaniasis: moving towards a
solution. In: Proceedings of the Second International of the
Canine Leishmaniasis Forum. Sevilla, Spain, 2002, 39-48.

Poli, A., Abramo, E., Barsotti, P., Leva, S., Gramiccia, M., Ludo-
visi, A. and Mancianti, F. (2002). Feline leishmaniosis due
to Leishmania infantum in Italy. Veterinary Parasitology,
106, 181-191.

Portiis, M., Géllego, M., Riera, C., Aisa, M.J., Fisa, R. and Cas-
tillejo, S. (2002). Wild and domestic mammals in the life
cycle of Leishmania infantum in Southwest Europe. A lite-
rature review and studies performed in Catalonia (Spain).
Revista Ibérica de Parasitologia, 62, 72-76.

Ramos, J.J.Z., Sarasa, I.A., Ochoa, P.G., Hernandez, J.A.C.,
Salinas, M.J.G. and Amella, M.J.M. (2002). Serological
evidence of Leishmaniasis in cats in Aragon, Spain. In:
Proceedings of 27 WSAVA. Available on line http://www.
vin.com/proceedings/Proceedings.plx ?CID=WS AVA2002
&PID=2860&Category=475.

Sanchez, M. A., Hervis, H., Chacén, F., Gomez, J.C., Luicentes,
J., Castrillo, J., Pérez, R. and Pascual, F. (2000). Evaluaci-
6n del gato comun (Felis catus domesticus) como reservo-
rio de la leishmaniose en la cuenca mediterranea. Pequerios
animales, 24, 46-54.

Savani, E.SM.M., Camargo, M.C.G.O., Carvalho, M.R.,
D’Audria, S.R.N., Zampieri, R.A. and Floeter-Winter,
L.M. (2002). Primeiro caso de leishmaniose felina causa-
da por Leishmania (Leishmania) chagasi na América. In:
Proceedings of Congresso Cientifico Anual do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da USP, 181. Available on line:
http://www.icb.usp.br/resumo/res-epi.html.

Savani, E.S.M.M., Camargo, M.C.G.O., Carvalho, M.R., Zmpie-
ri, R.A., Santos, M.G., D’Audria, S.R.N., Shaw, J.J. and
Floeter-Winter, L.M. (2004). The first record in the Ameri-

155

RPCV (2004) 99 (550) 79-87

cas of an autochthonous case of Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi in domestic cat (Felix catus) from Cotia
county, Sdo Paulo, Brazil. Veterinary Parasitology, 120,
229-233.

Schawalder, P. (1977). Leishmaniose bei Hund und Katze: au-
tochtone Falle in der Schweiz. Kleintier-Praxis, 22, 237-
246.

Schubach, T.M.P, Figueiredo, F.B., Pereira, S.A., Madeira, M.F.,
Santos, I.B., Andrade, M.V., Cuzzi, T., Marzochi, M.C.A.
and Schubach, A.O. (2004). American cutaneous Leishma-
niasis in two cats from Rio de Janeiro, Brazil: first report
of natural infection with Leishmania (Viannia) brazilien-
sis. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, 98, 165-167.

Sergent Ed. et Et., Lombard, J. and Quilichini, M. (1912). La
leishmaniose a Alger. Infection simultanée d’un enfant,
d’un chien et d’un chat dans la méme habitation. Bulletin
de Société de Pathologie Exotique, 5, 93-98.

Sherlock, I.A. (1996). Ecological interactions of visceral Leish-
maniasis in the State of Bahia, Brazil. Memdrias do Insti-
tuto Oswaldo Cruz, 91, 671-683.

Simoes-Mattos, L., Mattos, M.R.FE., Rodrigues, T.P., Prata-Ju-
nior, J.R.C., Teixeira, M.J., Silva, T.E.P.,, Holanda C.M.,
Pereira, B.S., Lopes, C.A.P. and Pompeu, M.M.L. (2001a).
Survey of anti-Leishmania chagasi antibodies in stray cats
(Felis catus) in the city of Fortaleza (Ceard, Brazil). Cién-
cia Animal, 11, 79-81.

Simdes-Mattos, L., Mattos, M.R.F., Teixeira, M.J., Holanda,
C.M., Prata-Jr,, J.R.C., Rodrigues, T.P., Lima, JW.O.,
Pompeu, M.M.L. and Coélho, 1.C.B. (2001b). Cutaneous
manifestations in domestic cats (Felis catus) experimen-
tally infected by Leishmania braziliensis. In: Proceedings
of the II Congresso Internacional de Medicina Felina (CD-
Rom).

Simdes-Mattos, L. (2002). Estudo da infec¢do natural por Leish-
mania chagasi pela técnica de ELISA em gatos domésticos
(Felis catus) da regido de Fortaleza, Ceard. Monografia.
Escola de Sadde Publica do Ceara. 56p.

Simoes-Mattos, L., Mattos, M.R.F., Teixeira, M.J., Oliveira-
Lima, J.W,, Bevilaqua, C.M.L., Prata-Jr., J.R.C., Holanda,
C.M., Rondon, F.C.M., Bastos, K.M.S., Coélho, Z.C.B.,
Coélho, I.C.B., Barral, A. and Pompeu, M.M.L. The sus-
ceptibility of domestic cats (Felis catus) to experimental
infection with Leishmania braziliensis. Veterinary Parasi-
tology, in press.

World Health Organization (WHO) (2004). Division of Con-
trol of Tropical Disease [on line]. available on line: URL:
http://www.who.int/emc/diseases/leish/leisgeo1.html.

87



156

/\nexoll

Artigo 2

Leishmaniose em gatos domésticos: ¢ bom manter-se informado!

Situagao: publicado na revista “Todos os Gatos”

v. 8, p. 22-23,2005



v
L
Q
-
=
-
<
O

- ﬁ' -
Y. et S 2o

E bom manter-se informado!

Leishmaniose
. em gatos domesticos

As listbmanioses sio um grupe de do-
ergas Toondticas, de grande impacte em
saiide piblica mundial, causadas por dife-
rentes espécies do protozodrio difisics do
gtnero Leisbmanis. Como deenca de ciclo
indirecte, o protozedrio ¢ ransmitd o pela
picada de feboronsinaps (mosquitcs que
se alimentam de sngus), cujos pénerns,
Phlsboromas & Larzowmda (commumente
conhecidos come “mosquite-palha™), sio
ercontrados respectivaments no Yelho ¢
Move Munde.

A diversificagie  das  espéries  de
Leigfmania & responsivel pela forma quea
doenga manifesta no seu hospedein, entre
elas, destacarnos as Leishmeanipss Visceral
LV} e Cutinea (LC). Os cies domésticos,
Ao incriminados como hospedeiros reser-
vardrios dos protozcdrios L. ifamesm (=L
chagasi) para rransmissio humana, ocasio-
nando a LV,

Além dissa, em locais onde & endémica,
2 LC humana tem vindo a aumentar, sen-
do atribuide a0 cio ambém, o papel de
hospedeira  reservardrio, principalmenes
em casce de infecgio por L franifiossd.

O cio, além de transmitir o procoeo-
drie também padece da deenga. Com o
intuits de evitar a infeccio tneo de hu-
manos quants de canideos, esmdos em

sido voltados para o bloqueio da cadeia de
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cos de Ledbomawiose felima (LF). Apesr
da Leishmpaniosr em patos ser considerada
rara, existem casos de manifestgSes cuti-
neas efou implicagio visceral, associados a
esta doenga, relandos na América, Europa,
Asia e Africa. O estudos de inquéritos
epidemialégicos (soroldgicos e parasitold-
gicos) realizados em virios paises, tém de-
monstrado woas considerives de infecgio
nesta espéoie animal.

A LF comegon a ser diagnosticada no
inicio do sécule XX, com casos espord-
dicos. Desde 1927, quando o primeire
caso clinico de LF foi diagnosticade na
Argentina, aré os dias de hoje, a lireramra
mundial tem apenas 30 registos. Diestes,
12 {40%) ocorreram no Movo Mundoe 18
(B0%:) no Velho Mundo. Entre os detecta-
des no Meva Mundo, um fol na América
do Moree, e 11 na América do Sul. Mo
Velho Mundo, wés foram diagnasticados

Apesar de alguns autores considerarem a Leishmaniose

uma doenga rara em gatos, & um facto que tambeém os

afecta. Existem casos de manifestagoes cutaneas efou
implicacao visceral em gatos, associados a esta doenga,
que vém sendo relatados em quase todos os Continentes.

E interessante analisar esta hipotese, para evitar que os
nossos amigos domésticos apanhem esta doenca.

transmissde, endo come objecn abva, oz
mosquits {Azborominens).

Alpamas pesquisas de sucesso tém cormi-
provado a diminuigio da sorocomversic
em ambos hospedeires com a utilizagic
de coleins impregnadas com delametrina
{tipo de insecticida) em cies de dreas endé-
micas para a enfermidade. Advinda deste
promissor controle, por outrs lade, em
sida especulado o possivel papel de ourros
animais como reservatdrics de Leifmania
clon mesmo padecendo da enfermidade,
uma vez que, ambos, vecoor ¢ protozedric,
precizam de manter as sias sobrevivincias
nalgum hespedeino, case ndo encontrem
mais amhiente propicio nos cies.

Os novos hospedeiros
Assim, entre os animais domdsticos,

o garn tem vindo a despontar como um
provivel candidare. Esa afirmagio ba-
seia-se em recentes elats de casos clini-

&

na Asia, dois na Africa. Na Europa até o
momento, a Suica ¢ Porougal tim wm caso
cada, Espanha ¢ Franga com trés cada e,
[rilia, derenrora de cinco do roral de cascs
EUrapes.

O levantamento dos casos de LF per-
miriu avaliar aspectos importntes como a
manitestagio da doenga em felinos.

Manifestacdes da doenca

Dio woeal de casos clinices de LE 86, 7%
exibiram manifestigies cutineas, sendo
que em 50% des animais foi o dnico sinal
abservado. Além disse, foram encontradas
taxas de 20f de linfoadenopatia e 10% de
visceromegalia associadas &5 manifes mgies
curineas. Por ourro lado, a linfoadeno-
patia ¢ pouco citada (3.3%) come inica
manifestagio da doenga. Die forma ineeres-
sante, as manifestagies cutineas nmbém
foram observadas na maioria dos casos de
infeogin por cepas de Leistwmania viscers-
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rrapicas. Os nédulos (39.5%) ¢ as dloers
(31,6%) foram as lesies mais predomi-
nantes, sepuidas por dermarite inespecifi-
ca (18.5%) ¢ lesio vegerativa e pépulas,
ambas com mesma frequéneia (5,2%). As
manifestagies clinicas observadas nos ga-
tos gom Lesfmanios: so similares dquelas
que ocorem em deisfmranioss humana
¢ canina. Um dado impormnte ¢ que,
a cabega (75%), ¢ em particular, o nariz
(48%), foram as dreas mais afectadas do
corpa dos paros. A orelha (26%)] ¢ repgiio
ccular (18,6%) despontam em sepuida.
Para alguns estudiosos, o face de exsti-
rem mais leshes nests regides anardmicas
devese ao facte dos mosquites picarem
melhor em dreas menos pélos,

Diagnosticos
As técnicas de diagnédstico mais uriliza-
das para detectar Leishmranios nestes patos
foram citologia efon histologia, apressn-
tando considerivel percentmpem de positi-
vidade. O meio de culoum, por suaver, foi
citdo em um pouco mais da merade dos
casos com sucesss parcial de isolamenro
de formas promastigoms. Ao contrErio do
Ui COTITE SO S5 i, 4 ci:-:n]-:nghas—
pirativa & umn diagndstico vidvel na pririca
médica vererindria por ser bararo ¢ de ficil
@ execugio. As provas de biclogia malscular
ajudaram a identificar alpuns dos proto-
wodrics isolados, sendo encontrada, nos
paros doentes, infecgio por virios tipos de
Lristmania.

Estudo da doenga

Diesde o8 primeiros relaros de infecgio
de garas por Leisfmamiz, o8 estudos epide-
micltgicos passaram a ser uma ferramenta
imporeante na dererminagio da infecgio
namral em garos, principalmente nos
locais onde ccomeram casos da deenga.
Assim, de 1912 ard 2002, esres estudos, re-
alizadas atravis de inquérimos parasitoldg-
cos ¢ soroldgicos, mostraram que nenhum
dos gatos que albergava os protozodrios de
Leistomeania 5p exibiam algum sinal ou sin-
toma de leishmanicss, de manein similar,
daqueles com sorologla positiva, apenas
dois (1,5%) estavam doenres. Dianne dis-
50, a5 tanas médias obtidas, considerando
mdos oz inquéritos soralégicos (18,2%)
¢ parasitlégices (5,5%), permitem ques-
tionar qual o papel de paros infecmdos
por Leiwhmsania na tansmissio da doen-
ga em dreas endémicas, uma ver que ches
sio Infecmdos, mas nido mestram sinal
ou sintoma clinico comparivel com a do-
enga. Mo enmnto, os sinais ¢ sincomas de
lelsfmansiose em gams ainda nio o bem
conhecidos.

Para entender o deservolvidos da de-
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enga nos felinos, o5 estudos avaliaram a
suscepribilidade i infecgio experimental.
(s primeiros trabalhos nde chtiveram su-
cesso ma reprodugio da doenga manifest.
Em contra partida a infecgio ¢ doenga em
patos, ocorridas pela incculagio experi-
menml por alpuns tipos de Lelifmania,
demonstraram a suscetibilidade da espézie
felina. Mo caso das infecgies por L. frazi-
liensis podese ohservar que os pams exi-
biram lestes similares quelas observadas
ermn casos clinicos namrais de LC humana
¢ canina. Akm disso, tiveram cum clink
ca espontinea por volta dos 10 meses de
infecgin. A resposta imune, por sua ver,
demonstron que os timles de antcorpos
ccorrem mais adiamente 4 lesio, ¢ mes-
mi apds a auro-cura clinica, alpuns poucos
animais ainda apresentavam timlos aré o
final de dois anes de experiéncia, pela que
podemos suspeitar de persisncia do para-
sita no hospedeira.

Casos no Brasil

Tendo em vist ranto s casos clinicos
de LF quanto as mxas de infecio (soro-
ligicas & parasitolépicas), parece evidenre
que garcs S0 AMTACHVES Pard Certos mos-
quitos. Apesar de existiremn poucos estud os
para conhecer a preferéncia alimenmar de
diferentes ripos de masquitcs, alpurras
pesquisas mostrarm provaram haver alpu-
ma rendéncia preferencial dos mosquires
pelos gams quande comparades a outras
espécies animais, ¢ que a taxa de succio
de sangue destes inssctos é alm quando
EXPOSIOS A0 CONECTy com este mamifero,
Enrretanto, o xenodiagnéstico, tsnica
urilizada para detecgio ¢ isolamento de
um patigenc usands o seu Vector artré-
pode namral apds CONACE COM UM pro-
wvivel hospedeim, € a forma mais eficaz de
comprowar se determinada egpécie animal
pode ser considerada come reservardrio de
Leistamania. O grupo de pesquisa obeve
resultades positivos com o xenodiagnisti-
co quande encontron Larzomepds migoned
infectada, apds ter sugado um garo experi-
menmlments incculado com L. fnemifion-
sig. Assim fica demonstrade que gats sio
hogpedeiros reservardrios de L. baazifiensds.
Esmudes semelhantes devem ser conduzi-
dos com outras egpéoies de Leffmaania ¢
SEUS Tespoctives veotros naturals, princk-
palmente em paises da Europa onde a do-
enga rem alo prevaknci.

Alguns pesquisadores eurapeus suspei-
tam que a preferéncia alimenor dos mos-
quitos estudados estejam, mais provavel
mente, rebcionada com a disponibilidade
de hospedeiros do que com a arrcrividade

particular de cada um deles.

13

Estar sempre alerta

s médicos vererindrios ¢ proprietirios
devern estar alerras paraa LF, i que o nd-
mero de garos estd em expansio em toda
o mundeo. 4 aln densidade populacional
desta espécie animal, de hibits crepuscu-
lares e nocrurnes, similares a0z mosquimes,
asseciado ao controle da IV canima, sio
facrores que predispiem os pates A infec-
gio por Leifomamia. DMalpuns paises em
deserrrobvimento, onde esta enfermidads ¢
endémica, os gams, possuindo ou nds pro-
prietirics, na grande maioria, ndo apresen-
tam qualquer controle clinico, sanitirio &
epidemicligico. A populagic de felinos
de rua ¢ semi-demiciliades ¢ considerada
grande, o que nic difere tante de alpuns
paises da Enropa. Por isso, a problemitica
reside no facto nde s por ipnomar a impor-
tincia epidemioldgica dos pates domicilia-
dos, comao da falea destes dados, principal-
mente, em relagio aos semi-domiciliades ¢
ans de rua. E importane salienar que na
maioria destes paises, nio s6 o cies, mas
principalmente os gas, nie sio frequen-
tes em clinicas veterinddas. Além disse,
haja vism que emmes complmentres
ACATTEIAM MAIGTes CUSHE 408 prcupri.ﬂ:i:j-:-s
dos animais. U cutre factor importanee
& que pelo facto das manifestgfes clinicas
de LF nio estarem ainda bem definidas, @-
est pode ser facilmente confundida com
neoplasias & doengas infeccinss causadas
por virus, bactérias, promzodrios e lingos.
A confusio com infecgio por fungns pode
ser comsiderada a mais problemdrica, O
diagnéstico clinico de infecgies flingicas
emn ver de Lebbwnasdia, decerming a pres-
crigio de antimicdticos que podem cansar
cura temporiria da Lefhmanise, uma
vez que algumas destas drogas tém algum
efeitn contra Ledshwmania sp. Somente as
récnicas  bhoratoriais padem, por en-
quante, evitlr os enganos nos djagnu:'-su'-
oz clinicofterapéurico. O wveterindriog
acreditam que a infecgio por Leishmenia,
com ou sem sintomas clinicos, deve estar
a ser sub-diagnosticada nos paises onde a
enfermidade & endémica. [sso justificaria a
discrepincia verificada enrre as alms taxas
de infecgio ohrida nos esmdos epidemio-
légices & o baten niimers de casos clinkcos

rehtados em todo munda. o
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Resumo: Nos ultimos anos, a leishmaniose felina (LF) vem despertando o interesse de
clinicos veterinarios, profissionais de satide publica e de pesquisadores. Apesar do aumento
do numero de casos descritos na literatura, pouco se sabe sobre varios aspectos da historia
natural da LF. Recentemente, a suscetibilidade dos gatos domésticos (Felis catus) a infecg¢ao
por Leishmania (Viannia) braziliensis foi demonstrada experimentalmente. Entretanto, o
verdadeiro papel deste animal na epidemiologia das leishmanioses ainda nao foi esclarecido.
Neste contexto, o objetivo deste artigo ¢ descrever os principais aspectos da LF e estimular o
debate entre os clinicos veterinarios, profissionais de satde publica e pesquisadores, a fim de
contribuir para o conhecimento da enfermidade.

Unitermos: gato doméstico, leishmaniose, epidemiologia, clinica, diagnostico, tratamento,
Leishmania.

Abstract: In the last few years, feline leishmaniasis (FL) has interested veterinary
practitioners, public health workers and researchers. In last few years there has been a
significant increase in the number of cases reported in the literature. Despite of this, many
aspects of FL natural history remains to be discovered. Recently, the susceptibility of
domestic cats (Felis catus) to infection with Leishmania (Viannia) braziliensis was
experimentally demonstrated. However, the role of this animal in the leishmaniasis
epidemiology is still not clear. In this context, the objective of this paper is to review the main
aspects of FL and to encourage the discussion among public health workers and researchers in
order to contribute for the knowledge of the disease.

Keywords: domestic cat, leishmaniasis, epidemiology, clinic, diagnosis, treatment,
Leishmania.
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Introducéo

As leishmanioses sdo um grupo de doengas zoondticas causadas por protozoarios do
género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), usualmente transmitidas por picadas
de fémeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) infectados 1140 cdo (Canis familiaris) ¢
considerado o principal reservatorio peridoméstico na transmissao humana, notadamente nos
casos de leishmaniose visceral (LV) causada pela infec¢do por L. (Leishmania) chagasi (= L.
infantum) *. Diante disso, ha tempos a leishmaniose canina tem sido objeto de estudos, os
quais vém sendo sobejamente discutidos em reunides cientificas nacionais e internacionais.
Entretanto, nos ultimos anos, a leishmaniose felina (LF) vem despertando a atencdo de
clinicos veterinarios, profissionais de satide publica e de pesquisadores **>°°. Esse interesse
deve-se ndo so pelo aumento do numero de casos da doenca nesta espécie animal >, como
também a alta prevaléncia de infec¢io encontrada em alguns focos endémicos da doenca *'.
Além disso, estudos recentes, realizados no Nordeste do Brasil, comprovaram a

suscetibilidade dos gatos a infec¢do experimental por L. (Viannia) braziliensis %

, um dos
agentes causadores da leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¥ Ademais, uma fémea de
Lutzomyia migonei, um dos vetores naturais do protozoario, foi capaz de se infectar *, quando

. . 57

em contato com um gato experimentalmente infectado ~'.
Os constantes debates entre profissionais de saude, ligados, direta ou indiretamente, ao
controle e prevencao das leishmanioses, no Brasil, tém sido focado, dentre as varias hipoteses,
de que outros animais poderiam estar atuando como reservatorios dos agentes etioldgicos das

1

leishmanioses no pais '°. Além disso, tem sido especulado que o controle da leishmaniose

canina com colares impregnados com deltametrina poderia, também, colaborar na inclusdo de
outras espécies animais na epidemiologia da doenga, em focos endémicos 2",

Neste contexto, o objetivo deste artigo € revisar os principais aspectos da LF, visando
fornecer subsidios ao diagndstico da enfermidade no Brasil, bem como encorajar o debate na
busca de indicios que possam definir o papel do gato doméstico na epidemiologia das

leishmanioses no pais.

Breve historico

A primeira referéncia sobre a LF data de 1756. No relatério de sua viagem a cidade de
Aleppo, na India, Russel descreveu que, além de humanos (Homo sapiens sapiens) e cies, os
gatos eram afetados pela leishmaniose *>. A partir do inicio do século XX, sdo descritos casos
esporadicos de LF, notadamente naqueles paises onde a infeccdo por Leishmania ¢

considerada endémica *'.
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Em 1912, foi relatado, na Argélia, um caso de infeccdo natural num gato doméstico > Na
ocasido, foi sacrificado um exemplar de quatro meses de idade que vivia como animal de
estimagdo em uma casa onde habitava uma crianga afetada pela LV. Formas amastigotas
caracteristicas foram identificadas na medula 6ssea do animal. Foi entdo que em 1927,
Salvador Mazza descreveu o que parece ser o primeiro caso de LF °. No mesmo ano foi
relatado, no Vietnd, o primeiro caso da doenga na Asia *. Quatro anos mais tarde, foi descrita
a ocorréncia de leishmaniose cutdnea em dois gatos no Iraque .

Foi entdo na década de 30, que se chamou a atengdo para o possivel papel do gato
doméstico na epidemiologia da LV no Mediterraneo '°.

Na Africa, o primeiro caso foi descrito no final dos anos 40, na Argélia *. Quase trés
décadas mais tarde, foi relatado o segundo caso da doenga, desta vez na Ilha de Reunido B
Na Europa, a LF foi registrada pela primeira vez em 1977, na Suica >, em um gato cuja

infecgdo foi supostamente adquirida na Espanha. Posteriormente foram descritos casos na

17,18,24 41,45

Franca '>*® Portugal ', Espanha e Italia

Nos Estados Unidos, estado do Texas 12, em meados da década de 80, foi registrado o
unico caso de LF da América do Norte. J4 na América do Sul, além da Argentina, foram

6,7 .1 28,39,51,54,65
reportados casos na Venezuela ™' e Brasil “777 7",

Distribuicdo da Leishmaniose Felina no Brasil e no Mundo
A LF ¢ uma doenga de distribuigdo cosmopolita. Entretanto, historicamente, poucos casos

encontram-se descritos na literatura =, sendo a maioria deles no Velho Mundo ~°. Os casos

15,38 11
, Portugal ",

6 .1 28,39,51,54,65
, Brasil “>°77 7" ¢

clinicos de LF encontram-se distribuidos pela Europa (Sui¢a 2, Franga

17,18,24 41,45

Espanha e Italia ), Américas (Estados Unidos *'%, Venezuela
Argentina %), Asia (Vietna *, Iraque ) e Africa (Argélia ¥ ¢ Ilha de Reunido ). Atualmente, o
Brasil ¢ detentor do maior numero de casos de LF do mundo. Entretanto, a distribui¢ao da
doenca em gatos no pais ainda ¢ incerta sendo que, até a presente data, seis casos clinicos
foram diagnosticados pelos Estados do Para 28 Minas Gerais >°, Sdo Paulo !, Rio de Janeiro
54 e, mais recentemente, no Mato Grosso do Sul 63,

Até a presente data ha registros de 30 casos clinicos de LF no mundo, sendo que 18

ocorreram no Velho Mundo e 12 no Novo Mundo.

Espécies de Leishmania isoladas de gatos com leishmaniose



163

No Brasil ja foram isoladas, a partir de casos de LF, espécies do protozoario causadoras da
LV, como L. (L.) infantum chagasi °', e da LTA, tais como L. (V.) braziliensis ** ¢ L. (L.)

6

amazonensis ®. Em outros paises foram descritos casos clinicos ocorridos por L. (L.)

mexicana *'% L. (L.) venezuelensis ’ e L. (L.) infantum **%.

De forma geral, a caracterizagdo das espécies ¢ importante no sentido de estabelecer
melhor o diagndstico, tratamento, prognodstico e controle da doenga, bem como saber a
influéncia que essa variacdo intra-especifica pode exercer sobre a epidemiologia das
leishmanioses '. A identificacdo das espécies de Leishmania isoladas de gatos com LF tem
sido realizada por meio de técnicas tradicionalmente utilizadas na caracterizacao das espécies
envolvidas nas infec¢des canina ¢ humana. Dentre as técnicas mais utilizadas, destacam-se a

. . 41,51
eletroforese de isoenzimas e a PCR >*1¥

. Especificamente nos casos de leishmaniose em
gatos, a identificagdao das espécies do protozodrio, ajudara a entender um pouco mais sobre a

historia natural da LF.

A relacéo entre gatos e flebotomineos

Os insetos responsaveis pela transmissao dos agentes etiologicos das leishmanioses sdao
flebotomineos dos géneros Lutzomyia, no Novo Mundo, e Phlebotomus, no Velho Mundo 8,
Em face ao nimero de casos de infec¢des naturais descritos na literatura e da soroprevaléncia
felina observada em varias regides do mundo, os gatos parecem ser atrativos para os
flebotomineos >**°.

No Quénia *° e no Peru *, por exemplo, foi demonstrado que os gatos estio entre os
hospedeiros de preferéncia de Phlebotomus guggisbergi e Lutzomyia peruensis,
respectivamente. Recentemente, ficou demonstrado que, sob condigdes experimentais, fémeas
de Lutzomyia migonei ndo s6 sdo atraidas pelos gatos, mas também realizam o repasto
sangiiineo nestes animais *°. Ademais, o xenodiagnostico, teste que consiste em verificar se ha
infec¢cdo do vetor flebotomineo quando em contato com o hospedeiro suspeito, demonstrou
que um gato infectado experimentalmente com L. (V.) braziliensis foi capaz de infectar o um
flebotomineo Lutzomyia migonei ®, um dos vetores naturais do protozoario, no Brasil.

Assim, o habito eclético de algumas espécies de flebotomineos, além da notavel zoofilia
destes dipteros *, reforca a hipotese de que os gatos domésticos possam servir de fonte

alimentar para os vetores das leishmanioses.
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Aspectos epidemiologicos da Leishmaniose Felina

Inquéritos soroldgicos de gatos foram realizados em varios paises do mundo. A
soroprevaléncia (Tabela 1) encontrada nestes estudos variou entre 0,0 > ¢ 68% **. Da mesma
forma que a soroprevaléncia canina, a felina pode variar sensivelmente de acordo com a
metodologia (amostragem, técnica sorologica e cut-off adotado) empregada e com a regido em
questdo.

Alguns estudos mostraram que a LF pode estar associada a doengas imunossupressoras,

. . n . 26,35,42,44,50
tais como leucemia e imunodeficiéncia felina =77

. Para se ter uma idéia dessa relagao,
na Italia, um estudo retrospectivo envolvendo 93 gatos, com avaliacdo clinica e soroldgica
para virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucemia felina (FeLV) e coronavirus,
demonstrou que a sorologia positiva para FIV esteve significativamente associada a
positividade para anticorpos anti-Leishmania e & titulagdo igual ou superior a 1:40 *.
Contudo, em geral, o titulo de anticorpos observado em gatos infectados, parece ser mais
baixo do que nos cies *°.

Entre o periodo de 1912 e 2000, 24 inquéritos parasitologicos, realizados em varios paises
do mundo, permitiram avaliar um total de 1.342 gatos pelas técnicas de citologia, histologia e
PCR. Foi possivel certificar a presenca do protozoario em 74 gatos, perfazendo 5,5% de
positividade »°. Nestes inquéritos, destacam-se os realizados na Jordania > e Italia **, tanto
pela técnica empregada, como pelo numero de gatos positivos.

Além dos domésticos, felideos selvagens também foram encontrados naturalmente
infectados por Leishmania. Na Arabia Saudita, inclusive, foi discutido o papel do gato de
areia (Felis margarita), um felino selvagem de habitos noturnos, como hospedeiro da
infecgdo *2. Adicionalmente, o serval (Felis serval), outro felideo selvagem, foi encontrado

infectado, no leste da Africa .

Patogenia da infecgdo nos gatos domeésticos

O desenvolvimento da leishmaniose em gatos ainda ndo estd claro. Diante disso,
objetivando conhecer o desenlace da LF, varios pesquisadores realizaram infecc¢des
experimentais. Em 1913, foram inoculadas formas infectantes de L. (L.) mexicana em gatos,
os quais apresentaram alteracdes na pele, compativeis com a leishmaniose cutinea .

Em meados da década de 80, formas amastigotas de L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi
foram inoculadas por via intravenosa e, promastigotas, por via subcutanea. Foi possivel a
identificacdo dos parasitos apenas nas visceras dos animais infectados por via intravenosa.

Outro achado importante deste estudo foi o fato de que nao houve correlacao entre a detecgao
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de titulos clevados de anticorpos anti-Leishmania com o surgimento de sinais clinicos da
doenga **. Entretanto, nove anos mais tarde, o gato doméstico foi considerado refratario a
infec¢do experimental por L. (L.) donovani 2. Contudo, como dito anteriormente, varios casos
de infeccao natural por L. (L.) infantum, pertencente ao complexo L. donovani, encontram-se
descritos na literatura **4>>1%,

Recentemente, um grupo de pesquisadores °“** do Nordeste do Brasil realizou um estudo
para avaliar a suscetibilidade dos gatos a infeccdo experimental por L. (V.) braziliensis. A
manifestacdo cutdnea em gatos foi similar aos casos humanos e caninos. As lesdes tiveram
inicio nos locais de inoculo com 15 dias, caracterizando-se inicialmente por papulas, sendo
que com 30 dias, todos animais tiveram evolu¢ao de papulas para nodulos (Figuras 1 e 2). No
decorrer do estudo, alguns gatos apresentaram ulceracdes e aumento de linfonodo regional.
Os animais apresentaram cura clinica ao redor dos 10 meses de infec¢do (Figura 3). A
demonstragdo da suscetibilidade dos gatos domésticos a infeccdo por L. (V.) braziliensis
reveste-se de importancia para epidemiologia da LTA no Brasil. Contudo, a hipdtese de que o
gato possa atuar como reservatorio natural da infec¢do precisa ser melhor investigada, uma
vez que outros fatores, tais como a prevaléncia da infec¢do nos gatos presentes nas areas onde
a LTA ¢ endémica, e a atracdao exercida por esses animais sobre as fémeas de flebotomineos,
nessas regides, precisam ser analisados a fim de estabelecer o verdadeiro papel do felino no
ciclo da doenga. Além disso, a patogenia da infec¢do por Leishmania spp. nos gatos
domésticos carece de mais informagdes, pois certos aspectos imunoldgicos, genéticos e
ambientais, na interacao da triade parasito-hospedeiro-vetor, precisam ser elucidados para um

melhor entendimento do mecanismo de suscetibilidade a infec¢@o nesta espécie animal.

Sinais clinicos
Os sinais clinicos observados na LF sdo geralmente inespecificos, contudo, as alteragdes

3,12,26,31,41,60

cutaneas estdo freqlientemente presentes . Foram descritas dermatites ulcerativa

4,8,25,28,4 1 r ~ 11 . :
,8,25,28,40 3 além de lesdes nodulares "%, Outros sinais, como

, papular *° e pruriginosa
alopecia generalizada e cisto hematico, também foram observados. Além das lesdes cutaneas,
alteragdes oculares % tais como uveite * e iridociclite granulomatosa 17" tém sido relatadas na
LF.

Como nos caes, alguns gatos podem apresentar a forma visceral da doenga, associada ou
ndo a alteragdes cutaneas e/ou oculares. Recentemente, foi relatado um caso de LV ¢ ocular,

em gato doméstico **. Uma fémea adulta apresentou perda de peso, hepatomegalia, gengivite
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e uveite. Apds terapia, sem sucesso, foi observada uma profunda ulceragdo no estroma
corneal, associada a panuveite hipertensiva exsudativa.
Eventualmente, a doenga pode assumir uma forma aguda atipica e o animal vir a 6bito em

15,40

38 . ~ ~ 15,18 . 7
poucas semanas ~ . Outros gatos apresentaram anorexia, depressao , émese ", diarréia,

40,41 24,41

desidratagao , perda de peso e estomatite . Linfoadenomegalia local ou generalizada

foram observadas, sendo os linfonodos submandibulares e popliteos os mais acometidos ***'.
No estudo experimental de infeccdo de gatos por L. (V.) braziliensis, 92% dos animais
apresentaram linfoadenomegalia .

Apesar da inexisténcia de sinais clinicos patognomodnicos, em regides endémicas para
leishmanioses, a exemplo do Nordeste do Brasil, a LF deve estar incluida no diagnostico
diferencial dos casos de dermatites ulcerativa, papular ou pruriginosa, de lesdes nodulares ou

de uveite em gatos domésticos.

Diagnostico

O diagnostico da LF geralmente ¢ firmado com base na associacdo dos achados clinico-
epidemioldgicos e exames laboratoriais subsidiarios. Os exames sorologicos, tais como RIFI e
ELISA, tém sido utilizados em estudos soroepidemiologicos ****>°.
Na patologia clinica, as alteragdes descritas nos gatos sdo semelhantes aquelas observadas

11,37

~ . . . . . . . 39
nos caes, tais como leucocitose ou leucopenia, trombocitopenia, anemia arregenerativa ~,

. . y . 11 . . .22
aumento dos valores e da atividade das enzimas hepaticas '' ¢ hipergamaglobulinemia **°"°.
Eventualmente, pode ser observada hiperglobulinemia com aumento simultaneo das fragdes

1

beta ¢ gama '. Alguns gatos podem desenvolver insuficiéncia renal cronica, sendo a

proteinuria freqiientemente observada nestes casos 2.

Exames parasitologicos, tais como a citologia aspirativa de lesdes cutdneas ou de
linfonodos *, ou até mesmo a histologia, permitem o diagnéstico definitivo da infeccdo, pela
demonstracdo de formas amastigotas de Leishmania (Figura 4). Desta forma, face a sua
praticidade e baixo custo, a citologia aspirativa destaca-se como uma das melhores técnicas a
serem empregadas no diagnostico da infec¢do em gatos. O isolamento em meio de cultura
também tem sido usado e apresenta resultados satisfatorios >°. Ja o xenodiagnostico, ao
contrario do que acontece em medicina humana, ndo tem sido utilizado como rotina no
diagnostico de leishmaniose em medicina veterindria, ficando reservado apenas para as
pesquisas.

E importante salientar que o diagndstico clinico pode comprometer a prevaléncia de

LF. Esse fato pode ser atribuido as semelhangas das manifestagdes cutdneas que acometem
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gatos infectados por Leishmania com outras enfermidades. Segundo Sim&es-Mattos (2005), a
LF pode ser facilmente confundida, principalmente com doencas flungicas, como
histoplasmose, criptococose e esporotricose. Ademais, o diagnostico clinico de infecg¢ao por
fungos, ao invés de Leishmania, permite a prescricio de antifungicos os quais possuem
relativa ag¢do contra o protozoario, levando a uma cura clinica temporaria, mascarando ainda
mais o diagndstico da LF. Além disso, podem ser incluidas também como diagndstico
diferencial as afec¢des neopldsicas, com destaque para os carcinomas epidermoéides e de
células escamosas, e os fibrossarcomas. Destacando-se ainda as dermatites actinicas,
granulomas eosinofilicos e pododermatite plasmocitica, bastante freqiientes em felinos.
Diante do exposto, a LF deve ser incluida na pratica médica veterinaria como diagndstico

diferencial de doengas com manifestagdes cutaneas, em especial em areas endémicas.

Tratamento e controle
A exemplo do que acontece na leishmaniose em cées, ainda nao foi descrito um protocolo

terapéutico eficiente para o tratamento da LF **

. No entanto, alguns autores consideraram o
uso de alopurinol, associado ao tratamento das possiveis doengas intercorrentes, uma opcao
terapéutica >*. Um gato leishmaniotico foi submetido a um protocolo composto por
alopurinol, eritropoietina, sulfato de ferro e interferon, e acompanhado até o quarto més de
tratamento. Foram observados ganho de peso, crescimento dos pélos, bem como auséncia de
linfoadenopatia e hepatomegalia, além de PCR negativa. Entretanto, o animal apresentou
neutropenia, anemia, trombocitopenia, hipergamaglobulinemia, hiperbetaglobulinemia e
sorologia positiva *'.

Como, teoricamente, o numero de casos de LF ¢ reduzido, varios autores e profissionais
de saude consideram o gato como hospedeiro acidental. Como ainda ndo ha trabalhos que

evidenciem o real papel destes animais na transmissdo humana, o controle da doenca e/ou

infec¢cdo em gatos ¢ desconhecido.

Consideracoes finais

Apesar de sua antiga descri¢cdo e de sua ampla distribuicdo no mundo, a LF permanece
praticamente desconhecida entre os profissionais de saude no Brasil e no mundo, incluindo os
médicos veterinarios. Acreditamos haver varios motivos para esse desconhecimento, dentre
eles a cultura de que as Leishmanioses seriam doencas apenas de homens, cdes e alguns
animais selvagens. Este fato citado associado ainda a baixa freqliéncia de gatos em clinicas

veterinarias, quando comparados aos caes, podem estar contribuindo para o sub-diagndstico
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da enfermidade na espécie felina em areas endémicas. Ademais, os escassos trabalhos no
tocante aos aspectos clinicos-patoldgicos e epidemioldgicos limitam a conhecimento sobre o
papel de gatos como hospedeiros reservatérios de Leishmania sp ¢ sua importancia em Saude
Publica. O controle das leishmanioses ainda ¢ especificamente direcionada ao cdo e ao
homem, e apesar de ndo preconizada para a espécie felina, recomendamos a notificagcdo de
casos de LF as autoridades de Satide Publica. Assim, € esperado que haja, nos proximos anos,
um maior numero de pesquisas voltadas ao estudo de novos potenciais hospedeiros
reservatorios de Leishmania sp, dos quais os gatos fagam parte. Desta forma, poderemos um
dia saber qual o fator de risco atribuivel de uma populacdo humana estar exposta a gatos

infectados com Leishmania sp.
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Tabela 1 — Inquéritos sorologicos de gatos domésticos, realizadas em diferentes

paises (adaptado de
Pais Técnica soroldgica Positividade (%)
Egito ~ Hemaglutinagao indireta 3,7
EUA (citado por >*) Aglutinagao direta 10,0
Egito ** Hemaglutinagao indireta 3,6
Francga ° Imunofluorescéncia indireta 0,6
Franca *’ Western Blot 12,7
Egito °' Hemaglutina¢do indireta 33
Brasil > Imunofluorescéncia indireta 0,0
Franca ** Western Blot 12,4
Italia * Imunofluorescéncia indireta 59,0
Italia ** Imunofluorescéncia indireta 68,0
Brasil ** ELISA 13,0
Brasil *! ELISA 10,7
Italia ¥ Imunofluorescéncia indireta 0.9
Espanha *° ELISA 1,7
Brasil *’ Imunofluorescéncia indireta 50,5
Espanha *’ Aglutinacao direta 42,0
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Legendas da figuras

Figura 1 - Grande nédulo no nariz de um gato formado no local do in6culo experimental apds

30 dias da infec¢do experimental

Figura 2 - Presenga de nddulo no local (seta branca) e acima (seta verde) do sitio de

inoculacao

Figura 3 - Auséncia de lesdo aos 10 meses apds a infec¢do (mesmo animal da Fig. 2)

Figura 4 - Formas amastigotas de Leishmania (exame citologico de medula de cdo, corado

pelo panotico, visto em objetiva de imersao)
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Figura 1
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Figura 3

Figura 4
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Anexo IV

Artigo 4

The susceptibility of domestic cats (Felis catus) to experimental infection with

Leishmania braziliensis

Situagao: publicado no peridodico Veterinary Parasitology

v. 127, 199-208, 2005
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Abstract

Over the last few years, several cases of feline leishmaniasis (FL) with cutaneous and visceral forms have been reported
around the world. Nonetheless, the real susceptibility of cats to infection with Leishmania spp. and the outcome of leishmaniasis
in these animals are poorly understood. Experimental studies on feline models will contribute to the knowledge of natural FL.
Thus, in order to determine the susceptibility of domestic cats (Felis catus) to experimental infection with Leishmania
braziliensis, 13 stray cats were infected with 107 promastigotes by the intradermal route in the ear and nose simultaneously and
followed up for 72 weeks. Soon after infection, the earliest indication of a lesion was a papule on the ear at 2 weeks post-infection
(w.p.1.). The emergence of satellite papules around the primary lesion was observed about 4 w.p.i. Two weeks later these papules
coalesced and formed a huge and irregular nodule. Thereafter, there was lesion dissemination to the external and marginal
surface of the ipsilateral ear, and later to the contralateral ear. At 10 w.p.i., some nodules became ulcerated. Nose lesions
presented a similar evolution. At both sites, the largest lesion sizes occurred at 10 w.p.i. and started to decrease 15 days later. Ear
and nose nodules healed at 32 and 40 w.p.i., respectively. Specific L. braziliensis 1gG antibody titers (optical density > 0.01 as
positive result) were detected as early as 2 w.p.i. (0.09 £ 0.02) in only three animals (23%), and all cats had positive titers at 20
w.p.i. (0.34 £ 0.06). Only three animals (38%) continued to show positive serology at 72 w.p.i. (0.08 &= 0.02). Up to that time,
none of the cats had lesion recurrence. In a feline model of cutaneous leishmaniasis, it seems that there is no correlation between
active lesions and positive serology. The implications of these data are discussed.
© 2004 Published by Elsevier B.V.

Keywords: Tegumentary leishmaniasis; Cat; Leishmania braziliensis; Experimental infection; Serology; Clinical manifestation

* Corresponding author. Tel.: 455 85 299 2760; fax: +55 85 299 2740.
E-mail address: 1smattos@yahoo.com (L. Simdes-Mattos).

0304-4017/$ — see front matter © 2004 Published by Elsevier B.V.
doi:10.1016/j.vetpar.2004.10.008



181

200 L. Simées-Mattos et al./Veterinary Parasitology 127 (2005) 199-208

1. Introduction

Leishmaniasis is a widespread zoonotic disease
with a great impact on public health. It is endemic in
88 countries around the world (WHO, 2004). In Brazil,
Tegumentary Leishmaniasis (TL) is primarily caused
by the protozoon Leishmania braziliensis transmitted
by the bite of phlebotomines of the genus Lutzomyia.
Human TL may produce a variety of clinical
syndromes ranging from a simple ulcer to destructive
mucosal lesions that may be fatal.

Several vertebrate species are considered to be
reservoir hosts, including wild and domestic animals.
Among domestic animals, dogs are incriminated in the
domestic transmission to human beings. However, due
to the marked urbanization of leishmaniasis (Desjeux,
2002), the involvement of other domestic species in
TL epidemiology in endemic foci may be possible.
Although feline leishmaniasis (FL) is considered to be
a rare finding (Costa Durao et al., 1994; Passos et al.,
1996; Ozon et al., 1998), several cases of both visceral
and cutaneous forms have been reported in the
America, Europe, Africa and Asia (Simdes-Mattos
et al., 2004). Nonetheless, the real susceptibility of
cats to infection by Leishmania spp. and the outcome
of leishmaniasis in these animals are poorly under-
stood (Shaw et al., 2001). On this basis, experimental
studies on feline models will contribute to the
knowledge of natural FL. Thus, the main aim of this
study was to characterize the outcome of infection in
cats experimentally infected with L. braziliensis in
terms of clinical manifestations and serological
responses.

2. Materials and methods
2.1. Parasites

The MHOM/BR/94/H-3227 strain of L. brazilien-
sis was used to infect cats; originally isolated from a
TL patient from Ceara State, Brazil, and typed by
agarose gel electrophoresis using isoenzymes accord-
ing to Momen et al. (1985), and by the indirect
fluorescent antibody test (IFAT) using monoclonal
antibodies provided by the World Health Organization
(WHO). The parasites, stored in liquid nitrogen, were
thawed and cultured as promastigotes at 26 °C in

Schneider’s insect medium (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (Sigma), 2% sterile normal human
urine, 2 mM L-glutamine (Gibco BRL, Grand Island,
NY), and antibiotics [100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin sulfate (Sigma)]. Subcultures were
prepared during the stationary phase of growth and
parasites were used no later than after the fourth
passage. Prior to infection, promastigotes were
harvested from culture, washed in sterile saline,
counted in a Neubauer chamber and adjusted to the
appropriate concentration.

2.2. Animals

Thirteen young (3—4 months) female and male
domestic cats (Felis catus) obtained from the Center of
Zoonosis Control (CZC) of the city of Fortaleza, Ceara
State (Brazil) were housed in groups of two in indoor—
outdoor shelters (2 m?), and fed a dry maintenance cat
food (ProPlan/Gatsy supplied by PURINA; Eukanuba
Rice and Chicken supplied by IAMS Co. and Gireze
Co., Brazil), with free access to water throughout the
study. The animals were assessed clinically, de-
wormed (Endal Plus supplied by Shering Plough),
vaccinated against feline panleukopenia, rhinotrachei-
tis, calicivirus (Tricat supplied by INTERVET) and
rabies infections before the experiment. The animals
were left in quarantine for a period of 30 days. A
survey for the presence of feline leukemia virus
(FeLV) was performed in all animals by the indirect
fluorescent antibody assay (IFA) using the FeLV kit
Detection Set (VMRD, Inc.).

2.3. Experimental infection

The dose of inoculum consisted of 1 x 10’
stationary phase L. braziliensis promastigotes in
20 wl of sterile saline. Before experimental infection,
the cats were anesthetized with an intramuscular
injection of 2% xylazine, 1 mg/kg body weight and
10% ketamine, 15 mg/kg body weight (Anasedan and
Dopalen provided by Vetbrands Saide Animal—
Paulinia, Sdo Paulo, Brazil). Thereafter, the cats were
inoculated intradermally with 50-pl Hamilton dis-
posable syringes in the center of the internal surface of
the right ear and right side of the nose. Only one cat
was not inoculated in the nose due to a small crusted
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lesion at that site. Three hamsters (Mesocricetus
auratus) were infected in the left foot as strain-
infection controls under intramuscular anesthesia
of 10% ketamine (Dopalen), 80 mg/kg body weight
and 2% xylazine (Anasedan), 10 mg/kg body weight.
The Animal Care and Utilization Committee of
Universidade Federal do Ceara (Brazil) approved all
the experimental procedures conducted on cats and
hamsters in the present study.

2.4. Follow-up

All experimental animals were checked weekly by
clinical examination. Signs of emergence and size of
lesions, lymphadenopathy, visceromegaly, weight loss
and nasal manifestation were evaluated up to 72 weeks
post-infection (w.p.i.).

Ear lesion samples from nine cats were collected by
aspiration under anesthesia and cultured in biphasic
(agar-blood—Schneider) medium at 6 w.p.i. Cultures
were incubated at 25 °C and examined weekly by light
microscopy (Nikon-Labophot, Japan, original mag-
nification 400x) over a 4-week period. Imprints of
spleen and liver and smears of bone marrow were
obtained from four euthanazied cats at 4, 12, 16 and 24
w.p.i. The slides were stained with May-Griinwald-
Giemsa and evaluated by light microscopy (Nikon—
original magnification 1000x). The animals’ eutha-
nasia was performed with previous anesthesia
(xylasine and ketamine) and intravenous injection
of 2mL of 10% potassium chloride (procedure
approved by Conselho Federal de Medicina Veter-
inaria [CFMV] in Brazil, according to resolution
number 714 of 06/20/2002).

2.5. Antibody determination

Blood was drawn directly from the jugular vein with
disposable syringes before infection and at different
times after infection for antibody titer determination.
The sera were kept frozen at —20 °C until the time for
assay. The ELISA procedure used was a modification of
a previously reported method (Evans et al., 1990).
Briefly, a 96-well flat-bottom microtiter plate (Immulon
II, Dynatech Laboratories, Inc.) was coated with 50 pl
of whole L. braziliensis promastigotes, 10° cells/well,
diluted in 0.05 M carbonate—bicarbonate coating buffer
(pH 9.6) and left to stand overnight at 4 °C. The plates

were then aspirated and blocked for 2h at room
temperature with 1.5% fetal calf serum (FCS;
Laborclin, Brazil) in 0.01 M phosphate-buffered saline
(PBS), washed three times with PBS containing 0.05%
Tween-20 (PBS/Tween), and incubated for 1 hat 37 °C
with 50 wl of serum diluted 1:100 in PBS-1.5% FCS.
The plates were washed in PBS/Tween three times and
then incubated for 45 min at 37 °C with 50 wl of 1:8000
peroxidase-conjugated Protein A (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO). After three washes cycle, 200 wl/
well of the substrate, 0.055% 2-azinodio-3-ethyl-
benzthiazoline ([ABTS], Sigma®™), was added in
0.1 M phosphate—citrate buffer (pH 5.0) containing
0.03% hydrogen peroxide (Sigma®™). The plates were
incubated for 15 min at room temperature in the dark.
The reaction was stopped by adding 2N H,SO, and the
absorbance was read at 405 nm using an ELISA reader
(Titerteck Multiskan, Helsinki, Finland). According to
previous studies (Simdes-Mattos et al., 2001; Simdes-
Mattos, 2002), titers with optical density (OD) > 0.100
(cut-off) were considered to be positive results.

2.6. Lesion size

Cats were observed daily until the emergence of the
lesions, which were then measured (major and minor
diameter) once a week. Lesion area (mm?”) was
calculated using the formula: w7 r,, where rr, are the
major and minor radii of the lesion as previously
described by Amaral et al. (2001).

2.7. Data analyses

Data on lesion development in weeks post-infection
are reported as median lesion sizes and lesion areas
data as standard error of the mean (S.E.M.). Linear
regression between lesion size and optical density of
specific Leishmania antibodies was performed. A
p value < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Establishment of infection and clinical
evolution

The evolution of the lesions on the ears and nose is
listed in Table 1. On the ear, the earliest lesion was a
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Table 1
Evolution of the lesions in cats (Felis catus) experimentally infected with Leishmania braziliensis
Lesion Frequency (%) Median (min—max) in weeks post-infection
Ear® Nose” Lesion onset Lesion length
Ear Nose Ear Nose

Papule 77 75 2 (1.5-3) 2 (1.5-3) 2 (0.5-3) 1(0.5-2)
Nodule 100 100 3.5 (2.5-5) 3 (2.5-10) 28 (11-34) 41 (34-47)
Satellites lesions 83.3¢ 45.5‘_ 4 (4-11) 6.5 (5-11) 2 (1-7.5) 2.5 (1-11)
Huge lesion® 91" 9.1f 6 (2-8) 10 (1-13) - -
Dissemination’ 42.6° 8.3" 8.5 (7.5-22) 7.5 (71.5-1.5) 3 (2-6.5) 2 (2-2)
Mucosal infiltration - 88.9¢ - 16 (6-22) - -
Ulceration 25¢ 33_.3f 10 (9-11) 7 (6-7.5) 9 (4-16.5) 4.5 (4-21)
Healing 87.5" 100 32 (30-33) 40 (33-44) 38 (34-72) 29 (43-72)

*n=13.

P n=12.

¢ Coalescing of small satellite lesions.
4 Skin dissemination to other sites.

¢ Rate calculated for 12 live animals.

T Rate calculated for 11 live animals.

€ Rate calculated for 9 live animals.

' Rate calculated for 8 live animals.

! Rate calculated for 7 live animals.

single papule (Fig. 1) followed by the emergence of semination leading to the emergence of new lesions on
satellite papules around the primary lesion. These the external and marginal surface of the ipsilateral ear,
papules coalesced and formed a huge and irregular and later on the contralateral one (Fig. 3). At 10 w.p.i.,
nodule (Fig. 2). Thereafter, there was lesion dis- three cats (25%) showed ulceration of some nodules

Fig. 1. Papule formed on the ear of a cat experimentally infected with 107 promastigotes of Leishmania braziliensis.
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Fig. 2. A huge and irregular nodule formed by several coalescing papules on the ear of a cat experimentally infected with 107 promastigotes of

Leishmania braziliensis.

and the ulcers closed and opened several times. The
evolution of nose lesions was similar to that of ear
lesions (Fig. 4). In addition, most animals had mucosal
infiltration with partial nostril obstruction around 16

w.p.i. In both places, the lesion size peaked at 10
w.p.i., with a reduction occurring thereafter. Total
resolution of the ear and nose lesions occurred at 32
and 40 w.p.i., respectively (Fig. 5). Only one cat had

Fig. 3. Ulceration (arrow) of the primary lesion, and dermal dissemination to the ipsilateral and contralateral ear.
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Fig. 4. Ulcerated lesion on the nose at 6 weeks post-infection in a cat experimentally infected with 107 promastigotes of Leishmania braziliensis.

lesion recurrence on the ear 4 months after self-
healing. Up to 72 w.p.i.,, only one cat showed an
apparent alopecic scar on the ear (Fig. 6).

Regional lymph node enlargement was observed at
11 w.p.i. in most animals (92.3%), ranging from 1.5 to
2.0 cm in diameter. Actually, enlargement of regional
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lymph nodes was detectable in two out of eight cats.
However, at that time the disease was under control in
all cats and all animals are apparently healthy. Four
animals were euthanized at 4, 12, 16 and 24 w.p.i. for
further histopathological study and one cat died at 24
w.p.i., but could not be submitted to post-mortem

r0.5
[ Nose lesion
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— Serology
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Fig. 5. Evolution of lesion size in mm? (mean 4 S.E.M.) and of the humoral response in optical density (OD [mean + S.E.M.]) throughout the
trial in cats experimentally infected with 107 promastigotes of Leishmania braziliensis.
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Fig. 6. Healing of the lesions of experimental feline leishmaniasis. Same cat as illustrated in Fig. 3. Note a small scar at the site of an old ulcer

(arrow) at 72 weeks post-infection.

evaluation due advanced autolysis. Eight cats are still
kept under clinical observation to evaluate the
probability of recurrence of cutaneous lesions.

3.2. Parasite detection

Parasite growth was obtained in NNN medium
from aspirates of the primary ear lesion of 8 out of 9
animals (89%) at 6 w.p.i. Cultures and imprints from
liver, spleen and bone marrow were negative for the
four euthanized cats.

3.3. Behavior of the serological anti-Leishmania
response and FelV detection

Specific-Leishmania 1gG antibody titers were first
detected in only three animals (23%) at 2 w.p.i.
(0.09 £ 0.02). The specific antibody concentrations in
the serum of infected animals were low up to 12 w.p.i.
At that time, serum conversion was observed in 50%
of cats (0.10 £0.01). At 20 w.p.., all cats were
serologically positive (0.34 £ 0.06), and showed
significant concentrations of specific antibody titers

about 26 w.p.i. (0.45 £ 0.07). After that time, there
was a significant fall in specific antibody production,
and at 72 w.p.i., only 38% of the animals had
detectable antibodies (0.08 4+ 0.02). In all cats,
positive antibody titers lasted 16 weeks (median).
Regarding the feline leukemia virus, 9 out of 13
(69.2%) cats had a positive FeLV assay.

3.4. Correlation between lesion development
and serology

Fig. 5 shows that the emergence of lesions preceded
the occurrence of anti-Leishmania antibodies. In spite
of a marked reduction in size and number of lesions at
32 w.p.i., antibody titers continued to be high. At 72
w.p.i., even with clinical recovery, three of eight cats
(37.5%) still had detectable antibody titers. There was
no correlation between anti-Leishmania antibody
concentration in serum and ear lesion size throughout
the experimental trial. However, there was a positive
correlation between nose lesions and serology at 12
and 16 w.p.i. (¥ = 36.6%, p = 0.037 and r* = 44.12%,
p =0.0258, respectively).
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3.5. Non-specific signs

From the time of lesion manifestation until self-
healing, 10 cats sneezed and/or had nasal discharge
and were treated with 2.5% enrofloxacin, 5 mg/kg/IM.
In addition, they showed lusterless, dry and brittle hair.
However, up to 72 w.p.i., only one cat showed bilateral
alopecia, especially on both legs, and another had
slight sneezing. Also, weight loss and weakness were
observed in five cats during the first 32 w.p.i.

4. Discussion

Although leishmaniasis is considered to be a rare
occurrence in cats, several cases have been reported
around the world in recent years (Bez, 1992;
Marechal, 1993; Simdes-Mattos et al., 2004). This
may be associated in part with an increased incidence
of Leishmania infection, with advances in diagnostic
techniques, with increased breeding of cats in
developed countries, and/or partly with greater health
care devoted to pets.

Cutaneous lesions in cats naturally infected with
Leishmania spp. occur mainly on the nose (Pennisi,
1999), followed by the ears (Craig et al., 1986), or at
both sites (Machattie et al., 1931; Mello, 1940;
Bonfante-Garrido et al., 1996). Therefore, we chose
both sites for experimental infection. The time of
evolution and the characteristics of the lesions
observed in this study were similar to those of natural
feline leishmaniasis (Barnes et al., 1993; Bonfante-
Garrido et al., 1996; Laruelle-Magalon and Toga,
1996; Ozon et al., 1998; Hervas et al., 1999; Pennisi,
1999) as well as human cutaneous leishmaniasis
(Grimaldi, 1982). Nonetheless, ulcers seem to be much
more frequent in human beings (Costa et al., 1990) and
dogs (Pirmez et al., 1988) than in the cats of this study.
The resolution of the lesions of the experimentally
infected cats (Fig. 2) was slightly faster than observed
in natural human cutaneous leishmaniasis (Costa et al.,
1990). However, this self-healing may not signify the
total absence of parasites. The presence of Leishmania
antigens or amastigotes may persist in the cicatricial
lesion, as already observed in the skin of dogs
(Oliveira-Lima, 1996) and human beings (Schubach
et al., 2001), and in a resistant model of murine
leishmaniasis (Belkaid et al., 2001). This may explain

the recurrence of lesions in a cat with leishmaniasis 7
years after surgical excision of the first lesion (Barnes
et al., 1993).

In our study, about 40% of the cats had dermal
dissemination to other sites. Apparently there was no
visceral dissemination as indicated by the absence of
Leishmania amastigotes in bone marrow, spleen and
liver of the four cats that were examined. At least in this
experimental model, the parasite seems to affect only
the skin. However, dissemination of L. braziliensis
protozoa to the viscera has been reported in natural
human infection (Sousa et al., 1995), as well as in
experimental infection in hamsters (Sinagra et al.,
1997).

The immune response mediated by antibodies is
not considered to be protective against the intracel-
lular Leishmania parasites. It is known that, at least in
canine visceral leishmaniasis, high antibody titers
indicate active disease (Quinnell et al., 2003) and
potential transmission of the protozoa to the vectors.
In our study, the period during which the cats showed
active lesions that harbored parasites and potentially
acted as reservoirs could not be determined by
conventional serological methods. The mean sero-
conversion of antibody titers occurred when lesions
were in the resolution stage. In addition, the peak of
the antibody titers was verified at 20 w.p.i., when
lesions were significantly decreased in size. Similarly,
there was a low correlation between lesion size and
antibody titers. These data suggest that serology is not
a good marker of the clinical course of feline TL and
therefore, from an epidemic point of view, the absence
of anti-Leishmania antibodies in the serum of cats
with cutaneous lesions may lead to a clinical
misdiagnosis in the differential diagnosis from other
diseases. Thus, the lack of an early diagnosis of FL in
endemic areas may imply that the animal will continue
to represent a potential risk of Leishmania transmis-
sion to the vectors. In addition, it is important to
emphasize that previous studies have shown that cats
are more attractive (Johnson et al., 1993) and are more
used as bloodmeal sources by biting phlebotomine
sandflies (Ogosuku et al., 1994) by some phleboto-
mines species than dogs. In addition, in a previous
assay with Lutzomyia migonei, one of the main vectors
of L. braziliensis in Brazil, about 90% of the engorged
female sandflies were recovered after contact with a
cat in a cage (J.W. Oliveira-Lima, personal commu-
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nication). Another important finding of this study was
the 38% rate of cats that continued to show positive
serology at 72 w.p.i. Kirkpatrick et al. (1984) obtained
similar findings in cats experimentally infected with
L. chagasi and L. infantum. Apparently, this seems to
indicate a condition of occult infection (silent phase)
rather than sterile healing. In this respect, the
remaining cats of this study are currently under
observation to determine the possible recurrence of
cutaneous lesions. In addition to feline TL, the high
rate of infection with feline leukemia virus (69.2%)
among the experimental cats of this study should be
considered regarding the probability of recurrence.
According to previous studies on murine models, co-
infection with murine leukemia virus (MLV) and
L. major showed an important worsening of the
outcome of the disease (Barral-Netto et al., 1995). It is
possible that, like MLV and HIV, feline immunode-
ficiency virus (FIV) and FeLV as well as other feline
myeloproliferatives diseases and senility may be also
able to promote TL recurrence in cats.

In conclusion, domestic cats provide an animal
model that is partially susceptible to experimental
infection with L. braziliensis. Cats showed chronic
clinical manifestations, anti-Leishmania antibody
titers, lesions harboring parasites, and spontaneous
healing of the lesions. Our data and other findings in
the literature allow us to speculate that domestic cats
have all the properties needed to serve as potential
reservoirs of Leishmania. Thus, further epidemiolo-
gical studies are necessary to determine the real role of
cats in the transmission of leishmaniasis in endemic
areas. In addition, experimental studies on feline
models infected with several Leishmania species may
contribute to the knowledge of natural FL.
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Anexo V

Artigo 5

Domestic cat (Felis catus) as potential reservoir host of Leishmania (Viannia)

braziliensis for Lutzomyia migonei and L. whitmani infection

Situagao: em fase final de avaliagdo pelos co-autores do trabalho e serd submetido ao

periddico Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene
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1. Introduction

Phlebotomine sandflies (Diptera: Psychodidae) are vectors of Leishmania
(Trypanosomatidae: Kinetoplastida), a protozoan parasite that cause leishmaniasis in
human beings and animals. The parasite transmission to the hosts occurs by the bite of
infected phlebotomine. This event normally occurs by bloodmeal requirement of female
phlebotomine to obtain protein for egg production. Thereby, some species of Phlebotomus
in Old World, and Lutzomyia in New World, are implicated as vectors of Leishmania spp.

The literature lists several domestic and wild animals as potential hosts reservoir of
Leishmania to human beings (WHO/BDT, 2005). For some forms of the diseases, the
domestic dogs are implicated as the main reservoir hosts in many Latin American countries
and Mediterranean subregion. However, some evidences have shown the probability of
cats to be reservoir hosts in endemic foci (Pennisi, 2002; Simdes-Mattos et al., 2001;
Simodes-Mattos, 2002), mainly by the reports of natural feline leishmaniasis (FL) and the
high prevalence of both serological and parasitological findings of Leishmania infection in
cats (Simoes-Mattos et al., 2001; Killick-Kendrick, 2002; Pennisi, 2002; Simdes-Mattos,
2002; Simdes-Mattos et al., 2004). These evidences may be supported by the hypothesis
that this animal specie is attractive and that it serves as blood meal sources for
phlebotomine sandflies. However, very few works included the domestic cat (Felis catus)
in methodology survey with the purpose to know the attractiveness by study of
phlebotomine sandflies feeding (El Sawaf et al., 1989; Johnson et al., 1993; Ogosuku et al.,
1994; Colmenares et al., 1995). In addition, to our knowledge, only one study mentioned
the blood meal rate of phlebotomine when in contact with Leishmania no-infected cat in
laboratory condition (Sanchez et al., 2000). Furthermore, no work studied the capacity of
vector to infection with Leishmania from infected cats by the using of xenodiagnosis. For
Pennisi (2002) and Macianti (2004), the xenodiagnosis is the test that can definitely to

clear the epidemiological role of this animal species.
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Thus, the purpose of this study was to evaluate the capacity and competence of
phlebotomine sandflies for protozoa infection after contact with infected and no-infected

cats as well as to evaluate theirs host feed preference.

2. Materials and methods
2.1. Sandfly colony

First generation laboratory-bred Lutzomyia migonei were used for engorgement rate
and xenodiagnosis evaluation from colony established and replenished with sandflies
caught in Pacoti council (Ceara State, Brazil). The colony was maintained at 70% relative
humidity and 25-26°C (BOD) at Laboratory of Entomology of Fundag¢do Nacional da

Saude (FUNASA/CE, Brazil).

2.2. Engorgement rate

Ten Leishmania no-infected adult intact undefined breed cats (Felis catus) were
used in this trial being five queens (body weight 2.5 to 4.8 Kg), and five toms (3.5 to 5.8
Kg). For procedure, the cats were sedated with 1% acepromazine (Acepran® - Univet S.A.,
Sao Paulo, S.P., Brazil), Img/Kg body weight, and anesthetized with 10% ketamine
(Dopalen® supplied by Vetbrands Satide Animal® — Paulinia, S.P., Brazil), 15 mg/Kg body
weight. The whole body of the cats was placed into individual cages (45 x 40 x 20 cm)
sheathed in sandfly-proof netting. For each feeding, about one hundred sandflies, being 75
unfed female sandflies (2-3 days after emergence) and approximately 25 male sandflies,
were introduced into the cage and were allowed to feed for 2 hours in total darkness.
Approximately each 30 minutes, the cage was slightly exposed to observe the sandflies
behaviour. On end of time, a manufactured aspirator recovered the all sandflies and they

were replaced to other cage with sugar solution provided ad libitum and were maintained at
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70% relative humidity and 25-26°C (BOD) for two days when ingurgitated sandflies were

measured.

2.3. Xenodiagnosis

Similar procedure for engorgement rate evaluation was also performed in five
Leishmania braziliensis-infected cats, being three queens (body mean weight 2.1 Kg), and
two toms (body mean weight 3.7 Kg). Briefly, before xenodiagnosis procedure, the cats
were injected with 1 x 107 stationary phase of L. braziliensis promastigotes in 20 pl of
sterile saline. The animals were inoculated intradermally with 50-uL. Hamilton disposable
syringes, in the center of the internal surface of the left ear (Silva et al., 2004). The
xenodiagnosis was performed at different times of Leishmania-infection in all cats by
using from 50 to 150 phlebotomine sandflies (75% females). Only head of each animal
was placed into individual cages (45 x 40 x 20 cm) sheathed in sandfly-proof netting. The
phlebotomine sandflies were also allowed to feed on cats for 2 hours in total darkness.
After this procedure, these dipterous were maintained in BOD in the same conditions
above for six days. After on, the survival sandflies were dissected and examined for visible

promastigotes in the gut under x 100 magnification (especificagdes microscopio FNS).

2.4. Host preference (attractiveness)

This evaluation was performed in a field condition of an endemic area for
cutaneous leishmaniasis due L. (Viannia) braziliensis-infection, in Pacoti council (Ceara
State, Northeastern Brazil). This area is included in a hilly complex of Baturité, and it is
composed by primary and/or secondary tropical rainforest. The chosen focus was close of a
house where several persons had the cutaneous form of the disease. In this focus there were
many fruitful trees such as mango, banana, lemon, coconut and coffee, as well as several

domestic animals as swine, chickens, dogs, cats and substantial evidence of rodent activity
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and harbors a large population of Lutzomyia sp. We selected a 40 m long section of the
house for our study. Four positions were established within this section, approximately 5 m
apart. Disney traps, without light bulbs, were suspended upside down 1 m above floor.
Each cage contained a potential host or the empty cage control. The following animals
were used as bait: one dog (Canis familiaris), one cat (Felis catus) and one rodent, the
rato-de-junco (Holochilus brasiliensis). Traps were run for one session of four consecutive
nights and animal rotation was accomplished for each night to avoid the local influence.
The traps were set up approximately 1 h before sunset and dismantled approximately 2h
after sunrise. In the morning, dead sandflies were removed from oil in the aluminum tray
with a fine needle. By using of stereomicroscopic, female sandflies were identified by the
morphology of the spermathecae and cibarium; and males sandflies by external genitalia.

The classification system was accomplished according Martins et al. (1978).

2.5. Data analyses
The number of engorged female phlebotomine sandflies was transformed in

percentage and expressed as mean and standard error of mean.

3. Results

The engorgement rate of phlebotomine sandflies observed in this trial was 95.7 £
2.4% (76.7-100). The recording concerning to the sandflies behavior in contact with cats
seems to be clear that there was a predilection by rest on limbs and head, especially ear,
nose and lip. However, when male cats were seen, the scrotum seemed also to be an
important place for the resting of the dipterous. In addition, male phlebotomine sandflies
were also seen mating on all these locals of the cats.

At the moment of xenodiagnosis test, all infected cats had ear lesion as papule or

nodule. From 20 to 90 days post-infection (p.i.), a minimum of three and maximum of
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five-xenodiagnosis were accomplished on each cat. From all cats, a total of 796 sandflies
was assayed for active flagellates forms, packing the whole gut, including the ileum and
Malpighian tubules. Active promastigotes forms were seen in the gut of one out of 224
phlebotomine sandflies in xenodiagnosis from one infected cat at 2)2-month p.i. that
showed a great nodule with a measurement of 2,6 cm”.

The preliminaries findings of field trial about phlebotomine host preference (baits)
are listed in the table 1. All baits had attracted phlebotomine sandflies and in the traps of
the three animals, at least one engorgement sandfly (Figure 1) was found. However, the
number of engorged vectors was higher in cat trap (60%) than dog trap (3.5%). It is
important to point out that the host’s body surface was not considerate in this trial and

Lutzomyia whitmani is the main captured phlebotomine specie.

4. Discussion

The supposition of the role of domestic cats as Leishmania-reservoir hosts in some
endemic foci for leishmaniasis has been urged, mainly due to the serological,
parasitological and clinical recent evidences in endemic foci (Killick-Kendrick, 2002;
Pennisi, 2002; Mancianti, 2004; Simdes-Mattos et al., 2004). However, indispensable
requirements must be considerate to contemplate an animal species as reservoir host for
diseases of indirect cycle: (a) to be found natural cases of bioagent infection; (b) to be
susceptible to experimental reproduction of the infection and harbor the infective bioagent
for a period; (c) to be attractive for the vector and able to infect it. Thus, each of these
considerations must be true in cases of Leishmania-infection in cats to incriminate this
animal specie as reservoir host.

In this respect, there is a long time that natural cases of FL are already occurring
(Simdes-Mattos et al., 2004). In last few years, these cases have emerged, mainly in Brazil

(Passos et al., 1996; Savani et al., 2004; Schubach et al., 2004; de Souza et al., 2005),
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Venezuela (Bonfante-Garrido et al., 1991 and 1996), France (Ozon et al., 1998), Italy (Poli
et al., 2002; Pennisi, 2004), Portugal (Costa Durdo et al., 1994) and Spain (Hervas et al.,
1999; Leiva et al., 2005).

In the attempt to know better the outcome of FL, experimental reproduction of
visceral leishmaniasis in cats, at least for 16 weeks, was obtained (Kirkipatrick et al.,
1984). Current studies by using of dermotropic protozoa (Leishmania braziliensis) had
reliable results with cutaneous manifestations in cats similar to the humans and canines
natural cases of American Cutaneous Leishmaniasis (Silva et al., 2004; Simdes-Mattos et
al., 2005). In addition, in these studies, viable amastigotes forms were isolated in culture
medium from cats’ lesions (Simodes-Mattos et al., 2005).

It is clear the attraction of cats to the vector and this may be proven by occurrence
not only by natural cases of the disease, as well as by serological and parasitological
epidemiologic investigations in several studies (Pennisi, 2002, Mancianti, 2004; Simdes-
Mattos et al., 2004). In addition, works about host-preference of which cats were included
in the trial showed that they were bitten by phlebotomine in field condition (EI Sawaf et
al., 1989; Johnson et al., 1993; Ogosuku et al., 1994; Colmenares et al., 1995). In addition,
they have appetite for cat’s blood in laboratory condition (Sanchez et al., 2000). Our study
also proved, with high engorgement rate (95.74 + 2.37) of phlebotomine sandflies, that cats
are viable feeding source for them. In our laboratory, for example, hamster (Mesocricetus
auratus) is an usual animal for maintenance of sandflies colonies. Interestingly, we note
better ovoposition, eclosion and survival rates of these dipterous when they were fed with
cats’ blood than with hamsters’ blood in the same conditions (data not shown).

During the evaluation of engorgement rate of phlebotomine sandflies, we observed
that they had a predilection to carry out the rest in limbs, scrotum and head, especially in
the ear, nose and lips. In wide literature review about all aspects concerning natural FL

occurred in the world, the highest frequency of the cutaneous lesions in this specie was
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seen in head, particularly, nose, ear and ocular area (Simdes-Mattos et al., 2004). Limbs
and lips had low prevalence of lesions and scrotum had never been recorded. On the
contrary, as shown by others (Madeira et al., 2003), we have also observed that the
scrotum is usually affected in natural cases of cutaneous leishmaniasis in dogs in the hilly
of Baturité.

There is a long time it is known that dogs are the main Leishmania-reservoir hosts
for human transmission. In field trial, the vectors had fed in cat (50%) and in dog (3.6%).
These results denote the potentiality of feline specie to be infected.

Finally, the last and the most important requirement for an animal to be
incriminated as reservoir-host is its capacity to transmit the bioagent to the vector. This
event may be proven by xenodiagnosis. In this way, our study accomplished the
xenodiagnosis for the first time in Leishmania-infected cat and in which the vector
becomes infected. As the field studies had shown that is very low the number of infected
phlebotomine in nature (Queiroz et al., 1994), to find one infected vector out of 796
assayed shows the capacity of this animal specie to transmit Leishmania (Viannia)
braziliensis to the vector Lutzomyia migonei.

Considerably, the domestic cats are source of feeding for L. migonei and L.
whitmani when they are infected by L. (V.) braziliensis may transmit it to the L. migonei.
Thus these findings allow us to suspect that cats are potential reservoir hosts of L. (V.)
braziliensis. On the other hand, studies are necessary to evaluate the epidemiologic role of
cats in Leishmania cycle, especially when control strategies are considerate. The data
obtained until to now show clear evidences among the many obscures points that surround

the cats in several aspects of the leishmaniasis.
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Table. Phlebotomine specie and potential reservoir hosts in field trial accomplished in the

Pacoti council, Ceara State in Northeastern Brazil.
Baits
Phlebotomine
Dog Cat Rodent Blank Total
species Total
M F M F M F M M F
L. whitmani 0 14 0 §& o I 1 1 24 25
L. migonei 5 2 0o 27 0 0 0 5 4 9
L. shannoni 0 57 0 0 0 0 0 0 5 5
L. wellcomei 2 7 0 0 0 0 0 2 7 9
Total 7 28 0 10 0 1 1 8 40 48
35 10 1 2 48

" One engorgement phlebotomine sandfly. * Five engorgement phlebotomine sandflies. °

Engorgement phlebotomine sandfly.
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Figures

Figure 1. Female phlebotomine sandfly engorged soon after of to

accomplish the blood meal in Leishmania-no infected cat during two

hours.
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Anexo VI

Resumo 1

Leishmaniose Felina Experimental

Situagdo: publicado na Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

v. 13, p. 237, 2004
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LEISHMANIOS E FELINA EXPERIMENTAL

FM.O. Silval; L. Simées-Mattos*l; CM.L. Bevilaqual; M.RF. Mattosl; I.TF. Macedol; P.T.
Souzal; C.L.B. Monteirol; M.S. Frutuosoz; KM.S. Bastosl; I.C.B. Coélhoz; J.W. Oliveira-
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Lima ; M M.L. Pompeu

1. Universidade Estadual do Ceara
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A Leishmaniose Felina (LF) tem sido uma enfermidade considerada de rara ocorréncia.
Entretanto, nos uktimos dez anos, houve um aumento no nimero de casos de LF no mundo,
incluindo o Brasil. Porém, a evolugdo da infec¢do por Leishmania (Viannia) brazilensis (L.b.)
em gatos ndo ¢ bem conhecida. Neste trabalho, foram observadas as manifestagdes clinicas de
gatos experimentalmente infectados com L.b. Assim, 36 animais adultos foram distribuidos
nos grupos G1 (infectado, n=18) e G2 (controle, n=18), tendo sido observados até 5 meses
pos-infecgdo (p.i.). O G1 foi inoculado com 10" promastigotas de L.b, via intradérmica, na
parte interna da orelha esquerda. As areas das lesdes foram calculadas quinzenalmente pela
formula mrir,. O surgimento de lesdo ocorreu em 16 dos 18 gatos infectados (88,9%) no
periodo entre 15 e 60 dias p.i. As lesdes iniciaram como papulas eritematosas em 14 gatos
(77,8%), com tamanho médio de 4,46 + 1,25 mmz, sendo que em cinco deles, na 10* semana
p.i., estas evoluiram para nodulo (75,63 + 11,76 mmz). Observou-se disseminagao local, com
formacdo de papulas satélites em sete animais (38,9%), sendo que em quatro deles, as papulas
se fusionaram, aumentando o tamanho da lesdo. Aos 4 meses p.i., as lesdes atingiram seu
tamanho maximo (153,4 + 51,29 rnmz), e a partir de entdo decresceram (103,2 + 40,4 mmz).
Durante o experimento, apenas um gato teve cura espontanea da lesdo aos 3’2 meses p.i
Houve aumento do linfonodo de drenagem em todos os gatos. Diante dos achados,
concluimos que gatos sdo suscetiveis a infec¢do por L. braziliensis desenvolvendo quadro
clinico semelhante aos de hospedeiros ja conhecidos.
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Anexo VII

Resumo 2
Comportamento alimentar de flebotomineos em contato com gatos domésticos nao
infectados por leishmania sp

Situagao: publicado na Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

v. 13, p. 344, 2004
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Os flebotomineos sdo dipteros hematdfagos que transmitem o protozoario Leishmania spp a
homens e animais, causando as leishmanioses. Apesar dos cdes serem considerados os
principais reservatorios peridomésticos, relatos de casos de enfermidade e altas taxas de
infeccdo em gatos pelo protozodrio demonstram que os vetores realizam o repasto nesta
espécie animal. Porém, pouco se conhece sobre o comportamento alimentar de flebotomineos
quando em contato com gatos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as taxas de ingurgitamento
e comportamento de Lutzomyia migonei em contato com gatos nao infectados por Leishmania
sp em condigdes laboratoriais. Assim, dez animais adultos (fémeas/machos) foram colocados
em gaiolas teladas individuais, contendo aproximadamente 100 flebotomineos (75 fémeas/25
machos) por 1% hora, na penumbra. A cada 30 minutos verificou-se o comportamento dos
flebotomineos utilizando-se luz artificial. Ao final, estes foram mantidos em estufa a 26 °C,
70% de umidade por dois dias, sendo apods, contado o niimero de fémeas ingurgitadas. Os
dados foram transformados em percentagem e expressos como média (:tEPM) e submetidos
ao teste T Student (p<0,05). A taxa média de ingurgitamento foi de 95,74 + 2,37%, nao
havendo diferenca estatistica entre gatos machos e fémeas (95,04 = 1,37% e 93,44 + 4,57%,
respectivamente). Quanto ao comportamento, verificou-se predilecdo dos flebétomos por
membros, cabeca (orelhas, nariz e 14bios) e regido escrotal dos gatos, observando-se ainda a
copula de alguns flebotomineos. Assim concluimos que gatos sdo atrativos e servem como
fonte alimentar para flebotomineos.
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Anexo VIII

Resumo 3

Gatos domésticos como reservatorios de Leishmania braziliensis

Situacdo: publicado na Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

v. 13, p. 237, 2004
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GATOS DOMESTICOS COMO RESERVATORIOS DE Leishmania braziliensis

L. Sim6es-Mattos*1; FM.O. Silval; CM.L. Bevilaqual; M.RF. Mattosl; I.TF. Macedol; P.T.
Souzal; C.L.B. Monteirol; R.N. de Sousaz; I.C.B. Coélhoz; MM .L. Pompeuz; J.W. Oliveira-
Lima'
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Diante da urbanizagdo da leishmaniose, associada ao fato desta doenga em caes ser prevenida
com colares a base de deltametrina, outras espécies domésticas podem tornar-se infectadas e
serem incluidas no ciclo de transmissdo da enfermidade. Além disso, diante dos relatos das
altas taxas de infecc¢do de gatos por Leishmania spp, especula-se o papel destes como
reservatorios do protozodrio. O xenodiagnéstico aplicado em gatos infectados seria a Unica
técnica eficiente para elucidar tal suspeita. Nao ¢ de nosso conhecimento a existéncia de
trabalhos utilizando o xenodiagndstico em gatos com este proposito, sendo este o objetivo
desta pesquisa. Foram utilizados cinco gatos experimentalmente infectados na orelha com 10’
promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis, exibindo papulas ou nodulos. Foram
realizados um minimo de trés e maximo de cinco xenodiagnosticos por animal, no periodo
entre 20 e 90 dias p6s-infecgdo (p.i.). Apenas a cabega dos gatos foi colocada em gaiola telada
individual contendo entre 50-150 Lutzomyia migonei (75% de fémeas) na penumbra, por duas
horas. Ao final, os flebotomineos foram mantidos em estufa a 26 °C, 70% de umidade, por
seis dias, sendo apoés dissecados um total de 796, para pesquisa direta de formas
promastigotas no tubo digestivo. Em xenodiagndstico de um gato foram encontradas
promastigotas em um flebotomineo (1/224) aos 2% meses p.i.. Como os estudos de campo
mostram que a prevaléncia de fleb6tomos infectados pelo método de disseccdo ¢ muito baixa,
o fato de encontrar um deles infectado em 796 analisados mostra a relevancia da capacidade
desta espécie animal em transmitir Leishmania braziliensis para o vetor Lutzomyia migonei.
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Anexo IX

Artigo 6

Cryptococcus neoformans em lesdo nasal de um gato (Felis catus): implicagdes do
isolamento da variedade neoformans, sorotipo A, no municipio de Baturité, Ceara

(Brasil)

Situacdo: Submetido para publicagdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical
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Resumo

Na micologia veterinaria sao raras as informagdes de variedades e sorotipos de Cryptococcus
neoformans limitando o conhecimento da distribuigdo de fungos zoonoticos patogénicos no
Brasil. Relata-se o primeiro isolamento da variedade neoformans, sorotipo A, de lesdo nasal

de gato, abordando sua implicagdo em Saude Publica do Estado Ceara.

Palavras-chaves: Cryptococcus neoformans, gato, criptococose, Saude Publica.

Abstract

There are few information about varieties and serotypes of Cryptococcus neoformans in
veterinary mycology which restrain the knowledge of pathogenic zoonotic fungus distribution
in Brazil. The first isolation of variety neoformans, serotype A, from nasal lesion of cat is

reported and its implication in Public Health of the Ceara state.

Key-words: Cryptococcus neoformans, cat, criptococosis, Public Health.

Cryptococcus neoformans ¢ um importante fungo encapsulado zoopatogénico. Duas
variedades deste fungo sdo tradicionalmente reconhecidas com base nas variabilidades
ecologicas, epidemiologicas, fisiologicas e genéticas: variedade neoformans (sorotipos A, D e
AD) e a variedade gattii (sorotipos B ¢ C)*. As fontes de reservatorios naturais da variedade
neoformans, em especial, freqlientemente sdo fezes de passaros, principalmente pombos
(Columba livia). Entretanto, no norte ¢ nordeste do Brasil ja foram isoladas de arvores de
vegetagdo tropical nativa®®.

A inalagdo da levedura nao capsulada, encontrada na natureza, causa a criptococose

que ¢ uma micose sistémica oportunista de homens e animais. As duas variedades tém sido

encontradas infectando o homem, entretanto a neoformans acomete uma maior proporgdo de
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pessoas imunocomprometidas’. Em gatos, a criptococose é a mais comum micose sistémica, e
mais de 80% dos casos, envolvem a cavidade nasal e sinus paranasais’. Apesar de alguns
relatos, as informagdes sobre as variedades de C. neofarmans que causam infec¢do em
animais ainda sdo raras’. Além disso, mais escassos ainda sdo os relatos de isolamento do
fungo de animais de companhia com a identificagdo do sorotipo. Assim, as insuficientes
publicacdes com relacdo a micologia médica veterinaria limitam o conhecimento da real
distribui¢do de muitas das micoses zoondticas em nosso pais e de sua relacdo homem/animal.
Baseados nestas afirmagdes, o objetivo deste trabalho foi relatar o primeiro caso de
criptococose felina com isolamento da variedade neoformans, sorotipo A, registrado no
Estado do Ceard, Nordeste do Brasil. Neste relato serdo discutidas as implicagdes deste caso

na Satde Publica do Estado.

MATERIAL E METODOS

Caso clinico. Um gato macho, sem raga definida, de aproximadamente oito anos, nativo do
municipio de Baturité (CE), nordeste do Brasil, foi encaminhado ao Centro de Controle de
Zoonoses do municipio de Fortaleza (CE) com suspeita clinica de Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). O municipio de Baturité, localizado em regido serrana do
Estado, ¢ considerado endémico para LTA e em sua area rural ha uma vasta vegetagao
nativa bem como a presenca de arvores frutiferas, dentre elas, bananeiras, jaqueiras e
mangueiras. O animal apresentava uma lesdao nodular ulcerada na regiao dorsal do plano
nasal medindo 10 x 6 cm caracterizada por uma massa circular, friavel e de coloragao
roseo-avermelhada, protuindo da narina esquerda levando a obstru¢cao completa, bem como
da narina direita, com obstrucdo parcial (Figura 1). Também foram verificados
linfoadenopatia regional submandibular, caquexia, desidratacdo, pelagem opaca, alopecias

multifocais, salivacdo intensa, desconforto nasal, estridor respiratorio, engasgos e tosse.
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Nao foram obtidas informacdes sobre o tempo de evolu¢do das manifestacdes clinicas.
Diante de minuciosa avaliagdo clinica, foi levantada a suspeita de se tratar de um caso de

criptococose, requerendo confirmacao laboratorial.

Diagnostico laboratorial. Apos procedimento anestésico (xilasina-Anasedan® e ketamina-
Dopalen®) o animal foi submetido & pungdo venosa e biopsia da lesdo. O soro foi
submetido a técnica de ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania segundo
trabalhos prévios'’. Parte dos fragmentos foi incluida em solugdo salina (0,9%) e
encaminhados para isolamento em cultivo (Agar sangue + Schneider) de Leishmania sp. A
outra parte foi destinada a andlise micoldgica. Na micologia, em exame direto para a
pesquisa de estruturas fungicas, foi realizada homogeneizacdo de material da lesdo com
uma gota de nigrosina (tinta da China). O isolamento, cultivo e quimiotipagem foram

realizados como indicada pela literatura’.

RESULTADOS

As pesquisas de anticorpos anti-Leishmania sp no soro do animal e de Leishmania em
cultivo resultaram negativas. Quanto aos testes micoldgicos, tanto o exame direto, como a
cultura foram positivas para C. neoformans. Pelo exame direto foram visualizadas
estruturas blastoconidiadas encapsuladas sugestivas de Cryptococcus neoformans, sendo as
culturas positivas para C. neoformans. Pela quimiotipagem, o agente infectante foi
identificado como C. neoformans variedade neoformans (LMM1071-IPEC/FIOCRUZ). A
partir deste diagndstico foi realizada a sorotipagem utilizando a técnica de aglutinagdo em
lamina (Kit Crypto Check latron RM 304-k (25), latron Laboratories, Tokio, Japao) que

identificou o isolado como sorotipo A (fatores 1 e 7 positivos). Diante do diagnostico e do
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estado clinico do animal, o proprietério solicitou a eutanasia (realizada conforme resolugdo

numero 714 de 20/06/2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria).

DISCUSSAO

A criptococose tem sido uma das grandes preocupagdes em Saude Publica mundial
devido sua interagdo com pacientes imunocomprometidos, principalmente no caso dos
aidéticos’. Os diferentes sorotipos de cada variedade sio baseados nos polissacarideos
capsulares que desempenham um importante papel na patogenicidade do fungo'. Na regido
Nordeste, por exemplo, estudos comprovaram que apesar do sorotipo A ser menos prevalente,
quando presente, encontrava-se associado a 87,5% dos pacientes aidéticos. No entanto,
quando foram avaliados isolados ambientais, ambos sorotipos A e B encontravam-se em
maior propor¢io em ocos de arvores e madeira deteriorada®. Especificamente no municipio de
Baturité, as fontes ambientais de Cryptococcus neoformans, incluindo suas variedades, sdo
desconhecidas, merecendo estudos.

A suspeita clinica primaria de LTA felina foi baseada no aspecto da lesdo associado ao
fato do animal ser autoctone de regido endémica. Assim, fica claro que o diagnostico
laboratorial, com identificacao do agente, ¢ o que em ultima analise sera conclusivo sobre a
suspeita clinica primaria. Embora a criptococose felina aqui relatada, tratar-se de um classico
caso clinico verificado nesta espécie animal'', este diagnostico serve como sinalizador da
presenca do patdgeno em area, até entdo, livre da doenga ou silenciosa. Vale ressaltar o alerta
as autoridades do potencial risco de casos humanos de criptococose, associados ou ndo aos

pacientes imunodeprimidos da regido.
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Figura 1. Grande massa granulomatosa na regido dorsal do plano

nasal com tecido de mesma caracteristica protuindo da narina
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Anexo X

Artigo 7

Primary cutaneous histoplasmosis in a domestic cat (Felis catus) from non-endemic

area of the Ceara State, Brazil

Situacdo: em fase final de elaboragdo
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Introduction

Histoplasmosis is an important deep mycotic zoonosis and occasionally fatal
disseminated disease, mainly in immunocomprimesed individuals such as AIDS patients. The
casual agent, dimorphic fungus Histoplasma capsulatum, in its saprobic mold form lives in
soil enriched with bird and bat guano (Woods, 2002). Upon inhalation by a host of spore-
containing dust from areas contaminated with bird or bat droppings is the primary route of
infection for this disease (Hay, 1993). However, H. capsulatum infection for the skin and
digestive tract is possible. In these situations, the disease become more serious than in cases
whose penetration of the fungus had occurred for respiratory route (Goulart and Leite, 1978).

The incidence and prevalence data of histoplasmosis in domestic animals are unknown
and primarily affects dogs (Clinkenbeard et al., 1988; Kowalewich et al., 1993; Campbell,
1994; Mackie et al., 1997; Kagawa et al., 1998), being uncommon in cats (Clinkenbeard et al.,
1987; Wolf, 1992; Hodges et al., 1994; Davies and Troy, 1996).

To our knowledge, H. capsulatum has not been implicated previously as a causal
etiologic agent of non-disseminated primary cutaneous histoplasmosis in cat. This report
provides its first description as such in the tail of a domestic cat.

Case report. A 3-years-old male cat, native in Baturité¢ council, Ceara State, Northeastern
Brazil was investigated. The Baturité council is localized in mountain region and it is an
endemic area for american tegumentary leishmaniasis (ATL). The cat had clinical suspicious
of ATL due an ulcerated lesion in the tail and 6-month history of gradual weight loss. The
animal lived in a house, which around vegetation was composed by banana, jackfruit and
mango trees and native trees. Animals such as chickens, pigeon, goats, dogs and others cats
were also seen. Not so far, there was many houses no inhabit, old building and caves that
served as rest place for great amount of bats. The cat showed last 4 months, two ulcers in the

tail near to the anus sizing approximately 1.5 x 2.0 cm. The animal was kept in our
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responsibility in the dependences of Nucleo de Medicina Tropical of Universidade Federal do
Ceara for Leishmania survey. The cat had two pictures of feline respiratory complex for long
time and it was submitted for support therapy with antibiotics. Thus, months later, the animal
was anesthetized with association of xylasine (Anasedan®™) and ketamine (Dopalen®) for
biopsy procedure. In this occasion, the epilating procedure exposed the ulcers with a pattern
of elevated boarders separated only by a fine skin tissue and with erythematous granulation
tissue in the bed (Figure 1). In addition, a better physical examination of the skin, allowed to
be seen a great amount of scars for all body. Then, the possibility of a dermal infectious with
fungus by inoculation due scratches in fights for mating and territorial disputes with other cats
was suspected. Clinical diagnosis also included sporotrichosis. Even so, the cat once more
was anesthetized and blood was drowning from jugular route and serum submitted for
antibodies anti-Leishmania survey by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Biopsy
procedure allowed collecting aseptically fragments of the border lesion in saline solution
(0.9%) isolation in Leishmania and fungus in specifics media, inoculation in hamsters

(Mesocricetus auratus) and histopathology.

Survey for Leishmania infection. Serology for anti-Leishmania antibody was found
negative. NNN culture medium of lesion fragments becomes contaminated by fungus.

Inoculation in experimental models. For inoculation in hamsters (Mesocricetus auratus),
one small fragment of the lesion was carefully macerated into the saline solution.
Approximately 0.1 mL of this mixed solution was injected by intradermal route in the right
foot of two hamsters. Saline were also injected in left foot as control. Four months before
infection, the hamsters showed a nodular lesion in the same point of inoculum (Figure 2).
They were sacrificed and small fragments of liver, spleen and lymph nodes as well as feet,
submitted to mycology culture and were fixed in 10% buffered formalin solution to the

routine procedure. Sections of approximately 5 um thick were processed for hematoxylin and
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eosin (H&E), by Gomori-Grocott chromic acid methenamine silver (GMS) impreganation and
by periodic acid-Schiff (PAS) reaction.

Mycology. The specimen clinic was transported in saline solution to the Medical Mycology
Specialized Center at the Faculty of Medicine at Federal University of Ceard, Brazil. The
clinical specimens from cat’s lesion were inoculated in tubes with Sabouraud dextrose agar,
with or without chloramphenicol and Mycosel agar (SANOFI, France). The cultures were
incubated, at 28°C, and examined daily for one month. The culture grew moderately; white to
buff brown, velvety colonies. Microscopically, two types of conidia were visualized by lactol
phenol cotton blue stain. One conidia was tuberculate and large with approximately 15 pm in
diameter and the other conidia was small and smooth to roughened walls conidia with
approximately 3 pm. The definitive identification was done with the conversion of the mold
to the yeast in Sabouraud blood agar. In this media, the H. capsulatum grew a yeast form. The
same procedure was accomplished for hamsters’ lymph nodes and feet lesion with either
success growth. In order to evaluate primary infection in the lungs, a thoracic radiography
was performed and it showed normal.

Treatment. Before histoplsmosis diagnosis, therapy with itraconazole, 5 mg/Kg/PO for 60
days, was attempt, with no regression of the lesion. In November of 2002, twenty days after
the end of the treatment, the cat showed a sudden picture of lethargy, apathy and
unconsciousness with evolution for death. Blood was drowning before its death for
biochemestry analyses. Clinical suspicious of sudden death was feline urology syndrome.
Necropsy. Inspection by palpation of abdomen was possible to feel a huge mobile mass sizing
approximately 12 x 8 cm. By gross morphology, bronchial wall were thicken and slight
increasing. Kidneys, liver and spleen showed moderate swelling. The final third of urethra
wall was thickened and small hemorrhagic points in the mucosa were found. The “huge mass”

was bladder replete with hemorrhagic urine and its serosa and mucosa were also hemorrhagic.
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Fragments of skin, lungs, bladder, kidneys, liver, spleen, urethra, urether and intestine were
fixed in 10% buffered formalin solution to the routine procedure. Sections of approximately 5
um thick were processed for hematoxylin and eosin (H&E), by Gomori-Grocott chromic acid
methenamine silver (GMS) impreganation and by periodic acid-Schiff (PAS) reaction.

Histopathology. Spleen showed a severe atrophy of the lymphoid follicles. Subscapular and
multifocal fibrosis, glomerular sclerosis and tubular atrophy for all renal tissue were found.
Beyond, multifocal inflammatory infiltration compound predominantly by neutrophils,
macrophage and plasm cells were seen. Hemorrhages in the bladder mucosa, loss of cover
epithelium and inflammatory infiltration of neutrophils were observed. Steatosis was found
between hepatic cords. The lungs were severally emphysemic. An epidermis fistula showed

several vascular neo-formation with granulocitic cells and necrosis.

Discussion

Dermatological affections due several bioagents are mostly carried misdiagnosis in
human being as such as in animals. Leishmania protozoa and Histoplasma fungus are both
agents whose clinical manifestations were similar (Thiago et al., 1998). Thus, diagnosis of
this systemic mycosis requires knowledge of their clinical syndromes, a high index of
suspicion, and knowledge of the accuracy and limitations of used diagnosis of fungal
infections (Reference). In addition, the morphology of the Leishmania and Histoplasma are so
similar in infected tissues. However, the Leishmania organisms show kinetoplasto structure,
which there is not seen in Histoplasma (Thiago et al., 1998).

In Baturité towns there is no record of human histoplasmosis. Until the moment, any
case of human histoplasmosis was recorded in Baturité town.

However, gastrointestinal tract may also be a portal of entry (Morita et al., 2001).
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Figure 1. Ulcers on the tail with a pattern of elevated boarders separated only by
a fine skin tissue and with erythematous granulation tissue in the bed

-

Figure 2. Hamster showing nodular lesion formation in the same site of inoculum
of Histoplasma capsulatum
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Quadro 1. Freqiiéncia de LTA humana (1996-2005) por muncipio residente do Ceara

Ano
Municipio
1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 [ 2001 | 2002 | 2003 | 2004 [2005]| Total

Abaiara 0 0 0 0 0 0 4 1 0 0 5
Acarapé 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acarai 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2
Acopiara 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Aiuaba 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2
Alcéntaras 0 0 0 0 0 1 3 0 2 0 6
Altaneira 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Alto Santo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amontada 0 0 0 0 0 1 2 0 1 0 4
Antonina do Norte 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Apuiarés 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aquiraz 0 0 0 0 0 64 29 30 41 4 168
Aracati 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aracoiaba 0 0 0 0 0 4 3 0 0 0 7
Ararenda 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 2
Araripe 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 4
Aratuba 0 0 0 0 8 26 16 27 11 20 108
Arneiroz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Assaré 0 0 0 0 0 0 1 1 2 0 4
Aurora 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Baixio 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Banabuiu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Barbalha 0 0 0 0 0 82 64 73 67 37 323
Barreira 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Barro 0 1 1 0 1 2 1 2 2 0 10
Barroquinha 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 4
Baturité 0 0 0 0 70 436 91 34 29 9 669
Beberibe 0 0 0 0 0 0 3 0 1 0 4
Bela Cruz 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2
Boa Viagem 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Brejo Santo 0 0 0 0 17 8 10 8 4 1 48
Camocim 0 0 0 0 7 12 5 13 22 2 61
Campos Sales 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 3
Canindé 0 0 0 0 2 1 0 2 4 1 10
Capistrano 0 0 0 0 0 15 9 4 5 5 38
Caridade 0 0 0 0 0 3 0 2 0 0 5
Cariré 0 0 0 0 0 0 0 0 3 2 5
Caririagu 0 0 0 0 2 0 0 4 1 0 7
Carius 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 3
Carnaubal 0 0 0 0 0 0 12 7 11 5 35
Cascavel 0 0 0 0 0 4 10 0 6 1 21
Catarina 0 0 0 2 0 0 1 0 0 1 4
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Potiretama 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Quiterianopolis 0 0 3 0 0 0 0 0 0 1 4
Quixada 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Quixeld 0 0 0 0 0 3 0 1 3 2 9
Quixeramobim 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Quixeré 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Redencdo 0 0 0 0 0 35 32 9 5 3 84
Reriutaba 0 0 0 0 0 0 1 2 1 1 5
Russas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Saboeiro 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 2
Salitre 0 0 0 0 0 4 0 1 1 0 6
Santa Quitéria 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2
Santana do Acarai 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 3
Santana do Cariri 0 0 0 0 12 1 1 1 6 2 23
Sédo Benedito 0 0 0 0 193 0 249 123 | 197 | 50 812
Sdo Gongalo do Amarante 0 0 0 0 0 13 5 4 1 3 26
Séo Jodo do Jaguaribe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sédo Luis do Curu 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2
Senador Pompeu 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Senador Sa 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 2
Sobral 0 0 0 0 0 0 23 24 29 6 82
Solondpole 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabuleiro do Norte 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tamboril 0 0 0 1 0 3 2 0 0 1 7
T arrafas 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2
Taua 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 3
T ejucuoca 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Tiangua 0 0 0 0 0 2 204 117 66 39 428
T rairi 0 0 0 0 0 1 3 0 1 1 6
Tururu 0 0 0 0 0 7 6 0 2 0 15
Ubajara 0 0 0 0 0 12 160 89 211 84 556
Umari 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Umirim 0 0 0 0 3 7 2 1 5 2 20
Uruburet ama 0 0 0 0 0 406 95 44 55 25 625
Uruoca 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Varjota 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2
Vérzea Alegre 0 0 0 0 1 0 4 1 2 1 9
Vigosa do Ceara 0 0 0 0 0 162 66 62 451 | 141 | 882
Total 1 1 30 24 650 | 3439 | 2291 | 1397 | 2192 | 921 | 10946
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