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RESUMO

Relatos de leishmaniose visceral felina (LVF) estdo em ascensédo, especialmente em
paises endémicos para leishmaniose visceral (LV). Apesar do cédo ser o reservatorio
urbano mais importante, h4 questionamentos sobre a importancia do gato como
reservatério adicional. Sabe-se que felinos sdo suscetiveis a enfermidade, no
entanto, sdo frequentemente assintomaticos e realizam pouca soroconversao,
gerando grandes desafios para o diagnostico. A interacdo hospedeiro e parasita
possui eventos complexos com diversos mecanismos que modulam a resisténcia ou
suscetibilidade a infeccdo. Adicionalmente, as proteinas salivares do flebotomineo,
inoculadas durante o0 repasto sanguineo, também possuem propriedades
imunomoduladoras, que podem ser Uteis para observacdo da exposi¢cdo ao vetor.
Esse é o primeiro trabalho que avalia a exposicdo de uma populagdo de gatos ao
Lutzomyia longipalpis, vetor da doencga predominante nas Américas. Em uma regido
endémica para LV, 283 felinos assintoméaticos foram testados por métodos paralelos
(ELISA e qPCR), a fim de estimar a prevaléncia de positivos para LVF. A exposi¢cao
ao flebotomineo foi avaliada pela presenca de anticorpos anti-antigeno bruto salivar
(SGS) do L. longipalpis e do antigeno recombinante maxadilan (MAX), encontrado
também na saliva do flebotomineo. Observamos exposicdo ao L. longipalpis em
22,62% (64/283) dos gatos, no entanto, sem correlacao entre a exposicao ao vetor e
a positividade para LVF. O MAX e o SGS apresentaram correlagéo fraca entre si,
dessa forma, acreditamos que o MAX nédo tenha o mesmo desempenho que o SGS
para estudos dessa natureza. Observamos prevaléncia de positivos para LVF de
13,07% e encontramos uma alta taxa de coinfeccdo pelo virus da leucemia viral
felina (FeLV). Esse é o primeiro delineamento da exposicdo dos gatos ao L.
longipalpis. Mesmo que a presengca de anticorpos anti-saliva ndo tenha uma
associagdo com a ocorréncia de LVF, os felinos sdo naturalmente expostos ao vetor.

Positividade para LVF foi observada em gatos assintomaticos, tanto no ELISA como



no gPCR. Destacamos a necessidade de monitoramento de gatos de regides

endémicas, bem como emprego de praticas de prevencéao.

Palavras-chave: Gatos. Leishmaniose Visceral. Sorologia. g°PCR. Flebotomineos.
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domestic cats from endemic area. 2023. 82 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
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ABSTRACT

Reports of feline visceral leishmaniasis (FVL) are on the rise, especially in countries
endemic for visceral leishmaniasis (VL). Although the dog is the most important
urban reservoir, there are questions about the importance of the cat as an additional
reservoir. It is known that cats are susceptible to the disease, however, are often
asymptomatic and perform little seroconversion, creating major challenges for
diagnosis. The interaction between host and parasite has complex events with
several mechanisms that modulate resistance or susceptibility to infection.
Additionally, the salivary proteins of the sand fly, inoculated during blood repass, also
have immunomodulatory properties, which may be useful for observing exposure to
the vector. This is the first study to evaluate the exposure of a cat population to
Lutzomyia longipalpis, a vector of the disease that is prevalent in the Americas. In a
VL endemic region, 283 asymptomatic cats were tested by parallel methods (ELISA
and gPCR) to estimate the prevalence of VLFV positives. Exposure to the sand fly
was assessed by the presence of antibodies to L. longipalpis salivary crude antigen
(SGS) and the recombinant antigen maxadilan (MAX), also found in sand fly saliva.
We observed exposure to L. longipalpis in 22.62% (64/283) of the cats, but no
correlation between exposure to the vector and LVF positivity. The MAX and SGS
showed weak correlation with each other, thus we believe that the MAX does not
perform as well as the SGS for studies of this nature. We observed a prevalence of
LVF positives of 13.07% and found a high rate of feline viral leukemia virus (FeLV)
coinfection. This is the first delineation of the exposure of cats to L. longipalpis. Even
though the presence of anti-saliva antibodies does not have an association with the
occurrence of LVF, cats are naturally exposed to the vector. Positivity for LVF was
observed in asymptomatic cats in both ELISA and qPCR. We highlight the need for

monitoring cats in endemic regions, as well as employing prevention practices.

Keywords: Cats. Visceral leishmaniasis. Serology. gPCR. Phlebotominae.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leishmaniose visceral (LV) € uma importante zoonose com distribuicdo
mundial, potencialmente fatal, e faz parte da lista de doencas tropicais
negligenciadas (COTTON, 2017). O protozoario Leishmania infantum (sinénimo
Leishmania chagasi) € o principal agente etiolégico da doenga nas Américas
(AKHOUNDI et al., 2016).

A transmisséo do parasita se da por meio de um vetor flebotomineo, que no
pais é representado majoritariamente pelo Lutzomyia longipalpis. Apesar dos cées
serem o principal hospedeiro urbano da doenca € crescente a expansao da infeccéo
em gatos, que € frequentemente descrita especialmente em paises endémicos
(PENNISI; PERSICHETTI, 2018).

O fato de o felino doméstico apresentar-se assintomatico em grande parte dos
casos, somada a reduzida soroconversdao que 0s animais infectados realizam,
corrobora para que exista um subdiagnostico. Dessa forma, seu potencial como
hospedeiro e sua importancia epidemiolégica ainda é questionavel (PENNISI et al.,
2015; VIDES et al., 2011).

O desenvolvimento da doenca, em todas as espécies de hospedeiros,
depende de uma complexa interacdo entre mecanismos imunolégicos com o
parasita. Todavia o maior enfoque de estudos concentra-se na relacao hospedeiro e
Leishmania, subestimando o vetor flebotomineo como varidvel que pode ser
determinante para o desenvolvimento ou ndo da doenga (CECILIO; CORDEIRO-DA-
SILVA; OLIVEIRA, 2022).

Os componentes imunogénicos presentes na saliva dos flebotomineos séo
capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro, e a
quantificacdo desses anticorpos € uma ferramenta auxiliar no monitoramento de
areas de risco (LESTINOVA et al.,, 2017). A IgG especifica para a saliva de
flebotomineos verifica a exposicdo de uma populacdo a esse vetor, através de
sorologia, utilizando-se um sonicado de glandula salivar (SGS). Todavia, proteinas
recombinantes também séo utilizadas em substituicdo ao SGS, como € o caso do
Maxadilan (MAX), substancia presente na saliva do L. longipalpis e reproduzida em

laboratoério.
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Em regido endémica de Portugal, verificou-se a exposicdo de gatos ao
Phlebotomus perniciosus e os resultados obtidos mostram-se muito similares ao
observado para a espécie canina, destacando que o0s gatos sdo também alvo
frequente do flebotomineo. Verificou-se também maior risco de infecgdo por
Leishmania nos animais com anticorpos anti-saliva (PEREIRA et al., 2019).

Tendo em vista que o Brasil € o pais que mais apresenta trabalhos sobre
leishmaniose visceral felina (LVF) e a escassez de estudos que verifiquem a
interacdo da espécie com o vetor, consideramos pertinente entender melhor a
exposicao dos gatos ao flebotomineo. Até o presente momento, ndo € do nosso
conhecimento a existéncia de um estudo avaliando a exposi¢cao da espécie felina ao
Lutzomyia longipalpis e sua relacdo com a positividade para LVF. Além disso,
nenhum estudo com o peptideo MAX como marcador de exposicdo em gatos foi

executado.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose de distribuicdo
mundial, potencialmente fatal, e faz parte da lista de doencas tropicais
negligenciadas (COTTON, 2017). O protozoario Leishmania infantum (sinénimo
Leishmania chagasi) pertence a Ordem Kinetoplastda e a Familia
Trypanosomatidae é o agente etioldgico responsavel pela doenca nas Américas e €
transmitido aos humanos e outros vertebrados através da picada de flebotomineos
(AKHOUNDI et al., 2016).

A doenca € de distribuicio mundial (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019) e considerada endémica principalmente em algumas
regides da Europa, Africa, Asia, América Central e América do Sul (BANETH et al.,
2008). Nas américas, esta presente em 19 paises, sendo o Brasil o pais mais
afetado com 96% de todos os relatérios (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2019).

A transmissao do parasita se da por meio do vetor flebotomineo, que no Brasil

€ representado majoritariamente pelo Lutzomyia longipalpis, também conhecido
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popularmente de mosquito-palha ou birigui. A fémea do vetor necessita de matéria
organica para maturacdo dos seus ovos, 0s quais, quando depositados em substrato
organico e com calor e umidade adequados, se desenvolvem até a fase adulta
(BRASIL, 2003).

Os flebotomineos realizam a inoculagédo da forma infectante do protozoario, a
promastigota metaciclica, durante seu repasto sanguineo. Proteinas liberadas
durante a hematofagia incitam a ativacdo de células do sistema fagocitico
mononuclear, especialmente os macréfagos do hospedeiro vertebrado. Esses por
sua vez, fagocitam as formas promastigotas, e dentro dos vacuolos parasitoféros, o
protozoario perde seu flagelo passando para a forma imdvel, a amastigota. Ocorrem
entdo sucessivas divisfes binérias e as células densamente parasitadas se rompem
liberando as amastigotas, que serdo fagocitadas por novos macrofagos. Dessa
forma se da a disseminacdo hematogénica e linfatica do protozoario. A infec¢do do
vetor ocorre durante o repasto sanguineo da fémea, quando a mesma ingere
macrofagos parasitados, dando continuidade ao ciclo (MAROLI et al., 2013).

Os cdaes apresentam papel de destaque como principal reservatério urbano e
periurbano. O potencial zoonético dessa espécie na epidemiologia da LV é
sustentado com base na alta prevaléncia da enfermidade em caninos, muitas vezes
assintomaticos, e também, pelos habitos alimentares do flebotomineo, que
frequentemente se alimentam desses animais (DANTAS-TORRES, 2007). De fato,
existe correlagdo positiva entre altos indices de cées positivos e 0 aumento do risco
da infeccdo em humanos, o que define essa espécie como sentinela da doenca
(WERNECK et al., 2007).

1.2.2 Leishmaniose visceral felina

Apesar dos gatos ja terem sido considerados hospedeiros acidentais e
relativamente resistentes a enfermidade, a doenca é considerada emergente na
espécie e frequentemente relatada em paises endémicos da Europa, Oriente Médio
(ATTIPA et al., 2017; CAN et al., 2016; CHATZIS et al., 2014), e América do Sul,
entre eles o Brasil (BRESCIANI et al., 2010; VICENTE SOBRINHO et al., 2012). As
descricbes da LVF sdo esporadicas em localidades ndo endémicas (PENNISI;

PERSICHETTI, 2018). A constante descricdo em locais onde existe alta prevaléncia
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da LV canina e humana reflete a capacidade de expansdo da doenca na espécie
felina (COSTA, 2008).

Até o momento, seis espécies do género Leishmania j& foram descritas em
gatos (PEREIRA; MAIA, 2021). Felinos provavelmente séao infectados pela mesma
espécie que infecta a populacdo humana e canina. A infeccdo causada por L.
infantum é relatada principalmente em machos adultos, com idade média de 7 anos,
pelo curto e que vivem ou estdo em viajem para regides endémicas. As
manifesta¢des clinicas sédo de curso crdnico e com sinais clinicos muitas vezes
inespecificos, que podem ser confundidos com outras enfermidades. Cerca de um
terco dos animais apresentam coinfeccdo por outras enfermidades como
retroviroses (FIV/IFELV), coronavirus felino (FCoV), Bartonella henselae,
Toxoplasma gondii (PEREIRA; MAIA, 2021).

Estudos sobre a doenca ja destacaram que a ocorréncia de individuos
assintomaticos é mais frequente que a manifestacdo de sinais clinicos (VIDES et al.,
2011). Nos gatos sintomaticos, os sinais observados em cerca de 75% dos casos
séo lesdes cutaneas (PEREIRA; MAIA, 2021) e linfoadenomegalia (PENNISI et al.,
2015). As lesbes de pele podem ser a Unica alteracdo que o animal apresentara, ou
podem estar acompanhadas por sinais sistémicos inespecificos. (PENNISI et al.,
2015). Cerca de 20% a 30% dos animais apresentam outras manifestacdes como
lesbes oftalmicas, lesdbes em cavidade oral, perda de peso, anorexia, letargia e
desidratacdo (PENNISI et al.,, 2015; PEREIRA; MAIA 2021). Os achados
laboratoriais mais frequentes sdo anemia, geralmente normocitica normocrémica, e
hiperproteinemia (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020).

Os gatos tem grande popularidade no ambiente doméstico por todo 0 mundo,
colocando em questao seu potencial como espécie reservatorio para LV (PENNISI et
al., 2015; VIDES et al., 2011). Apesar de estudos com xenodiagnostico
comprovarem a sua infectividade aos fleb6tomos, alguns autores os consideram
apenas hospedeiros acidentais ou alternativos (MAIA; CAMPINO, 2011), enquanto
outros trabalhos os colocam na posicado de reservatorio adicional (MAROLI et al.,
2007).

A prevaléncia da doenca para espécie apresenta grande variabilidade de
acordo com o método diagndstico empregado, regido avaliada e presenca ou nédo de
sinais clinicos. Estima-se, com base em trabalhos anteriores, que esteja proximo a
10% para localidades endémicas (ASFARAN; FAKHAR; TESHNIZI, 2019).
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Entretanto os dados obtidos apresentam grande flutuacfes, mesmo em pesquisas
realizadas na mesma localidade. Por exemplo, na regido de Aracatuba, Estado Séo
Paulo, foi encontrada prevaléncia de 49% em gatos com lesdes de pele (VIDES et
al., 2011), no entanto, na mesma regiao brasileira, outros trabalhos identificaram
prevaléncia de 6,5%, 4% e 5,76% (COELHO et al.,, 2011; COSTA et al.,, 2010;
ROSSI et al., 2011). Tal fato pode estar ligado com a sele¢cdo amostral utilizada nos
estudos, ja que o diagndstico em animais assintomaticos ainda € um desafio (VIDES
et al., 2011).

1.2.3 Diagndéstico leishmaniose visceral felina

O teste ouro para diagnoéstico de LVF é o exame parasitologico direto, em
amostras de tecidos obtidas por puncéo bidpsia aspirativa (PBA), identificando
formas amastigotas principalmente em linfonodos, medula 6ssea e bago. Entretanto,
a técnica depende diretamente da carga parasitaria do animal infectado, o que pode
gerar resultados falso-negativos (CHATIZ et al., 2014; VILHENA et al., 2013).

O diagnéstico sorolégico é amplamente empregado, sendo 0 ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA) (CAN et al., 2016; COSTA et al., 2010) e a reacao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (CAN et al., 2016; SPADA et al., 2013) mais
comumente utilizados.

Os titulos de anticorpos sao Uteis em identificar uma resposta imune contra
antigenos de L. infantum. A RIFI depende muito da experiéncia do examinador ao
fazer a leitura das laminas (CHATIZ et al., 2014). Além disso deve-se considerar, em
regides endémicas para Trypanosoma spp., a possibilidade de reacdes cruzadas.
Este é o método sorolégico mais utilizado em pesquisas sobre a LVF, de 78 estudos
transversais, publicados de 1982 a 2017, sobre o tema, 38,5% usaram esta técnica.
Gatos negativos no RIFI, mas suspeitos para doenca, devem ser submetidos a
testes como PCR ou Western Blot (CAN et al., 2016).

JA4 o ELISA aparenta ser menos sensivel quando comparado ao RIFI para
avaliar a infeccdo de animais ainda em estagio subclinico (PERSICHETTI et al.,
2017). Entretanto, outros trabalhos contrastam com esse resultado, referindo os
diagnésticos realizados com a técnica do ELISA mais sensiveis (VICENTE
SOBRINHO et al., 2012; VIDES et al., 2011). Como a resposta Th2 dos felinos é

reduzida, a hipergamaglobulinemia é mais discreta, dessa forma o soro utilizado
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para o ELISA deve ter uma diluicdo cerca de dez vezes mais concentrada quando
comparada com a diluicdo canina. Consequentemente, o teste torna-se mais
propenso a reagdes inespecificas, diminuindo sua confiabilidade (LIMA et al., 2005;
SILVEIRA NETO et al., 2011). Todavia, tanto o ELISA quanto a RIFI apresentaram
indices de especificidade de 97% e 98%, respectivamente, sendo igualmente Gteis
nesse aspecto para o diagnéstico da doenca (PERSICHETTI et al., 2017).

O diagndstico através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) possui a
vantagem de conseguir identificar uma baixa carga parasitdria em amostras de
sangue total (CAN et al., 2016; COELHO et al., 2011) e por isso é recomendado em
gatos. Todavia, a selecédo de 6rgéos linfoides ou lesGes de pele pode ser preferivel
em relagdo as amostras sanguineas (PERSICHETTI et al., 2017). Outras
ferramentas que sdo vdlidas para o diagnéstico sdo a reacdo imuno-histoquimica
das les@es de pele e o Wester Blot (VIDES et al., 2011; PERSICHETTI et al., 2017).

1.2.4 Proteinas salivares e estudos de exposicéao

O sucesso na infeccao pelo protozoério esta diretamente ligado a capacidade
do parasita de manipular o sistema imune do hospedeiro a seu favor. Essa
manipulacdo ndo depende apenas de moléculas produzidas pelo parasita, mas
também por constituintes presentes na saliva do vetor. A quimiotaxia para
macréfagos, por exemplo, é incitada pelos componentes salivares dos fleb6tomos, o
que acelera a fagocitose e, portanto, facilita o parasitismo das células (LESTINOVA
et al., 2017).

Alguns autores elucidam que a imunidade anti-saliva de flebotomineos pode
desempenhar uma tendéncia maior ao desenvolvimento de uma resposta imune do
tipo Thl contra a Leishmania (GOMES; OLIVEIRA, 2012). Todavia, ja foi
anteriormente observado que antigenos salivares podem também promover
regulacdo de vias de resposta Th2, principalmente através da IL-6, IL-10, TGF-f.
Também ha modulacdo negativa da resposta Thl, envolvendo a IL-12p70, TNF e
oxido nitrico, favorecendo a infeccéo pelo protozoario (BRODIE et al., 2007).

Durante o repasto sanguineo, os componentes imunogénicos presentes na
saliva sdo capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro,

gue desenvolvera anticorpos anti-saliva (TEIXEIRA et al., 2017). A quantificacdo da



23

IgG especifica anti-saliva de flebotomineos, tem se mostrado um bom marcador para
verificar a exposi¢do de uma populacéao.

O sonicado de glandula salivar (SGS) é utilizado como antigeno para
avaliacdo da exposicdo aos fleb6étomos. O antigeno bruto representa, de forma
fidedigna, os componentes salivares da espécie avaliada. Entretanto, espécies que
possuem muita proximidade filogenética podem apresentar antigenos salivares
compartilhados, fazendo com que o macerado da glandula salivar ndo seja
totalmente espécie-especifico (LESTINOVA et al., 2017).

Embora o perfil salivar de algumas espécies seja semelhante, a resposta
antigénica que provocam parecem ser distintas. Ratos expostos individualmente ao
P. papatasi, P. sergenti, e ao Lutzomia longipalpis produziram anticorpos espécie-
especificos para cada vetor (LESTINOVA et al., 2017).

Um fator que limita a utilizacdo da saliva total como antigeno € a dificuldade
na obtencdo do mesmo, que exige a manutencdo de uma populacdo de
flebotomineos, um profissional habilitado para a dissecacdo das glandulas, bem
como o tempo demandado para a obtencdo desse material (PRATES et al., 2008).
Proteinas recombinantes podem contornar a limitacdo na obtencdo do macerado de
glandula salivar (LESTINOVA et al., 2017).

O Maxadilan (MAX) é um peptideo de 7kda, presente na glandula salivar do
Lutzomyia longipalpis, com potente agcao vasodilatadora e com propriedades
diretamente relacionadas a imunomodulacdo. O MAX foi a primeira proteina a ser
identificada na glandula salivar e posteriormente produzida, artificialmente, em
laboratério. O MAX recombinante € obtido com o0 processo de clonagem e
purificacdo através da Escherichia coli, e apresenta as mesmas propriedades da
substancia originalmente presente na proteina salivar (GILLESPIE; MBOW; TITUS,
2000).

Estudos evidenciam a capacidade do MAX em desviar a resposta Thl para
Th2, favorecendo, dessa forma, a infec¢ao por Leishmania em decorréncia dos seus
mecanismos imunomoduladores (ROGERS; TITUS, 2003). De fato, ja foi verificado
gue os componentes salivares do vetor podem interferir no estabelecimento da
doenca. Morris e colaboradores (2001), avaliaram a capacidade do MAX ou do SGS
de interferir em mecanismos de imunomodulacdo do hospedeiro. Para isso,
inocularam proteinas salivares (MAX ou SGS) conjuntamente com a Leishmania

major em camundongos e notaram que ambos componentes apresentaram efeito da
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exacerbacdo da acdo do protozodario no desenvolvimento de lesGes cutaneas, em
comparacdo aos animais expostos apenas a L. major. No entanto, quando os
animais foram previamente imunizados com o MAX, antes da inoculacdo da L.
major, houve efeito parcialmente protetivo frente ao desenvolvimento das lesdes
cutaneas, que se desenvolveram de forma mais branda.

Mesmo com diversas possibilidades para estudo com o0s componentes
salivares, sua maior aplicabilidade é em estudos voltados também para identificacdo
de suscetibilidade, resisténcia ou exposicao ao vetor (KOSTALOVA et al., 2015,
2016; SIMA et al., 2016).

Em cédes de uma regido endémica da Espanha, a verificacdo de producéo de
anticorpos para o Phlebotomus perniciosus verificou correlagdo positiva com o
periodo de maior disponibilidade desse vetor, de acordo com os padrdes sazonais
do mesmo. Os animais com titulos anti-saliva mais elevados também foram os que
mais se mostraram positivos no ELISA para diagnostico de L. infantum (VELEZ et
al., 2018). Estudos em outras espécies também demonstram a aplicabilidade desse
método (MARTIN-MARTIN; MOLINA; JIMEANEZ, 2015).

O primeiro estudo que verificou a resposta imune na espécie felina frente a
exposicao ao principal vetor relacionado com a transmissdo de LV na regido foi
conduzido em Portugal. Dos 350 gatos incluidos no estudo, cerca de 47,7% foram
expostos ao P. perniciosus e houve correlacdo positiva entre a IgG especifica para a
exposicdo ao vetor e o maior risco de infeccdo por Leishmania nesses animais
(PEREIRA et al., 2019).

Uma vez que quanto mais exposto ao vetor, maior a chance de contato com
Leishmania, a exposi¢éo ao vetor pode refletir em maior risco de infeccdo. Seu uso é
capaz de auxiliar no monitoramento de areas de risco e no planejamento de
estratégias de controle de vetores (LESTINOVA et al., 2017).

Dessa forma, nosso objetivo foi delinear pela primeira vez o perfil de
exposi¢cdo ao vetor da LV do Brasil na espécie felina, bem como sua associacéo
com a positividade para anticorpos anti-Leishmania ou Leishmania spp., por dois
métodos distintos (ELISA e gPCR), tendo em vista ampliar os conhecimentos sobre

a relevancia dos gatos no ciclo urbano da doenca.
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