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RESUMO

Introducio: A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma doenga que acomete humanos e caes,
tendo como agente etiologico o protozoario Leishmania infantum. O principal reservatorio
urbano ¢ o cdo. Estudos recentes apontam o gato doméstico como possivel reservatorio urbano
no ciclo desse parasito. Objetivo: Aplicar uma estratégia metodolédgica baseada em PCR em
tempo real (QPCR) para detec¢do do parasito em amostras de sangue periférico de felinos.
Meétodos: Pacientes felinos (n =12), atendidos no Centro de Medicina Veterinaria da
UNIFAMETRO, foram submetidos a exame clinico e coleta de sangue, para teste rapido de
FIV/FeLV e para extragdo de DNA total. O diagnostico molecular foi feito através de
amplificacdo de kDNA de L. infantum, bem como de mtDNA felino (controle endégeno).
Informacdes acerca do conhecimento prévio do tutor sobre LV foram coletadas. Resultados:
A maioria dos pacientes (91,7%) apresentou quadro clinico geral bom e nove (75,0%)
apresentaram problemas dermatologicos. Todos os tutores ja tinham conhecimento prévio da
patologia e adotavam medidas preventivas baseadas em agdes no ambiente. Todos 0S pacientes
apresentaram resultado negativo para L. infantum e apenas um foi positivo para FIV. Todas as
amostras apresentaram amplificagdo de mtDNA. Conclusio: De forma pioneira, iniciou-se a
investigacdo da presenca de L. infantum em felinos no municipio de Fortaleza, através de
diagnostico molecular. Todos os pacientes, atendidos no bairro da Jacarecanga, apresentaram
resultado negativo para a presenga do parasito. Uma maior quantidade de animais ainda ¢
necessaria nessa triagem, visando esclarecer o real papel epidemioldgico do gato no ciclo da
LV em Fortaleza.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga que acomete humanos e cdes e tem como
agente etiologico o protozoario Leishmania infantum. A doenga afeta 6rgdos como bago, figado
e medula 6ssea, sendo fatal em casos graves e ndo-tratados. No Brasil, mais de 3.000 novos
casos sdo notificados todo ano e na regido Nordeste estd alocada de 70 a 90% da populagao

parasitada, especialmente na Bahia, Ceard, Piaui e Maranhdao (CHAGAS et al., 2021).

O parasito ¢ transmitido pela picada do mosquito-palha (Lutzomyia longipalpis) e, no
ambiente urbano, o cao ¢ considerado o principal reservatorio. Estudos recentes relatam a forte
possibilidade do gato doméstico (Felis catus) no ciclo urbano da reproducao da doenga, uma
vez que individuos dessa espécie podem albergar o parasito, com pouca ou nenhuma
manifestagdo clinica (BENASSI et al., 2017). A detecgdo de L. infantum em felinos domésticos,
sintomaticos ou ndo, podera contribuir para estudos epidemiologicos da LV. Adicionalmente, a
utilizacdo de amostragem minimamente invasiva, como sangue periférico, viabilizaria
levantamentos epidemiologicos mais eficientes, especialmente em felinos ndo-domiciliados

(BENASSI et al., 2017).

A dificuldade de apuracdo de dados epidemioldgicos referentes a felinos deve-se a
alguns fatores (PENNISI e PERSICHETTI, 2018). Primeiramente, & auséncia ou baixa
intensidade de sinais clinicos, que, em geral, ocorrem apenas na forma de lesdes cutaneas ou
oculares. Assim, raramente ocorre indicagdo clinica para detecgdo do parasito L. infantum em
gatos (BENASSI et al., 2015). Adicionalmente, diferente do que ocorre entre caes e humanos,
o método de diagnostico desse parasito em felinos também ndo ¢ plenamente estabelecido.
Finalmente, os resultados em testes de sorologia sdo pouco reprodutiveis pois a soro-conversao

¢ variavel em gatos (PENNISI e PERSICHETTI, 2018).

Dessa maneira, estudos baseados em qPCR estdo sendo cada vez mais utilizados para a
detec¢do de L. infantum em felinos domésticos, assim como em cdes ¢ humanos. Nesse

contexto, o objetivo do presente estudo foi aplicar uma estratégia metodoldgica baseada em

qPCR para deteccdo do parasito em amostras de sangue periférico de pacientes felinos
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atendidos no Centro de Medicina Veterinaria da UNIFAMETRO.

METODOLOGIA

1. Material bioldgico e ética animal

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica de Uso de Animais da Universidade
Estadual do Ceara (CEUA-UECE) em abril de 2020. Amostras de sangue periférico de
pacientes felino (n=12) atendidos no Centro de Medicina Veterinaria da UNIFAMETRO, no

més de junho de 2021 foram utilizadas na investigacao.

2. Avaliagao clinica dos pacientes e conhecimentos prévios do tutor

Os pacientes foram submetidos a exame clinico completo, incluindo inspe¢do geral
dermatoldgica, oftalmologica e da cavidade bucal. Dados clinicos do paciente relevantes para
a pesquisa e informacdes acerca do conhecimento prévio do tutor sobre LV foram coletados em
formularios especificos. Todos os pacientes foram submetidos a coleta de sangue periférico
através de venopuncao cefilica. As amostras foram armazenadas em freezer a -20° C até

processamento na Unidade de Pesquisa em Genética Molecular (UPGeM) da UNIFAMETRO.
3. Teste Rapido de Fiv e FeLV

Para diagndstico do Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e Virus da Leucemia Felina
(FeLV), foi utilizado o teste rapido ECO Vet Felino (Eco Diagnoéstico Veterinario, Conrinto,
Brasil). O procedimento foi realizado com amostras de sangue total de 5 animais, seguindo as
orientagdes do fabricante, utilizando 10uL de sangue. Em seguida, com uma pipeta plastica
descartavel na posicao vertical foi dispensada uma gota no pogo do teste imunocromatografico.
Depois da completa absor¢ao da amostra, foram adicionadas 2 gotas (80uL) da solugdo tampao
no dispositivo teste. Apos 10 minutos, foi constatado que apenas um animal testou positivo para
FIV.

4. Extracao e quantificacio de DNA

As extragoes de DNA foram realizadas utilizando o Purelink Genomic DNA Mini kit
(Invitrogen, USA). O sangue felino (200ul), foi acrescido de 20uL de Proteinase K e 20uL de
RNase A (ambos a 20 mg/mL) e incubado por 2min em temperatura ambiente. Apds adicao de
200uL de Purelink Genomic Lysis Buffer, incubac¢do por 10 min a 55°C e adigdo de 200uL de

etanol a 100%, o volume total foi transferido para a resina e centrifugado a 10.000xg por Imin.

O sobrenadante foi descartado e a resina foi lavada com 500uL de solugdo tampao de lavagem-
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1 e com 500uL de solug@o tampao de lavagem-2. Cada amostra de DNA foi eluida com 50pL
de &gua livre de nucleases. Uma segunda eluicdo foi realizada para calculo de rendimento de
DNA total. O DNA foi quantificado por espectrofotometria com Picodrop (Picodrop, UK).

5. Reacdes de PCR em tempo real (RT-PCR)

Cada reacdo de amplificacdo por RT-PCR consistiu em um volume total de 25pL,
contendo 12,5uL Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, USA), 2,5uL primers
(concentracao final variando de 0,6 a 1,0uM), 1pL de amostra de DNA e 9uL agua ultrapura.
As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador QuantStudio 3 Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific, USA) e a ciclagem térmica consistiu em incubag&o inicial a 95° C
por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de amplificacdo a 95° C por 15 segundos e 60° C por 60
segundos. A curva de melting dos amplicons obtidos foi tracada através de procedimento padréao
do equipamento, com temperatura variando de 60° C a 95° C.

6. Diagndstico molecular de L. infantum

As deteccdes de L. infantum no sangue periférico dos pacientes felinos foram realizadas
reacdes de gPCR para amplificacdo do DNA de kinetoplasto (kKDNA) do parasito, utilizandos
os primers UpkDNA-SE e upkDNA-AS (OLIVEIRA et al. 2019). Os controles das reacdes
foram feitos através da amplificacdo de gene end6geno, mtDNA felino, utilizando os primers
CAmtl- SE e CAmtl- AS (OLIVEIRA et al., 2020). Os parametros de Eficiéncia, Linearidade
(R?) e especificidade das amplificages dos primers para KDNA e mtDNA foram previamente
descritas por OLIVEIRA et al., 2019 e OLIVEIRA et al., 2020 respectivamente.

7. Analise de dados

As reacBes de gPCR foram avaliadas através de analise das curvas de amplificacdo dos
genes e de melting dos amplicons obtidos. VValores de threshold cicle (Ct) foram determinados
automaticamente no QuantStudio Desing&Analysis Software v.1.4.2 (Thermo Fisher

Scientific, USA). Os valdes de rendimento de DNA foram expressos em média +e.p.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos recentes apontam que L. infantum. também pode ser detectada em felinos
domésticos em areas endémicas para a LV canina e humana (CHAGAS et al., 2021). Esses
estudos indicam ainda que o vetor passa a albergar o parasito apds o repasto sanguineo em

animais parasitados. Assim, uma vez que gatos ndo-domiciliados estdo em constante exposi¢ao

ao vetor, sem nenhuma medida profilatica, o papel do gato no ciclo urbano da LV vem sendo
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revisado (SPADA et al., 2016).

Na presente investigacdo, todos os pacientes apresentaram resultado negativo para
presenca de L. infantum no sangue periférico (Figura 1). Adicionalmente, todas as amostras
apresentaram rendimento apropriado de DNA (Tabela 1) e amplificacdo de mtDNA
(Ct=15,00+0,85), indicando qualidade apropriada do DNA obtido, bem como realizacdo correta

dos procedimentos técnicos.
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Figura 1: Diagnostico molecular de L. infantum em pacientes felinos. A) Paciente felino
negativo. B) Paciente canino positivo. Curva de melting dos amplicons obtidos por gPCR para
amplificacdo de kKDNA (verde) e mtDNA felino (azul) ou canino (rosa).

Tabela 1: Rendimento de DNA total de sangue periférico de pacientes felinos.

Nopaciente 35 38 41 45 46 47 49 51 52 53 54 56 Meédiate.p.
DNA(ug) 2,98 4,30 528 3,98 2,78 2,38 1,95 0,78 0,98 1,83 0,98 3,40 2,63x0,41
R260/280 290 189 168 184 182 1,77 1,47 143 171 1,77 167 1,74 1,81+0,11

Esse mesmo paciente também apresentou resultado negativo para a presenca de L.
infantum no sangue periférico. A triagem de um maior nimero de animais acometidos por FIV
e/ou FeLV podera, futuramente, corroborar a afirma¢do de PENNISI e PERSICHETTI, 2018.

Outro aspecto relevante para a epidemiologia da LV ¢ que felinos domésticos sdao
assintomaticos, podendo apresentar somente lesdes de pele ou oculares de forma extremamente
variavel. Tal fato dificulta sobremaneira a obtencdo de dados epidemiologicos, uma vez que
raramente havera indicacgao clinica para detec¢ao de L. infantum em gatos (BENASSI et al.,
2017). No presente estudo, apenas um paciente felino (8,3%) apresentou quadro de apatia por
ocasido do exame clinico. Os demais animais (91,7%) apresentaram quadro geral bom. Quatro

pacientes (33,3%) apresentaram gengivite e nove (75,0%), algum problema dermatolédgico

Jﬂ Unifametro
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(alopecia, dermatite, prurido, lesbes ulcerativas etc.). (Tabela 2)

Tabela 2: Dados gerais de pacientes felinos e seus resultados para teste imunocromatografico
de FIV e FeLV e qPCR para deteccdo de L. infantum.

N° Sexo Idade Estado Clinico Geral FIV e FeLV qPCR LV
35 M 10 anos Bom FIV (+) Negativo
38 F 15 anos Apética Negativo Negativo
41 F 8 anos Bom Negativo Negativo
45 F 4 anos Bom Negativo Negativo
46 F 6 anos Bom Nao testado Negativo
47 F 4 anos Bom Negativo Negativo
49 F 8 anos Bom Nao testado Negativo
51 F 2 anos Bom Nao testado Negativo
52 M 1 ano Bom Nao testado Negativo
53 M 2 anos Bom Nao testado Negativo
54 F 9 anos Bom Nao testado Negativo
56 M 1 ano Bom Nao testado Negativo

(+) = reagente.

Finalmente, diferente do que ocorre com cdes e humanos, a estratégia de deteccao de L.
infantum em felinos também ndo ¢ plenamente estabelecida. Assim, resultados negativos em
testes de sorologia ndo descartam a presenga do parasito, uma vez que a soroconversdo ¢
variavel em gatos (PENNISI e PERSICHETTI, 2018). Diante do exposto, o diagnostico
molecular de L. infantum em felinos ¢ uma estratégia promissora e importante para o
monitoramento epidemiologico da LV, especialmente em regides endémicas. Esse processo
deve ser realizado em conjunto com entidades que trabalham em favor da saude publica, como
as unidades de vigilancia de zoonoses dos municipios.

Através do inquérito realizado com entrevistas dos tutores, no presente estudo,
constatou-se que 100% ja tinham conhecimento prévio acerca da LV. Desses, dois (18,2%) ja
tiveram cédes acometidos pela patologia em suas residéncias. Os tutores informaram ainda que
ndo realizaram tratamento medicamentoso dos animais, tendo sido realizada a eutanasia dos
animais acometidos, através do programa de controle de zoonoses do municipio de Fortaleza.
O inquérito mostrou também que os tutores adotam medidas preventivas de combate ao calazar,
através de ac¢Ges no proprio ambiente (Figura 2), como restri¢cdo de horario de passeio com 0s

animais e controle de matéria organica nos arredores da residéncia.
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Figura 2: Inquérito sobre medidas preventivas no combate a leishmaniose visceral (LV)
realizadas pelos tutores, (A) com foco no animal, (B) com foco no ambiente e (C) com foco
em agoes do tutor.

Diante do exposto, estratégias baseadas em PCR em tempo real (QPCR) vém sendo
a alternativa mais promissora para a detec¢ao de L. infantum em felinos domésticos (BENASSI,
2015). Estudos adicionais na regido de Fortaleza, Ceard, sdo necessdrios com maior quantitativo
de animais, bem como, com outras amostras bioldgicas (como, swab ocular, swab bucal e

pelos), que possam incrementar a sensibilidade do diagnoéstico molecular por qPCR.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo iniciou, de forma pioneira, a investigacdo da presenca do parasito L.
infantum em felinos domésticos no municipio de Fortaleza, através de diagndstico molecular
por gPCR. Um total de 12 pacientes felinos, atendidos no bairro da Jacarecanga, no Centro de
Medicina Veterinaria da UNIFAMETRO, apresentaram resultado negativo para a presenca do

parasito. Uma maior quantidade de animais ainda € necessaria nessa triagem, a fim de esclarecer

o real papel epidemioldgico do gato doméstico no ciclo da LV nesse municipio.
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