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LISTA DE ABREVIATURAS

AD - Aglutinagéo Direta

ALT — Alanina aminotransferase
AST — Aspartato aminotransferase
DNA - Acido desoxirribonucleico
ELISA — Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica
HAI — Hemoaglutinagdo Indireta
L. — Leishmania

LF — Leishmaniose Felina

L.(L.) — Leishmania(Leishmania)
LT - Leishmaniose Tegumentar
L.(V.) — Leishmania (Viannia)

LV — Leishmaniose Visceral

MHC — (Major Histocompatibility Complex ) molécula apresentadora de antigeno
PBS — (Phosphate Buffered Saline) solucdo salina tamponada com fosfato

PCR - (Polimerase Chain Reaction) Reacdo em Cadeia da Polimerase

PIF — Peritonite Infecciosa Felina

RIFI — Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
VIF — Virus da Imunodeficiéncia Felina
VLFe — Virus da Leucemia Felina

WB — Western Blot



INFECCAO POR Leishmania sp. EM GATOS (Felis domesticus) NA CIDADE DE CAMPO
GRANDE/MS, BRASIL

RESUMO

O numero de casos diagnosticados de leishmaniose felina tem crescido nos Gltimos anos nas
areas endémicas, sugerindo que esta espécie ja ndo pode ser considerada um hospedeiro incomum
de Leishmania sp. Este trabalho teve o objetivo de investigar a ocorréncia da infeccdo por
Leishmania sp. em gatos de Campo Grande, cidade endémica para leishmaniose visceral humana
e canina. Cento e dez gatos foram avaliados por meio de exame clinico e pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania. Do total de felinos avaliados, 17 (15,45%) apresentaram alteracdes clinicas
diversas. Foram considerados reagentes na RIFI, as amostras com titulo > 1:40. Os animais
soropositivos foram submetidos a pesquisa parasitoldgica por citologia, cultura; e realizou-se a
PCR, a partir de aspirados de medula 6ssea e linfonodos popliteos. Observou-se soropositividade
em oito animais (7,27%). Nesses, ndo foram observadas formas parasitarias no exame citolégico
ou em cultura, porém na PCR, trés (40,2%) amostras foram positivas. Estes dados confirmam o
contato destes animais com o parasita. Conclui-se que gatos domésticos devem ser incluidos nos
inquéritos realizados em areas endémicos da doenca, ndo devendo ser considerados apenas como

hospedeiros acidentais de Leishmania sp.

Palavras-chave: Leishmaniose felina, gatos, Leishmania sp., sorologia, PCR
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RESEARCH OF Leishmania sp. INFECTION IN CATS (Felis domesticus) FROM CAMPO
GRANDE, MS, BRAZIL

ABSTRACT

The number of confirmed cases of feline leishmaniasis has grown in recent years in the endemic
areas, suggesting that this species must not be considered an uncommon host of the Leishmania
sp. anymore. The aim of this work was to investigate the occurrence of Leishmania infection in
cats from Campo Grande, an endemic city for visceral leishmaniasis. Clinical and sorological
evaluation by IFA was carried through in 110 animals, the later to obtain the anti-Leishmania
antibodies titer. Of the 110 evaluated cats 17 (15.45%) showed diverse clinical alterations.
Animals were considered positive when titers were > 1:40. The seropositive animals had been
submitted to parasitological research by cytology, culture and PCR from bone marrow and
popliteos lymph nodes aspiration biopsy samples. It was observed observe seropositivity in eight
animals (7.27%). Their cytological examination showed no amastigotes and promastigotes were
not observed in culture. However, three (40.2%) of seven processed samples had been positive in
the PCR. These data confirm the contact of these animals with the parasite. The results indicate
that domestic cats must be included in inquiries for this illness in endemic regions and not only

be considered accidental hosts of Leishmania sp.

Key-words: feline leishmaniasis, cats, Leishmania sp., serology, PCR



1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por protozoarios do género Leishmania,
podendo causar a leishmaniose tegumentar (LT), com manifestacGes cutaneas, mucocutaneas, ou
ainda cutaneo difusas, e a leishmaniose visceral (LV), com manifestagdes sistémicas (FEITOSA,
2001; SIMOES-MATTOS et al., 2004b).

No Velho Mundo, as principais espécies envolvidas na LT sdo Leishmania (Leishmania)
tropica, L.(L.) major, e L.(L.) aethiopica; na LV temos a L.(L.) infantum e L.(L.) donovani. Ja no
Novo Mundo, uma ampla variedade de espécies sdo responsaveis pela leishmaniose tegumentar
americana (LTA), principalmente Leishmania (Viannia) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L.(V.)
lainsoni, L.(V.) naiifi, L.(V.) shawi, L.(L.) amazonensis, L.(L.) mexicana, L.(L.) venezuelensis,
L.(L.) panamensis, e L.(L.) peruviana. A LV é causada pela L.(L.) chagasi (DEDET et al., 1999;
KILLICK-KENDRICK, 2002; LAPPIN, 2004; VALE & FURTADO, 2005).

Os vetores responsaveis pela transmissdo do protozoario sdo insetos denominados
flebotomineos. Os hospedeiros vertebrados sdo animais silvestres como roedores, gambas,
tamanduas, canideos, primatas e preguicas; animais domesticos como cées e eqiiinos; e 0 homem
(FEITOSA, 2001; GONTIJO & CARVALHO, 2003; GONTIJO & MELO, 2004).

Entre os animais domésticos, os cdes estdo envolvidos na infeccdo humana da
leishamaniose visceral, pois eles atuam como hospedeiros reservatorios do parasita,
possibilitando a infeccdo do vetor (DEANE, 1958; DESJEUX, 2002; GONTIJO & MELDO,
2004).

Felideos selvagens podem ser infectados naturalmente, enquanto que gatos domésticos
podem ser infectados e manifestar a leishmaniose tegumentar ou visceral (HOOGSTRAAL &
DIETLEIN, 1964; MANCIANTI, 2004).

Apesar da leishmaniose felina (LF) ser considerada de rara ocorréncia (PENNISI, 2002;
MANCIANTI, 2004), nos ultimos anos houve um aumento no nimero de casos relatados em
todo o mundo, e sdo poucas as informacdes sobre varios aspectos da doenca, principalmente no
que diz respeito a epidemiologia, visto que grande parte dos dados obtidos foram relatos de casos
clinicos. E preciso saber mais sobre a relacdo vetor-hospedeiro, prevaléncia real da doenca em

areas endémicas, qual o papel do gato na epidemiologia da leishmaniose, e se esta espécie pode



ser incluido na cadeia de transmissdo. Nos ultimos anos, houve um grande avanco nas técnicas
laboratoriais, 0 que pode ter contribuido para o crescente numero de diagndsticos positivos.
Também, profundas alteracGes nos ecossistemas, ocorridas nos Gltimos anos; o crescente uso de
coleiras & base de deltrametrina, que previnem a leishmaniose em cées, evitando a picada pelo
mosquito, podem levar a mudangas de habito alimentar do vetor, assim como a adaptacéo a novas
espécies de hospedeiros.

Até o momento, os inquéritos soroldgicos tém fornecido informagdes com uma grande
varia¢do na prevaléncia da doenca. Sdo necessarios trabalhos que esclarecam se estas variacoes
realmente ocorrem nas diferentes regides, ou se sdo decorrentes de falta de padronizagcdo das
técnicas diagnosticas nesta espécie.

O objetivo deste estudo foi investigar a presenca da infec¢do por Lieshmania sp. em uma
populacdo de felinos domésticos da cidade de Campo Grande, MS, usando métodos sorolégicos,
parasitologicos e moleculares para a detec¢do da infeccéo.



1.2 HISTORICO E DISTRIBUICAO DA LEISHMANIOSE FELINA (LF)

A LF é relatada nos continentes africano, americano, asiatico e europeu. Pesquisadores
tém descrito a infeccdo natural por Leishmania sp. em felinos domésticos em varios paises,

principalmente, em regiGes endémicas de leishmaniose (Quadro 1). De maneira geral, os casos

PAIS AUTOR N° DE ANIMAIS/OBSERVACAQO
ARGELIA Sergent et al., 1912 Um - filhote de quatro meses, que vivia numa casa
com crianga e cdo portadores de leishmaniose visceral
Bosselut, 1948 um
ARGENTINA Brumpt, 1949 Um
BRASIL Mello, 1940 Um - vivia em domicilio situado no interior da mata
Passos et al., 1996 Um - Betim/MG, regido endémica de leishmaniose
tegumentar
Schubach et al., 2004 Dois - RJ, regido endémica leishmaniose tegumentar
Savani et al., 2004 Um - Cotia/SP, regido ndo endémica de leishmaniose,
caso autoctone
Souza et al., 2005 Um - Campo Grande/MS, regido endémica de
leishmaniose visceral
Figueiredo et al., 2008 Um - Rio de Janeiro
EGITO Morsy & Aboul EI-Seoud, 1994  Dois - viviam com humano portador de leishmaniose
tegumentar
ESPANHA Hervas et al., 1999 Dois - regido endémica de leishmaniose visceral
Hervés et al., 2001 Um - idem
Leiva et al., 2005 Um - idem
EUA (Texas) Craig et al., 1986 Um - com casos humanos de leishmaniose tegumentar
FRANCA Dunan et al., 1989 Um - regido endémica de leishmaniose visceral
Laurelle-Magalon &Toga, 1996 Um - idem
Ozon et al., 1998 Um - regido endémica de leishmaniose visceral
Pratlong et al., 2004 Dois - regido endémica de leishmaniose visceral
Grevot et al., 2005 Um - regido endémica de leishmaniose visceral
IRAQUE Machattie et al., 1931 Dois - Baquba, regido endémica de leishmaniose
tegumentar
ITALIA Gramiccia et al., 2002 Um - era de regido endémica de leishmaniose
Poli et al., 2002 Um - regido endémica de leishmaniose visceral
Pennisi et al., 2004 Quatro - regido endémica de leishmaniose visceral
Britti et al., 2005 Um - idem
Maroli et al., 2007 Um - regido endémica de leishmaniose visceral
PORTUGAL Costa-Durdo et al., 1994 Um - regido endémica de leishmaniose
SUICA Schawalder, 1977 Um - pais sem leishmaniose, animal vindo da Espanha
Rufenacht et al., 2005 Dois - pais sem leishmaniose, gatos viviam na Espanha
VENEZUELA Bonfante-Garrido et al., 1996 Quatro - regido endémica de leishmaniose tegumentar
VIETNA Bergeon, 1927 Um

QUADRO 1. Casos clinicos de leishmaniose felina reportados (em varios paises) até 2008.
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diagnosticados sdo achados acidentais, j& que o gato ndo esta incluido na epidemiologia da
leishmaniose.

Hoogstraal & Dietlein (1964) encontraram dois felideos selvagens (Felis serval phillipsi)
infectados naturalmente por Leishmania sp., no Sudéo.
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1.3 ESPECIES DE LEISHMANIA ISOLADAS DE FELINOS

As espécies isoladas, nos casos de infeccdo natural, incluem as causadoras da
leishmaniose tegumentar e visceral (Quadro 2). De todos os casos clinicos descritos até hoje, em
apenas algumas situacdes, a espécie responsavel pela infeccdo foi identificada, o que seria de

suma importancia para acrescentar mais informacgoes sobre o papel dos felinos, na epidemiologia

da doenga.
ESPECIE PAIS/AUTOR
Leishmania (Viannia) ~ BRASIL - Passos et al., 1996
L. (L.)infantum chagasi BRASIL - Savani et al., 2004
L. (V.) braziliensis BRASIL - Schubach et al., 2004
L.(V.) braziliensis BRASIL - Figueiredo et al., 2008
L. (L.) amazonensis BRASIL - Souza et al., 2005
L. (L.) mexicana EUA - Barnes et al., 1993
L. infantum FRANCA - Ozon et al., 1998
L. infantum FRANCA - Pratlong et al., 2004
L. infantum FRANCA - Grevot et al., 2005
L. tropica IRAQUE - Machatie et al., 1931
L. infantum ITALIA - Poli et al., 2002
L. infantum ITALIA - Pennisi et al., 2004; Gramiccia et al., 2005
L. infantum ITALIA - Britti et al., 2005
L. infantum ITALIA - Maroli et al., 2007
L. donovani SUDAO - Schnur et al., 1981
L. (L.) venezuelensis VENEZUELA - Bonfante-Garrido et al., 1996

QUADRO 2. Espécies de Leishmania isoladas de felinos domésticos e selvagens.

1.3.1 INFECCAO EXPERIMENTAL

Laveran (1913) inoculou gatos com promastigotas de L. infantum, e ndo detectou infeccéo
pelo parasita nestes animais.

Giordano (1933) tentou reproduzir a doenga em gatos saudaveis, inoculando-os com polpa
esplénica de criancas com leishmaniose visceral (L. infantum), entretanto, ndo obteve sucesso.

No Brasil, Deane (1958) ao inocular trés gatos recém-nascidos com emulsao de visceras
de cdo parasitado, rica em L. chagasi (na época, denominada L. donovani) via intraperitoneal,
também nédo obteve éxito na reproducdo da doenca.

Na infeccdo experimental realizada por Kirkpatrick et al. (1984), nos Estados Unidos,

gatos foram inoculados via intravenosa, com amastigotas de L. donovani e L. chagasi; e via
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intradérmica, com promastigotas de L. chagasi. O parasita foi detectado em figado, baco e
medula Ossea de animais inoculados apenas pela via intravenosa. Nenhum dos animais
desenvolveu a doenga clinica sistémica. Observou-se sorologia positiva em todos.

Em estudo comparativo entre gatos vacinados e ndo vacinados com antigenos de L.
braziliensis e que foram inoculados com promastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis, via
intradérmica (regido nasal), estes ndo apresentaram disseminacdo ou visceralizacdo do parasita,
sendo que apenas L. amazonensis foi isolada em cultura do tecido nasal dos ndo vacinados; e em
todos observou-se sorologia positiva (BARBOSA-SANTOS et al., 1988).

No Kenya, Anjilli & Githure (1993) ap6s inocular promastigotas de L. donovani em gatos,
via intracardiaca e intravenosa, observaram que estes se mostraram refratarios a infecgéo.

Em um trabalho brasileiro, realizado por Simdes-Mattos et al. (2005), gatos domésticos
foram infectados com promastigotas de L. (V.) braziliensis, via intradérmica (orelhas e nariz)

manifestando lesdes de pele e sorologia positiva.
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1.4 EPIDEMIOLOGIA

As informacdes, em grande parte, sobre a LF sdo oriundas de descri¢des de casos clinicos.
Portanto, o que se sabe sobre a epidemiologia ainda é insuficiente. Informac6es sobre a relacdo
vetor-gato, quanto a verdadeira prevaléncia da doenca nesta espécie, se estd associada a outras
doengas sistémicas ou ndo, ou ainda, se estes animais podem se tornar reservatorios do

protozoario devem ser esclarecidas.

1.41 VETOR

Poucos estudos tém sido realizados com o intuito de esclarecer a atratividade do
flebotémo por felinos como fonte alimentar.

Os vetores transmissores de Leishmania aos hospedeiros vertebrados pertencem ao género
Lutzomyia e Phlebotomus, sendo este Gltimo responsavel pela transmissdo, principalmente, no
Mediterraneo (KILLICK-KENDRICK, 2002).

El Sawaf et al. (1989) ao estudarem, numa regido do Egito, em quais vertebrados se
alimentava o Phlebotomus langeroni (provavel vetor da Leishmania donovani e L. infantum nessa
regido), detectaram sangue de gato em uma das 49 espécimes examinadas.

No Kenya foi observada grande atratividade de Phlebotomus guggisbergi, vetor da
Leishmania tropica nessa regido, por gatos, sendo estes considerados intermediarios quanto a
preferéncia como fonte alimentar (JOHNSON et al., 1993).

No Peru, um trabalho apontou o gato como a terceira espécie mais usada como fonte
alimentar de Lutzomyia verrucarum e Lutzomyia peruensis (vetores da Leishmania peruviana e
Leishmania braziliensis), logo depois do homem e do bovino (OGOSUKU et al., 1994).

Ja Colmenares et al. (1995) observaram que o flebétomo Phlebotomus perniciosus, vetor
da Leishmania infantum no Mediterraneo, também sugou gatos, quando identificaram sangue
desta espécie em vetores, oriundos de diferentes regifes da Espanha, cinco a 25% destes haviam

se alimentado de sangue de felinos.
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Apesar de Lutzomyia longipalpis ter um carater oportunista e sugar uma ampla variedade
de vertebrados, de acordo com um estudo brasileiro realizado no Maranhdo, esta espécie parece
ndo ter atracdo por gatos (DIAS et al., 2003).

Em outro trabalho brasileiro, um gato experimentalmente infectado com L. (V.)
braziliensis, quando picado, foi capaz de infectar o vetor Lutzomyia migonei com o protozoario
(SIMOES-MATTOS et al., 2004a).

Maroli et al. (2007) realizaram xenodiagnéstico em gato infectado naturalmente com
Leishmania infantum. O animal foi exposto a picadas por Phlebotomus perniciosus. Das 100
fémeas, 20 estavam ingurgitadas com sangue felino e destas, quatro estavam infectadas com o

protozoario.

1.4.2 INQUERITOS SOROLOGICOS E PARASITOLOGICOS

Varios estudos parasitologicos e soroldgicos tém sido conduzidos em diversas partes do
mundo, usando diferentes técnicas, com uma grande variagcdo no niumero de casos de deteccao do

parasita e na soroprevaléncia (Quadros 3 e 4).

TECNICA POSITIVOS/ N° DE  PAIS/AUTOR

ANIMAIS (%)
Citologia de figado 1/202 (0,5) BRASIL/Chagas et al., 1938
Citologia de figado 0/214 (0,0) BRASIL / Alencar et al., 1955
Citologia de figado 0/142 (0,0) BRASIL/Deane & Deane 1955
Citologia de orelha 1/53 (1,9) BRASIL/Sherlock, 1996
Cultura, citologia e histopatologiade  3/42 (7,1) BRASIL/Figueiredo, 2006
lesBes cutaneas
Indefinido / Indefinido 1/495 (0,2) ESPANHA/ Gimeno Ondovilha, 1933
PCR-ELISA de sangue periférico 47/183 (25,7) ESPANHA/Martin-Sanchez et al., 2007
Citologia e histologia de baco, figado  0/120 (0,0) ITALIA/Giordano, 1933
e citologia de medula 6ssea
PCR de sangue periférico 54/89(61) ITALIA/Pennisi et al., 2000
Citologia de baco e figado 16/78 (20,5) JORDANIA/Morsy et al., 1980

QUADRO 3. Investigacdo parasitoldgica e molecular da infeccdo por Leishmania sp. em gatos domésticos no
periodo de 1933 a 2007. Adaptado de Simdes-Mattos et al. (2004b), p. 83.

As técnicas empregadas nos inquéritos parasitoldégicos como citologia e histopatologia

sdo seguras quanto a especificidade nos casos da LT e LV, mas ndo sao eficazes no diagnostico
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de todos os casos positivos, pois falso-negativos podem ocorrer devido ao baixo numero de
parasitas (GONTIJO & CARVALHO, 2003; ALVES & BEVILAQUA, 2004; GOMES et al.,
2006).

O método molecular Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método altamente
sensivel e especifico na deteccdo de infeccdo por Leishmania sp., principalmente, quando
comparado a outros métodos, porém, seu uso em inquéritos epidemioldgicos € restrito por causa
do alto custo e exigéncia de técnicas especiais para sua execucdo (GONTIJO & CARVALHO,
2003; ALVES & BEVILAQUA, 2004; GOMES et al., 2006).

TECNICA POSITIVOS/N°DE  Leishmania sp. USADA PAIS/AUTOR
ANIMAIS (%) COMO ANTIGENO
IFI 0/53 (0,0) N&o definido BRASIL/Sherloc, 1996
45/89 (50,5) Major-like-Bio-Manguinhos®  BRASIL/ Oliveira, 2002
55/93 (59,0) L. infantum-Fluoleish®/BVT ITALIA/Pennisi et al., 1998
61/89 (68) L. infantum-Fluoleish®/BVT ITALIA/Pennisi et al., 2000
3/158 (1,9) Né&o definido ITALIA/Gramiccia et al., 2002
1/110 (0,9) Nao definido ITALIA/ Poli et al., 2002
33/203 (16,3) L. infantum* ITALIA/Vita et al., 2005
108/180 (60) L. infantum ESPANHA/Martin-Sanches et al., 2007
ELISA 9/84 (10,7) L. chagasi BRASIL/Simd@es-Mattos et al., 2001
43/106 (40,5) L. chagasi* BRASIL/Sim®es-Mattos, 2002
21117 (1,7) L. infantum* ESPANHA/Portus et al., 2002
28/445 (6,3) L. infantum ESPANHA/Solano-Gallego et al., 2007
HAI 3/80 (3,7) L. donovani-Cellognost®Leish  EGITO/Michael et al., 1982
1/28(3,6) = - EGITO/Morsy et al., 1988 apud Dantas-
Torres et al., 2006
5/60 (8,3) L. donovani-Cellognost®Leish  EGITO/Morsy & El-Seoud, 1994
wB 14/110 (12,7) - FRANCA/Marechal, 1993 apud Dantas-
Torres et al., 2006
12/97 (12,4) N&o definido FRANCA/Ozon et al., 1999
AD 21/50 (42) L. infantum* ESPANHA/Ramos et al., 2002

QUADRO 4. Pesquisa soroldgica de anticorpos anti-Leishmania em gatos domésticos no periodo de 1982 a 2007.
IFI: Imunofluorescéncia Indireta; ELISA: Imunoadsorcdo Enzimética; HAI: Hemoaglutinacdo Indireta; WB:

Western blot; AD: Aglutinacdo Direta. *: informacdo pessoal dos autores. Adaptado de Sim@es-Mattos et al.
(2004b), p. 83.

Nos inquéritos soroldgicos, observa-se uma grande variacdo na taxa de animais reagentes,
nas diferentes regibes. Dificuldades na interpretacdo de resultados soroldgicos de animais
considerados hospedeiros ndo habituais de Leishmania sp., desconhecida sensibilidade das

técnicas sorologicas quando empregadas em felinos, poucas informacbes sobre a resposta
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humoral felina no curso da doenca, e a resisténcia natural dos gatos a leishmaniose, podem
favorecer essas variagdes (PORTUS et al., 2002; MANCIANTI, 2004).

1.4.3 CO-INFECCAO COM DOENCAS IMUNOSSUPRESSORAS

Felinos parecem ser resistentes a infeccdo por Leishmania sp. (MANCIANTI, 2004,
VITA et al., 2005). A LF pode estar associada a fatores imunossupressores como virus da
imunodeficiéncia felina (VIF), virus da leucemia felina (\VLFe), peritonite infecciosa felina (PIF)
e estresse (MANCIANTI, 2004).

Ozon et al. (1998), Schubach et al. (2004), Britti et al. (2005), Leiva et al. (2005) e
Rufenacht et al. (2005) ao diagnosticarem leishmaniose em felinos, ndo detectaram co-infecgéo
com VIF, VLFe ou PIF. Poli et al. (2002) e Grevot et al. (2005) confirmaram VIF e VLFe,
Savani et al. (2004) encontraram PIF e Hervas et al. (2001) detectaram VIF em gatos com
leishmaniose. De quatro gatos infectados com o protozoario, Pennisi et al. (2004) observaram
infeccdo por VIF e VLFe em um deles, e por VIF em trés.

Simdes-Mattos et al. (2005) inocularam 13 gatos com L. braziliensis e 16 semanas apos,
todos apresentaram titulos de anticorpos anti-Leishmania e nove estavam infectados por VLFe.

Pennisi et al. (1998) ao analisarem 93 soros, observaram a associacdo entre a presenca de
anticorpos anti-Leishmania (55 positivos) e VIF (57 animais com o virus). Pennisi et al. (2000)
ao avaliarem 89 amostras, observaram que dos 54 sororreagentes para anticorpos anti-
Leishmania, 33 também eram VIF positivos. Contudo, os resultados de estudos soroldgicos
recentes sugerem ndo haver correlacdo entre infeccdo por VIF e/ou VLFe e presenca de
anticorpos anti- Lieshmania em gatos. De 203 gatos avaliados por Vita et al. (2005), foram
detectados anticorpos anti- Leishmania em 33, destes, apenas cinco estavam infectados por VIF.
Martin-Sanchez et al. (2007) e Solano-Gallego et al. (2007) ao testarem 183 e 445 felinos,
respectivamente, também ndo observaram correlagdo entre a presenca de anticorpos anti-

Leishmania e infeccdo por VIF e VLFe.
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1.5 ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

De acordo com a literatura, nota-se que as formas tegumentar e visceral da doenga
acometem a espécie felina. Os sinais clinicos gerais parecem estar mais associados a forma
disseminada da leishmaniose (Quadro 5), dentre as quais podemos citar: febre, letargia, anorexia,
vOmitos, diarréia, perda de peso, emaciacdo, desidratacdo, politria e polidipsia, mucosas palidas,
linfadenomegalia localizada ou generalizada, hepato e esplenomegalia, desordens respiratorias e
lesBes de pele (OZON et al., 1998; HERVAS et al., 1999; POLI et al., 2002; PENNISI et al.,
2004; SAVANI et al., 2004; LEIVA et al., 2005). Ainda podem ocorrer problemas reprodutivos
(HERVAS et al., 1999; VITA et al., 2005). Felinos inoculados com L. braziliensis também
apresentaram linfoadenomegalia associadas as lesdes de pele (SIMOES-MATTOS et al., 2005).

As alteracGes cutaneas, presentes em todos os casos, manifestam-se como eritema,
pruriginoso ou ndo, alopecias, descamacfes, papulas, nddulos, ulceracbes ou ulceracdes
crostosas. A cabeca ¢ a regido do corpo mais afetada e as lesdes podem ser observadas na face,
nariz, mucosa nasal, labios, palpebras, orelhas. Outras partes do corpo como tronco, abdémen e
regides interdigitais dos membros podem ser afetadas (CRAIG et al., 1986; COSTA-DURAO et
al., 1994; PASSOS et al., 1996; OZON et al., 1998; HERVAS et al., 1999; POLI et al., 2002;
SAVANI et al., 2004; SCHUBACH et al., 2004; SOUZA et al., 2005).

Gatos inoculados com promastigotas de L. chagasi via intradérmica apresentaram nddulos
palpaveis nos locais da aplicacdo que persistiram até quatro dias (KIRKPATRICK et al., 1984).
Simds-Mattos et al. (2005), apds inocularem gatos com L. braziliensis, via intradérmica, na
orelha e nariz, observaram lesdes nodulares que ulceraram e cicatrizaram posteriormente.

Foram citados no trato digestivo: estomatite ulcerativa, gastrite linfoplasmocitéria,
enterite linfocitaria e hiperplasia linfoide de linfonodo mesentérico associadas a ma absorcao e
hepatite granulomatosa, devido a infiltrados de macréfagos contendo amastigotas (HERVAS et
al., 1999; BRITTI et al., 2005; LEIVA et al., 2005).

Alteracdes renais como glomerulonefrite, nefrite intersticial e insuficiéncia renal crénica
(HERVAS et al., 1999; PENNISI, 2002) também foram observadas.
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PAIS AUTOR SINAIS CLINICOS ESPECIE
ARGELIA Sergent et al., 1912 N3o especificado Ndo identificada
Bosselut, 1948 Perda de peso, linfadenomegalia, dermatite N&o identificada
ulcerativa na orelha
ARGENTINA  Brumpt,1949 Dermatite ulcerativa em canto medial de olho N&o identificada
BRASIL Mello, 1940 Dermatite ulcerativa em nariz e orelha N&o identificada
Passos et al., 1996 Lesdo vegetativa na regido interdigital do membro L. (Viannia)
Savani et al., 2004 Lesdo cutdnea nodular no nariz, perda de peso, L.(L.)infantum
emaciacdo, desidratacdo e linfadenomegalia chagasi
Schubach et al., 2004 Gatol:Ulcera cutanea no nariz; Gato2: papula no L.(V.) braziliensis
nariz e lesdo vegetativa na mucosa nasal
Souza et al., 2005 Nodulos cutaneos no nariz, orelha e digitos L. amazonensis
Figueiredo et al., 2008 Ulceras e edema em nariz, apatia, caquexia L.(V.) braziliensis
EGITO Morsy & EI-Seoud, 1994  Les@es cutdneas N&o identificada
ESPANHA Hervas et al., 1999 Gatol:vOmitos e ictericia; Gato2: abortos, N&o identificada
alopecia descamativa no abddémen, alopecia
descamativa eritematosa nas bordas das orelhas,
linfadenomegalia de popliteos
Hervas et al., 2001 Dor e opacidade corneal, mucosas palidas, estoma Nao identificada
tite, dermatite ulcerativa facial, linfadenomegalia
Leiva et al., 2005 Ulcera de cornea bilateral, panuveite exsudativa, N&o identificada
glaucoma, estomatite linfoplasmocitéria,
EUA Barnes et al., 1993 Alopecias circulares com tumor auricular L. mexicana
FRANCA Dunan et al., 1989 Dermatite pruriginosa generalizada, depressdo Na&o identificada
anorexia, vomitos
Laurelle-Magalon & Dermatite com crostas, prurido, alopécia, eritema,  N&o identificada
Toga, 1996 ulceras auriculares, oculopalpebral, nédulos nasal
Ozon et al., 1998 Dermatite seborréica, alopecias, Ulceras crostosas L. infantum
generalizadas, mau cheiro, emaciacdo
Pratlong et al., 2004 N&o especificado L. infantum
Grevot et al., 2005 Dermatite ulcerativa na regido temporal esquerda L. infantum
IRAQUE Machattie et al., 1931 Gatol:dermatite ulcerativa nasal e palpebral L. tropica
papulas na orelha esquerda; Gato 2: lesdo nasal
ITALIA Gramiccia et al., 2002 Sinusite por criptococose, dermatite seborréica N&o identificada
Poli et al., 2002 Perda de peso, anorexia, estomatite ulcerativa, L. infantum
dermatite ulcerativa palpebral, linfadenomegalia
generalizada, esplenomegalia
Pennisi et al., 2004 Anorexia, perda de peso, mucosas palidas, L. infantum
Gramiccia et al., 2005 desidratacdo, linfadenomegalia, Ulceras e cistos
cutaneos, alopecia, dispnéia, hepatomegalia,
uveite e coriorretinite inativa
Britti et al., 2005 Anorexia, emagrecimento, febre intermitente, L. infantum
vOmitos, letargia, desidratagdo, massa abdominal
Maroli et al., 2007 Periodontite, linfadenomegalia mandibular L. infantum
PORTUGAL Costa-Durdo et al., 1994  Alopecia no dorso, nédulo cutneo olho esquerdo  Nao identificada
SUICA Schawalder, 1977 Dermatite crostosa difusa, rarefacdo pilosa N&o identificada
Rufenacht et al., 2005 Gatol: nodulo ulcerado na regido tarsal esquerda  N&o identificada
Gato2: lesdes de pele
VENEZUELA  Bonfante-Garrido et al., LesBes nodulares em nariz e orelhas L. venezuelensis
1996
VIETNA Bergeon, 1927 Dermatite ulcerativa no térax N&o identificada

QUADRO 5. Sinais clinicos e espécies de Leishmania isoladas nos casos de leishmaniose felina.
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Foram descritas manifestacbes oculares como ceratite, uveite e iridociclite na
leishmaniose felina, sendo observadas formas amastigotas do parasita no sitio da lesdo, e assim
como nos cées, as lesdes parecem ser causadas por resposta imune direta aos parasitas (HERVAS
et al.,, 2001). Leiva et al. (2005) também observaram Ulcera de cdrnea perfurada, panuveite
exsudativa e glaucoma, e na histopatologia havia a presenga de amastigotas no trato uveal,
corneal, esclera e retina.

Os achados hematoldgicos da leishmaniose felina incluem: anemia arregenerativa ou néo,
leucopenia ou leucocitose com neutrofilia, eosinofilia, monocitose, linfécitos reacionais;
trombocitopenia ou presenca de macroplaquetas (COSTA-DURAO et al., 1994; OZON et al.,
1998; HERVAS et al., 1999; PENNISI et al., 2004; SCHUBACH et al., 2004; BRITTI et al.,
2005; LEIVA et al., 2005; SOUZA et al., 2005).

Na avaliacdo da bioquimica serica, alteracbes como hiperproteinemia com aumento de
globulinas, principalmente beta e gamaglobulinas, e diminuigdo de albumina, foram observadas
(OZON et al., 1998; HERVAS et al., 1999; POLI et al., 2002; BRITTI et al., 2005; LEIVA et al.,
2005), sugerindo que estas alteracdes sdo similares aquelas observadas nos caes (VITA et al.,
2006). Também foram descritos aumentos de uréia, bilirrubina total, alanina aminotransferase
(ALT), e aspartato aminotransferase (AST) (COSTA-DURAO et al., 1994; LEIVA et al., 2005).

Em testes imunohistoquimicos realizados em lesbes granulomatosas (tecido ocular e de
pele) decorrentes de leishmaniose cutanea, observou-se grande nimero de linfécitos CD3+,
macrofagos e células gigantes multinucleadas contendo numerosas amastigotas, e abundante
infiltrado de plasmdcitos Ig G+. A maioria dos macréfagos, células gigantes e varios linfécitos
apresentavam moléculas apresentadoras de antigenos (MHC) classe 1. Esses testes sugerem uma

boa resposta imune local, responsavel pelo controle da infeccdo (RODRIGUES et al., 2002).
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1.6 DIAGNOSTICO

Devido aos sinais clinicos da LF serem inespecificos e semelhantes aos outras doengas,
torna-se necessario o uso de técnicas laboratoriais para o diagnostico definitivo. Existem trés
métodos de diagnostico: parasitoldgico, soroldgico e molecular.

Vérios sdo os métodos parasitoldgicos utilizados para o diagndstico da leishmaniose
felina, tais como: puncgéo aspirativa para citologia ou biopsia para histopatologia com o objetivo
de observar as formas amastigotas nos tecidos e cultura a partir de amostras de tecido para
observacdo de formas promastigotas. Em praticamente todos os casos clinicos de LF citados na
literatura, a citologia foi utilizada como um dos métodos de diagndstico. Citologia aspirativa de
lesBes cuténeas, medula 0ssea e linfonodos sdo as mais frequentes. A cultura do parasita a partir
de amostras de tecido também tem sido muito usada (CRAIG et al., 1986; BONFANTE-
GARRIDO et al., 1991; COSTA-DURAO et al., 1994; OZON et al., 1998; PENNISI, 2002;
SCHUBACH et al., 2004; SOUZA et al., 2005) (Quadro 6).

Os métodos sorologicos tém sido bastante utilizados em estudos soroepidemiolégicos,
principalmente, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio de Imunoadsorcao
enzimatico (ELISA). Os inquéritos revelam uma baixa soroprevaléncia com reduzida titulacéo de
anticorpos em animais sem sinais clinicos e isso pode estar associado a uma resisténcia natural a
infeccdo, ainda mais quando a doenca € confirmada por outras técnicas (PENNISI, 2002;
SIMOES-MATTOS et al., 2004b; VITA et al, 2005, MARTIN-SANCHEZ et al., 2007).
Trabalhos de Kirkpatrick et al. (1984) e Simdes-Mattos et al. (2005) sugerem ndo haver
associacdo entre a deteccdo de anticorpos e presenca de sinais clinicos, pois ao empregarem testes
sorolégicos em gatos inoculados com L. chagasi e L. donovani houve elevacdo nos titulos de
anticorpos, mas ndo o desenvolvimento de sinais clinicos; ja na inoculacdo de L. braziliensis, a
deteccdo de anticorpos ocorreu somente ap0s a remissao das lesdes cutaneas.

A PCR técnica empregada para deteccdo de DNA do parasita em amostras de tecidos
(BANHET e AROCH, 2007), tem sido utilizada, com freqliéncia, na confirmacdo dos casos

clinicos de LF.
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AUTOR

TECNICAS DIAGNOSTICAS

Sergent et al., 1912

Citologia de medula 6ssea (+)

Bergeron, 1927

Citologia de lesdes de pele +

Brumpt, 1949

Citologia de lesdes de pele +

Machatie et al., 1931

Histologia de lesGes de pele+/ cultura +

Mello, 1940

Citologia de lesGes de pele +, puncao hepatica - / Histologia de leses de pele +

Bosselut, 1948

Citologia de lesdes de pele +

Schawalder, 1977

Néo especificado

Craig et al., 1986

Citologia de lesfes +/ cultura +/ inoculagdo em cdes —, e em hamsters +

Dunan et al., 1989

Histologia de lesdes de pele +

Costa-Durdo et al., 1994

Citologia de linfonodo popliteo e lesdes de pele+/ histologia de lesdes de pele +/
imunohistoguimica de nédulo cutaneo+/cultura+

Morsy & EI-Seoud, 1994

Citologia de lesdes de pele +/ HAI 1:256

Bonfante-Garrido et a.l,1996

Citologia de lesdes de pele +/ cultura+/ inoculagcdo em hamsters +

Laurelle-Magalon &
Toga, 1996

RIFI 1:200/ ELISA +/ WB +/ citologia de medula 6ssea +/ cultura +/ PCR +/
imunochistoquimica +

Passos et al., 1996

Citologia de lesdo de pele +/ cultura negativa (-)/ PCR +

Ozon et al., 1998

Citologia de medula 6ssea +/ Histologia de lesdes de pele +/ cultura +/ AD e WB +

Hervas et al., 1999

Gatol:Histopatologia de figado, baco, estbmago +; Gato2: citologia de linfonodos
popliteos +/ RIFI 1:160

Hervas et al., 2001

Histologia de olho +

Gramiccia et al., 2002

Gato 1: Citologia de lesdo de pele +/ RIFI 1:80/ aspirado de lesdo de pele e
linfonodo inoculados em hamster -/ cultura +/ PCR +; Gato 2: citologia de lesdo de
pele +

Poli et al., 2002

Citologia linfonodos popliteos +/ Histologia e Imunohistoquimica de lesdo de
pele+/ cultura +/ RIFI 1:80/ PCR +

Pennisi et al., 2004

Citologia de lesdes de pele e linfonodos +/ RIFI variando 1:640 a 1: 1280/ PCR +

Pratlong et al., 2004

Parasita isolado de medula 6ssea e/ou sangue (técnica nao citada)

Savani et al., 2004

Citologia de lesdo de pele +, baco e figado - /cultura -/ RIFI 1:80/PCR +

Schubach et al., 2004

Histologia de lesdes de pele +/ cultura +

Britti et al., 2005

Citologia de linfonodos e histologia de 6rgdos - / PCR +

Grevot et al., 2005

Histologia de lesdes de pele +/ cultura +/ RIFI, ELISA e WB +

Leiva et al., 2005

Citologia de medula 6ssea +/ Histologia dos olhos +/Imunohistoquimica de tecido
ocular +/ ELISA +/ PCR +

Rufenacht et al., 2005

Gatol:Citologia de medula 6ssea +/ histologia de lesdes de pele+/ ELISA +/PCR +
Gato2: ELISA +

Souza et al., 2005

Citologia de lesbes de pele +/ cultura +/ inoculagdo em hamsters ?

Maroli et al., 2007

Cultura de aspirado de linfonodo +/ RIFI 1:160/ PCR +/ Xenodiagndstico +

Figueiredo et al., 2008

Citologia do tecido nasal -/ Cultura +/ Histopatologia +/ ELISA +/ RIFI 1:1280

QUADRO 6. Métodos utilizados no diagndéstico dos casos de leishmaniose felina. (+) positivo (-) negativo.

Em inquéritos sorologicos, quando ha deteccdo de anticorpos em felinos, amostras de

tecidos destes animais também tém sido submetidos ao teste para a confirmacdo da infeccéo
(PASSOS et al., 1996; POLI et al., 2002; SAVANI et al., 2004; VITA et al., 2005; MARTIN-

SANCHEZ et al., 2007).
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1.6.1 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Morfologicamente, as espécies de Leishmania sdo indistinguiveis. Varios critérios séo
usados para identificar os as espécies do protozoario, dentre eles: caracteres extrinsecos, que
levam em conta a manifestacdo clinica no hospedeiro; distribuicdo geogréfica do agente;
comportamento em meios de cultura, em animais de laboratdrio e no trato digestivo dos vetores.
Na caracterizacdo intrinseca sdo usados, principalmente, métodos como a identificacdo de
antigenos de membrana externa por anticorpos monoclonais; mobilidade eletroforética de
isoenzimas e analise de RNA e DNA do parasita (DEDET et al., 1999; VALE & FURTADO,
2005).

1.6.2 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Os sinais clinicos gerais e as dermatopatias presentes na LF, geralmente séo inespecificos,
portanto, deve ser realizado o diagnostico diferencial, principalmente, com doencas causadas por
fungos (histoplasmose, criptococose, esporotricose), neoplasias (carcinoma epidermoide de
células escamosas, fibrossarcomas), dermatopatias (granuloma eosinofilico, pododermatite
plasmocitica). O diagnodstico errdneo de doencas micoticas leva a prescricdo de agentes anti-
fungicos que exercem acdo sobre o parasita levando a uma cura clinica temporaria, dificultando
assim, o diagnostico da LF (HERVAS et al., 1999; SCHUBACH et al., 2004; SOUZA et al.,
2005; DANTAS-TORRES et al., 2006).
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1.7 TRATAMENTO, CONTROLE E PREVENCAO

E escassa a literatura a respeito do tratamento da LF e ndo existe um protocolo especifico.

Costa-Duréo et al. (1994) usaram antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) na
dose de 375 mg por aplicagdo, via intramuscular, em dias alternados, durante 55 dias. O animal
tolerou bem o tratamento e a enzima alanina aminotransferase, que estava aumentada, retornou
aos niveis sorologicos normais.

Hervas et al. (1999) trataram um paciente com 5 mg/kg de antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®), via subcuténea, junto com cetoconazol 10 mg/kg, via oral. Esse
protocolo foi usado por trés ciclos, quatro semanas de duragdo por ciclo, com dez dias de
intervalo entre cada ciclo. Houve remissdo das lesfes cutaneas.

Pennisi (2002) usou fluconazol 5 mg/kg uma, vez ao dia por dois meses, seguido de
metronidazol 25 mg/kg associado a espiramicina 150.000 Ul/kg, uma vez ao dia por 35 dias.
Depois usou itraconazol 50 mg/kg uma vez ao dia, todos via oral, ndo obtendo sucesso. O animal
desenvolveu insuficiéncia renal progressiva. Em um segundo caso, o0 tratamento consistiu de
alopurinol (20 mg/kg uma vez ao dia, via oral), eritropoietina (50 mg/kg a cada 48 horas, via
oral), sulfato de ferro (50 mg/kg uma vez ao dia, via oral) e interferon (30 Ul/kg, uma vez ao dia,
via tépica). O animal apresentou melhora no estado geral, apetite, regressao da anemia e também
da leucopenia e trombocitopenia. Houve ganho de peso, crescimento dos pélos, reducdo da
linfoadenomegalia e da hepatomegalia. Contudo, mais tarde, notou-se neutropenia, anemia,
trombocitopenia, aumento de beta e gama globulinas e sorologia positiva.

Leiva et al. (2005) usaram terapia consistindo principalmente de alopurinol obtendo
melhora do quadro clinico. Porém, com a suspensdo do tratamento houve piora do animal.

De modo geral, os tratamentos efetuados parecem ndo ter sucesso na cura definitiva da
doenca, proporcionando apenas uma melhora clinica transitoria.

Como a espeécie felina ndo esta incluida na cadeia de transmissdo das leishmanioses, ndo

existem procedimentos de controle e profilaxia da doenca aplicada a estes animais.
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RESUMO

O numero de casos diagnosticados de leishmaniose felina tem crescido nos ultimos anos nas
areas endémicas, sugerindo que esta espécie ja ndo pode ser considerada um hospedeiro incomum
de Leishmania sp. Este trabalho teve o objetivo de investigar a ocorréncia da infeccdo por
Leishmania sp. em gatos de Campo Grande, cidade endémica para leishmaniose visceral humana
e canina. Cento e dez gatos foram avaliados por meio de exame clinico e pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania. Do total de felinos avaliados, 17 (15,45%) apresentaram alteracdes clinicas
diversas. Foram considerados reagentes na RIFI as amostras com titulo > 1:40. Os animais
soropositivos foram submetidos a pesquisa parasitoldgica por citologia, cultura; e realizou-se a
PCR, a partir de aspirados de medula 6ssea e linfonodos popliteos. Observou-se soropositividade
em oito animais (7,27%). Nesses, ndo foram observadas formas parasitarias no exame citologico
ou em cultura, porém na PCR, trés (40,2%) amostras foram positivas. Estes dados confirmam o
contato destes animais com o parasita. Conclui-se que gatos domésticos devem ser incluidos em
inquéritos realizados em areas endémicas da doenca, ndo devendo ser considerados apenas como

hospedeiros acidentais de Leishmania sp.

Palavras-chave: Leishmaniose felina, gatos, Leishmania sp., sorologia, PCR
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ABSTRACT

The number of confirmed cases of feline leishmaniasis has grown in recent years in the endemic
areas, suggesting that this species must not be considered an uncommon host of the Leishmania
sp. anymore. The aim of this work was to investigate the occurrence of Leishmania infection in
cats from Campo Grande, an endemic city for visceral leishmaniasis. Clinical and sorological
evaluation by IFA was carried through in 110 animals, the later to obtain the anti-Leishmania
antibodies titer. Of the 110 evaluated cats 17 (15.45%) showed diverse clinical alterations.
Animals were considered positive when titers were > 1:40. The seropositive animals had been
submitted to parasitological research by cytology, culture and PCR from bone marrow and
popliteos lymph nodes aspiration biopsy samples. It was observed seropositivity in eight animals
(7.27%). Their cytological examination showed no amastigotes and promastigotes were not
observed in culture. However, three (40.2%) of seven processed samples had been positive in the
PCR. These data confirm the contact of these animals with the parasite. The results indicate that
domestic cats must be included in inquiries for this illness in endemic regions and not only be

considered accidental hosts of Leishmania sp.

Key-words: feline leishmaniasis, cats, Leishmania sp., serology, PCR



41

Introducéo

As leishmanioses sé@o doencas causadas pela infeccdo por Leishmania sp., de grande
importancia na salde publica, e que tem caracteristica antropozonética (DESJEUX, 2002).

O agente € transmitido por flebotomineos e os hospedeiros vertebrados sdo animais
silvestres como roedores, gambas, tamanduds, canideos, primatas e preguigas; animais
domésticos como caninos, equinos e felinos; e humanos. (GONTIJO & CARVALHO, 2003;
GONTIJO & MELO, 2004; MANCIANTI, 2004).

Apesar da infeccdo em felinos ser considerada rara (PENNISI, 2002; MANCIANTI,
2004), o numero de casos clinicos tem aumentado nos ultimos anos. Inquéritos soroldgicos e
parasitologicos tém detectado a infeccdo pelo parasita em um ndmero consideravel de gatos.
Espécies como Leishmania infantum, L. chagasi, L. donovani, L. braziliensis, L. amazonensis, L.
mexicana, L. tropica, e L. venezuelensis, ja foram identificadas em gatos domesticos e selvagens,
com manifestagdes clinicas variadas (MACHATIE et al., 1931; MORSY et al., 1980; BARNES,
et al., 1993; MORSY & ABOU EL SEOUD, 1994; BONFANTE-GARRIDO et al., 1996; OZON
et al., 1998; SAVANI et al., 2004; SOUZA et al., 2005; FIGUEIREDO, 2008; MARTIN-
SANCHEZ et al., 2007).

Por ser considerado um hospedeiro ndo habitual do parasita, poucos estudos tém sido
realizados para demonstrar a relacdo do gato doméstico com a leishmaniose. Entretanto, questdes
como a estreita convivéncia desta espécie com humanos, constantes e continuas transformacdes
no ecossistema, grande capacidade de adaptacdo do vetor ao ambiente e ao hospedeiro
vertebrado, indicam a necessidade de mais estudos nesta espécie, principalmente em areas
endémicas da doenca. O objetivo deste trabalho foi investigar a infeccdo por Leishmania sp. em

gatos domésticos da cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

Material e métodos

Area de estudo
O municipio de Campo Grande, com 8.096 km? esta localizado geograficamente na

porcdo central de Mato Grosso do Sul, ocupando 2,26% da area total do estado. A sede do
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municipio localiza-se nas imedia¢des do divisor de &guas das Bacias do Parana e Paraguai,
definidas pelas coordenadas geograficas 2026°34” latitude Sul e 54 38°57” longitude Oeste, ¢
sua altitude varia entre as costas 500 e 675 metros. Tem como municipios limitrofes: Jaraguari,
Rochedo, Nova Alvorada do Sul, Ribas do Rio Pardo, Sidrolandia, Terenos. Os distritos de
Anhandui e Rochedinho fazem parte do municipio. Campo Grande localiza-se na zona
neotropical pertencente aos dominios da regido fitogeografica do Cerrado, constituindo-se das
seguintes formas de vegetagcdes: Campo Limpo, Campo Sujo, Cerrado, Cerraddo, além da
presenca de Floresta Aluvial (mata ciliar) e areas de Tensdo Ecoldgica representadas pelo contato
Cerrado/Floresta Estacional Semidecidual e éareas de formacBes antrOpicas, utilizadas para
agropecuéria (PLANURB, 2007-2008).

Animais

A populagdo estudada foi constituida de felinos domésticos, ambos os sexos, idade
variada, oriundos de varios bairros de Campo Grande (Figura 1), todos pertencentes a
proprietarios. Procurou-se coletar amostras de animais das quatro regides (norte, sul, leste e
oeste) da area urbana da cidade. Foram selecionados ao acaso, condicionado a acessibilidade e
possibilidade da coleta dos materiais.

Durante visitas domiciliares, os animais foram avaliados, clinicamente quanto ao estado
geral, presenca ou ndo de dermatopatias. Os dados do proprietario mais as informacGes sobre 0s
animais foram registradas em fichas individuais (APENDICE - A).

As coletas dos materiais biologicos foram realizadas de maio a novembro de 2007.

Obtencdo das amostras

Todos os animais foram sedados com quetamina 50% 5 mg/kg (Vetanarcol®-
Koning/Brasil) e xilazina 2% 2mg/kg (Anasedan®-Vetbrands/Brasil) associados, via subcutanea.
Apos a sedacdo, 5 ml de sangue foi coletado da veia jugular com seringa de 5ml e agulha 25X7.
Para o hemograma, 1 ml do sangue foi depositado em frasco de vidro com EDTA. Para obtencao
do soro, o restante foi transferido para um tubo de vidro, aquecido em banho-maria a 37°C por 15

minutos e centrifugado, em seguida, estocado em tubo tipo eppendorff a -20°C.
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FIGURA 1. Mapa da area urbana da sede de Campo Grande. ® . areas de coleta das amostras.

Dos animais soropositivos foram coletados aspirados de medula 6ssea (tuberosidade da
tibia) e linfonodo popliteo, com excecdo de um deles, pois o proprietario ndo autorizou a sedacéo

e coleta. Todos os animais foram anestesiados com a mesma dosagem de anestésicos citados,

porém, por via endovenosa.
Para evitar contaminac6es, as amostras de medula 6ssea para cultura foram coletadas em

sistema fechado, utilizando tubo a vacuo estéril, heparinizado e agulha 30X8. Imediatamente

apos a coleta o material foi semeado em meio de cultura.
Para os exames de cultura, parasitologico direto e PCR procedeu-se aspiracdo de

linfonodo popliteo, com seringa estéril de 5 ml e agulha 25G % ; e nova coleta de medula dssea
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utilizando seringa estéril de 10 ml, com agulha 30X8, para parasitologico direto e PCR.
Imediatamente apds a coleta, as amostras foram processadas. Para a PCR, 0s materiais aspirados
foram estocados em microtubos tipo eppendorff, a -20°C.

Exames laboratoriais
Sorologia

As reacBes de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), cuja reacdo antigeno-anticorpo é
evidenciada pelo conjugado anti-imunoglobulina de gato com o isotiocianato de fluoresceina
(FITC) foram realizadas no Setor de Imunologia do Laboratdrio Central de Saude Publica-
LACEN de Campo Grande/MS, em janeiro de 2008.

Para a execuc¢do do ensaio foram usados os seguintes materiais:

1- Cento e dez amostras de soros.

2- Antigeno de leishmania (Kit IFI-Leishmaniose canina-Biomanguinhos®, FIOCRUZ, Lote:
070LCO007Z, validade mar/08).

3- Controle Positivo: um soro de felino fémea com leishmaniose (Souza et al., 2005) com titulo
1:160 e um soro de felino macho com titulo 1:40, ambos testados pelo Laboratério de Zoonoses e
Doencas Transmitidas por Vetores do Centro de Controle de Zoonoses-CCZ de Sao Paulo.

4- Controle Negativo: dois soros de felinos testados pelo mesmo laboratério.

5- Conjugado anti-lgG de gato, produzido e gentilmente cedido pelo CCZ de Sao Paulo, lote
106/00, na diluicdo 1:300.

A diluicdo inicial das amostras-teste foi de 1:40. Em seguida, procedeu-se a titulacdo dos
soros reagentes (1:80; 1:160 e 1:320)

Foi preenchido um protocolo para determinar o nimero de laminas a serem usadas,
indicando as posices dos soros-controle e das amostras (APENDICE - B). Utilizou-se 11
laminas (Kit IFI-Leishmaniose canina-Biomanguinhos®, FIOCRUZ). Adicionou-se 10ul de
antigeno em cada circulo das laminas, que foram incubadas a temperatura ambiente, de um dia
para outro. Todos os soros foram descongelados a temperatura ambiente, homogeneizados e
diluidos 1:40 com PBS (Phosphate-Buffered Saline), pH 7,3 (Lab. Merck®,-LACEN lote
08/000096), em microplaca estéril (Cral/Brasil). Foram adicionados 10ul de cada soro diluido

nos respectivos circulos das laminas, de acordo com a ficha preenchida. Em seguida, as laminas
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foram incubadas em estufa imida (Estufa Bacteriologica Modelo 002CB, FANEM Ltda) a 37°C
por 30 minutos. Para a lavagem, as laminas foram mergulhadas em cuba de vidro com PBS, por
cinco minutos, retiradas e mergulhadas novamente em outra cuba com PBS por cinco minutos, e
por ultimo, um rdpido mergulho em cuba contendo agua destilada. Depois, procedeu-se a
incubagdo a 37°C por 8 minutos para a secagem das laminas. Em seguida, adicionou-se 15ul de
conjugado, diluido em Azul de Evans (Fluka AG®-Chemische Fabrik, Buchs/Suica) em cada
circulo laminar. A seguir, realizou-se a incubacdo, lavagem e incubagdo para secagem, como
descritos anteriormente.

Apbs 0s processos de lavagem e secagem, as laminas foram montadas com glicerina
tamponada (Lab. Merck®) e a leitura realizada em microscopio de epifluorescéncia marca
Nikon® modelo Labophot-2, com filtro de selecdo de comprimento de onda de 450nm,
utilizando-se ocular de 10X e objetiva de 40X. Foram considerados positivos todos 0s soros que
apresentaram reatividade a partir da diluicdo de 1:40, inclusive.

Avaliacdo hematologica, de proteina sérica e albumina

Realizou-se uma avaliacdo completa (eritrograma, leucograma, e pesquisa de
hematozoarios) de 108 animais (as amostras n° 53 e n° 107 ndo foram examinadas devido a perda
de material sem possibilidade de nova coleta). Foram confeccionados esfregacos de sangue em
laminas, secas ao ar, em seguida, fixadas e coradas com May-Grunwald-Giemsa (MGG), para
observacdo em microscopio optico (objetiva 40X).

Dosou-se proteina sérica e albumina dos animais soropositivos, e a partir desses valores

calculou-se o nivel de globulinas (imunoglobulinas = proteina sérica — albumina).

Exame parasitologico direto
Para a pesquisa de formas amastigotas foram confeccionados esfregacos delgados de
sangue medular e de aspirado de linfonodo, fixados e corados com May-Grunwald-Giemsa

(MGG), para observacdo em microscopio éptico (objetiva 100X).
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Cultura

Para a pesquisa de formas promastigotas, aspirado de linfonodo e 0,5 ml de sangue
medular foram semeados em meio bifasico: fase solida de Novy-MacNeal-Nicolle (NNN), mais
fase liquida de Schneider suplementado com 20% de soro fetal bovino (Sigma®) e antibidtico,

incubados a 24°C, examinados, semanalmente, ao microscopio, durante sete semanas.

Reacgédo em Cadeia da Polimerase

Os aspirados de medula 6ssea e linfonodos foram submetidos & Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (Instituto Oswaldo Cruz/RJ) conforme protocolo descrito por Pirmez et al.
(1999). Realizou-se a amplificacdo da regido conservada do minicirculo de cinetoplasto de
Leishmania para a deteccdo de DNA de tripanosomatideos do género Leishmania sp presentes
nas amostras. O marcador de peso molecular utilizado, com 50 pares de bases, foi Promega®
(Madison, Wiss, USA). O controle positivo usado, com 120 pares de bases, foi DNA de
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903).

Resultados

Avaliacgao clinica, hematologica, bioquimica sérica, soroldgica e PCR

Foram avaliados 110 gatos, destes 56 eram machos e 54 fémeas, com idade variando entre
cinco meses a 13 anos. Dois eram da raca Persa, 15 Siamés, e 93 sem raca definida (SRD). Os
animais eram domiciliados e semi-domiciliados, com habitos de caca.

Dos 110 animais avaliados, nove (8,18%) apresentavam alteracdes clinicas tais como:
febre, emagrecimento, estomatite, enterite, ictericia, subdesenvolvimento corporal; oito (7,27%)
apresentavam dermatopatias caracterizadas por: alopecias, rarefacdo pilosa, laceracdo, dermatite
ulcerada.

Na avaliacdo hematoldgica ndo foram observados hemoparasitos e as seguintes alteracdes
estavam presentes: anemia em 23 animais (21,29%); leucopenia em oito (7,40%); leucocitose em
oito (7,40%); aumento de proteinas plasmaticas totais em 14 (12,96%) e diminuicdo em 15
(13,88%), hiperfibrinogenemia em 10 (9,26%), como observados no APENDICE - C.
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Sinais clinicos, observacGes hematoldgicas, valores de proteina sérica, globulina e
albumina, e resultado da PCR dos animais sororreagentes sdo apresentados na Quadro 1. A

Figura 2 apresenta a fotografia da eletroforese dos produtos da PCR em gel de agarose.

ANIMAL  SINAIS CLINICOS IFI HEMOGRAMA/PROTEINAS PCR
SERICAS®
GLOBULINAS’ /ALBUMINA®
N° 12 Alopecia generalizada, 1:80 Hiperglobulinemia(6,5)" MO -/LO -
inicio gestacional Hipoalbuminemia (0,5)°
N° 17 Linfadenomegalia, 1:40  Anemia(4,5x10%)/leucopenia(1,1x10%) MO -/LO -
emagrecimento PPT1(8,2)/hiperproteinemia(7,9)*

Hiperglobulinemia(7,2)"
Hipoalbuminemia(0,7)°

N° 20 Sem alteracBes clinicas  1:40  Anemia(4,8x10°)/leucopenia(4,5x10°) MO -/LO -
Hiperglobulinemia(7,0)"
Hipoalbuminemia(0,8)°

N° 25 Sem alteracdes clinicas  1:40 PPT 1 (9,4)/ Hiperproteinemia (8,4)* Sem amostra
Hiperglobulinemia (7,6)"
Hipoalbuminemia(0,8)°

N° 85 Sem alteragBes clinicas  1:40 Leucopenia (7,7x10%) MO -/LO +
Hiperglobulinemia(6,8)°
Hipoalbuminemia(0,8)°

N° 89 Sem alteragBes clinicas  1:40 Anemia (5,1x10°) MO +/ LO -
Hiperglobulinemia(6,5)"
Hipoalbuminemia(0,5)°

N° 90 Sem alteracBes clinicas  1:40 Leucopenia (5x10°) MO -/LO -
Hiperglobulinemia(6,1)°
Hipoalbuminemia(0,7)°

N°106 Epifora bilateral 1:40 Hiperglobulinemia(6,6)" MO -/LO +
constante Hipoalbuminemia(0,6)°

QUADRO 1. Sinais clinicos, observagdes hematoldgicas, dosagem de proteina sérica, globulinas e albumina
e resultados de PCR de gatos sororeagentes. PPT: Proteinas Plasmaticas Totais. IFI: Imunofluorescéncia
Indireta. MO: medula 6ssea; LO: linfonodo; - : negativo; +: positivo. Valores normais de hemécias: 5,0-10
x10%/mm?; leucécitos: 5,5-19,5x10°/mm?; PPT(6,0-8,0 g/dl) (Clinkebeard & Meinkoth, 2000); a)5,4-7,8 g/dl;
b)2,6-5,1 g/dl e ¢)2,1-3,3 g/dl (Kaneko et al., 1997).
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CP 12 3 4 56 6 7CN

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1% de produto da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a partir de
amostras de gatos soropositivos. (PM): Marcador de peso molecular 50 pares de bases (Promega®,). (CP): Controle
Positivo, 120 pares de bases (L. braziliensis). (1) animal n° 85, amostra de aspirado de linfonodo, (2) animal n® 12,
(3) animal n°® 17, (4) animal n° 89, amostra de aspirado de medula dssea, (5) animal n° 106, amostra de aspirado de
linfonodo, (6) animal n° 20, (7) animal n° 90, (CN) Controle Negativo.

Pesquisa parasitoldgica
Na citologia, ndo foi observada presenca de formas amastigotas do parasita assim como,

nas culturas ndo foram observadas formas promastigotas.

Discussao

Todos os animais avaliados tinham habitos de caca. Este comportamento pode favorecer a
picada pelo vetor, visto que pra cacar percorriam grandes distancias fora de casa, principalmente
a noite, periodo de maior atividade do agente. Na periferia da cidade, gatos cacavam
principalmente, em grande areas de mata, locais onde 0 mosquito pode ser encontrado.

Neste estudo, de 110 soros de gatos submetidos a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta-
RIFI, para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania detectou-se oito animais (7,27%) reagentes,
dos quais, um com titulo 1:80 e sete com 1:40. Nas pesquisas soroldgicas descritas na literatura,

nota-se uma grande variacdo no numero de sororeagentes, que vai de zero a 68% (SHERLOCK,
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1996; PENNISI et al, 2000) e quando anticorpos sdo detectados, baixas titulagdes como 1:10 e
1:20 séo comuns (OLIVEIRA, 2002; PENNISI et al., 2002; PORTUS et al., 2002), o que pode
estar associada a resisténcia nestes animais. A infeccdo pelos virus da leucemia e da
imunodeficiéncia felina também, parece comprometer a producgdo de anticorpos anti-Leishmania
sp. nesta espécie (MARTIN-SANCHES et al., 2007), e isso também poderia ser responsavel pela
baixa titulacdo em felinos infectados pelo protozoario.

Como ndo ha titulacdo padrdo minima para esse tipo de anticorpos na espécie felina,
utilizou-se diluicdo inicial de 1:40, baseando-se na sorologia canina. Desta forma, a taxa de
sororreagentes deste estudo, provavelmente, seria maior que 0s 7,27% detectados, se a dilui¢éo
inicial fosse 1:20.

Visto que na RIFI, em cées, podem ocorrer reacBes cruzadas com doenca de Chagas,
erlichioses, riquetsioses e toxoplasmose (GOMES et al., 2006), ndo se pode descartar possiveis
reacOes cruzadas com anticorpos de Toxoplasma sp., Trypanosoma sp. e riquetsioses também
nesta espécie.

Na avaliagdo hematoldgica dos animais sororeagentes detectou-se anemia, leucopenia e
hiperproteinemia associado ao aumento de globulina e diminuicdo de albumina. Na hematologia
de felinos com leishmaniose visceral tem-se observado, principalmente, anemia, leucopenia ou
leucocitose e hiperproteinemia com hiperglobulinemia e hipoalbuminemia (COSTA-DURAO et
al, 1994; OZON et al., 1998; PENNISI et al., 2004; BRITTI et al., 2005; RUFENACHT et al.,
2005; SOUZA et al., 2005).

A citologia e cultura foram negativas. Martin-Sanches et al, 2007 ao avaliarem sete
felinos PCR-positivos para leishmaniose (trés deles com citologia positiva) observaram culturas
negativas em todos. A explicacdo para isto pode ser uma baixa parasitemia ou ainda, que estes
felinos se encontravam em fase de controle da infeccdo, o que reforca a idéia de resisténcia
natural a infeccao nesta espécie.

Por outro lado, a possivel associacdo de leishmaniose felina com doencas
imunossupressoras indica que se felinos portadores do protozoario fossem infectados por virus
como da imunodeficiéncia, leucemia, peritonite infecciosa felina, ou mesmo submetidos a

estresse, tais fatores favoreceriam a multiplicacdo do parasita e manifestacdo da doenca,
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transformando estes animais em potencias reservatorios (HERVAS et al., 2001; POLI et al.,
2002; SAVANI et al., 2004; GREVOT et al., 2005).

As analises de PCR em amostras de medula 6ssea e linfonodos dos sororreagentes (com
excecdo do gato n° 25) foram positivas em trés animais clinicamente saudaveis (dois deles
positivos em linfonodos e um em medula Ossea). Em trabalhos realizados com gatos
sororeagentes e soronegativos, observou-se que quando amostras de tecido de animais reagentes
foram submetidas a PCR, o DNA do parasita ndo foi detectado em todos; enquanto que o teste
apontou a presenca de material genético do parasita em alguns dos animais soronegativos
(PENNISI et al., 2000; MARTIN-SANCHES et al., 2007). A auséncia de DNA do parasita em
animais soropositivos pode estar associado a reacdo cruzada na sorologia, persisténcia de titulos
de anticorpos apos a eliminacdo do parasita, baixa parasitemia e/ou infeccdo controlada. Estas
duas ultimas situacdes podem, também, justificar a auséncia de sinais clinicos nos animais PCR

positivos.

Conclusoes

Os resultados sorologicos e a identificacdo molecular confirmam o contato de gatos
domésticos com a Leishmania sp., em Campo Grande. Por ser Campo Grande uma cidade
endémica de leishmaniose visceral canina e humana, esta espécie ndo pode ser excluida como
potencial reservatdrio da doenga, visto que, assim como o cdo, ela tem uma estreita convivéncia
com o homem.

Inquéritos soroldgicos realizados pelas autoridades sanitarias devem incluir felinos
domésticos, devendo-se realizar a confirmacdo associada a outros métodos laboratoriais de
diagndstico nos animais soropositivos.

Médicos veterinarios atuantes na area de clinica também devem estar atentos e incluir a

leishmaniose no diagndstico diferencial rotineiro de doencas sistémicas e dermatopatias felinas.
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FICHA DECADASTRO

Data

Proprietario

Endereco

Telefone

Nome do Animal/N° Idade

Raca Cor

( )Macho ( )Fémea

Exame clinico/Observacdes

Material coletado

( ) sangue para hemograma

( ) sangue para obtencdo de soro
( ) aspirado de medula 6ssea

( ) aspirado de linfonodo

( ) Outros




APENDICE — B. Protocolo de Reag&o de Imunofluorescéncia Indireta.

GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL
FUNDACAO SERVICOS DE SAUDE

LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA - LACEN
Av. Sen. Filinto Muller,1.666- VI Ipiranga—~CEP 79074-460 Campo Grande-MS - Fone/Fax (067) 3345-1300

REEH

PAGINA
11
Data: [ !
Diagnéstico: Antigeno: Lote: Validade: ___ [/
Conjugado: Diluigao: Lote: Validade: A B
Tamp&o: Lote: Validade: ___ [/ [/
Corante: Lote: Validade: _ [/}
Controle Positivo — Lote: Titulo: Validade: [
LAMINA NUMERO:
1 2 3 a4 5 6 1 7
o 0
7 8 9 10 11 12 2 10
N I [ 5 T
6 12
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1 2 3 4 5 6 2 8
(N I I I Y 3 o
7 8 9 10 11 12 ; 1?
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] I | | 3 0
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o o .
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LAMINA NOMERO: ] 7
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e .
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] [ o o 2 gl

“écnico Responsavel:

bs:

Obs: Os campos n&do devem ficar em branco.

Carimbo e Assinatura

L ABORMTGRID CENTRAL DE SAUDE POBLICA
Av. Sen. Filinto Muller, 1586 - V1. Ipiranga
Cep 79.074-060 - Campo Grande - MS.



APENDICE — C. Alteragbes hematoldgicas observadas nos animais avaliados.

60

Animal N°  ALTERACOES HEMATOLOGICAS

03 Anemia (4,4x10°), leucopenia (5,3x10°), presenca de macroplaquetas

05 Anemia (4,4x10%), mondcitos ativados, PPT 1 (9,8 )

07 linfocitos reacionais e neutrofilos com vacuolizacdo toxica, PPT1 (7,9)

08 Anemia (4,8x10°), neutréfilos com vacuolzagdo toxica, PPT | (5,8)

09 Monacitos ativados e neutréfilos com vacuolizagdo toxica, PPT | (5,9)

11 Anemia (4,9x10°), aglomerados leucocitéarios

13 PPT | (5,6)

14 PPT | (5,6)

15 Leucopenia (3x10%), PPT| (5,0)

17 Anemia (4,5x10°), leucopenia (1,1x10%), linfécitos reacionais, vacuolizacao téxica, mondcitos
com tendéncia a macrdéfagos, PPT 1 (8,2)

18 Anemia(2,8x10°),corpusculos de Howell-Jolly, aglomerado de leucdcitos, corpdsculo de Dohle,
Fibrinogénio? (0,4)

20 Anemia (4,8x10°%), leucopenia (4,5x10%), aglomerados leucocitarios

21 Fibrinogénio? (0,5)

23 PPT 1 (8,2)

25 Linfécitos reacionais, mondcitos ativados, PPT 1 (9,4),

27 Anemia (4,8x10°%), Fibrinogénio? (0,4)

28 Leucocitose (20,3x10°)

29 Leucocitose (28x10%), basofilia citoplasmatica em neutréfilos, PPT 1 (8,2),

31 Corusculo de Howell-Jolly, linfécitos reacionais, PPT 1 (8,6)

32 Fibrinogénio? (0,4)

34 Leucocitose (22x10°%), aglomerados leucocitarios

35 Leucocitose (32,8x10°), mondcitos ativados, PPT 1 (9,0), Fibrinogénio? (0,4)

38 Fibrinogénio? (0,4)

39 Basofilia citoplasmética em neutr6filos, mondcitos ativados, PPT 1 (9,0)

46 PPT | (5,0), Fibrinogénio 1 (0,4)

48 Anemia (4,2x10°), linfécitos reacionais

49 Anemia (4,2x10°)

51 Anemia (4x10°)

52 Anemia (4,5x10°), Leucocitose (21,4x10°), linfocitos reacionais

53 PPT 1 (8,1)

56 Fibrinogénio? (0,5)

59 Leucocitose (24,6x10%), linfocitos reacionais, mondcitos ativados.

60 Anemia (4,4x10°%), PPT | (5.9)

62 Anemia (4,3x10°), linfécitos reacionais, mondcitos ativados, plaquetas vacuolizadas,

63 Anemia (5,4x10°)

65 Anemia (4,9x10°), linfécitos reacionais e monécitos ativados

66 Anemia (4,6x10°)

67 PPT | (5,9)

69 Anemia (3,8x10°), leucopenia (4,8x10°), linfécitos reacionais

70 Anemia (4x10°), PPT | (5,9)

72 Anemia (4,3x10°), linfdcitos reacionais

73 Anemia (4,5x10°, PPT | (5,6)

74 Leucocitose (21,4x10°)mondcitos ativados, aglomerados leucocitarios

75 Anemia (4,6x10°)

76 PPT | (5.8)

81 PPT | (5,4)

82 PPT | (5.6)




84 Leucopenia (2,9x10%), vacuolizagio toxica e basofilia citoplasmatica em neutrdfilos, PPT | (5,6)

90 Leucopenia (5x10%)

91 Leucocitose (27x10%), PPT 1 (8,2)

92 PPT | (4,8)

97 Anemia (4,9x10°)

99 Leucopenia (4,1x10%), PPT 1 (9,8), Fibrinogéniot (0,4), basofilia citoplasmatica em neutrofilos
101 PPT 1 (9,0), Fibrinogénio? (0,4), linfocitos reacionais

110 Leucocitose (21,8x10%), PPT 1 (8,2)

Valores normais de eritrocitemia: (5,0-10 x10°/mm?) e leucocitemia global: 5,5-19,5x10%/mm?; PPT=proteina
plasmatica total: 6,0-8,0 g/dl; Fibrinogénio: 0,05-0,3 g/dl (Clinkebeard & Meinkoth, 2000); 1= aumentado; |=
diminuido.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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