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INFECGAO POR LEISHMANIA CHAGASI EM GATOS COM
DERMATOPATIAS PROVENIENTES DE AREA ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL

RESUMO - A leishmaniose felina foi descrita pela primeira vez por Sergent e
colaboradores em 1912 e, desde entdo, varios relatos de casos clinicos
encontram-se dispostos na bibliografia mundial. O objetivo do presente estudo
foi pesquisar a infeccdo por Leishmania chagasi em 55 gatos com
dermatopatias provenientes do municipio de Aragatuba, Sdo Paulo, Brasil, area
endémica para leishmaniose visceral. A avaliagao desses animais foi realizada
por meio de exame parasitologico direto de orgaos linféides; exame
histopatolégico e reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de formas
amastigotas do parasito em pele higida e lesionada; ensaio imunoenzimatico
(ELISA) indireto e a reacdo de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania chagasi; além da pesquisa de coinfec¢des por virus
da imunodeficiéncia felina e virus da leucemia felina e ainda, nas lesbes
cutaneas, a pesquisa de acaros, fungos e bactérias coexistentes. Dos 55 gatos
avaliados, foram identificados 27 animais com leishmaniose visceral. Destes,
12 (44,4%) foram positivos nos exames parasitologicos de 6rgaos linféides e
da pele, 11 (40,7%) por sorologia e quatro (14,8%) por ambos os métodos. O
exame histopatolégico evidenciou a presenga de formas amastigotas de
Leishmania chagasi no interior de macrofagos da derme em apenas um dos
gatos e, a reagcao de imunoistoquimica identificou o parasito em nove animais,
incluindo aquele positivo na histopatologia de pele. Do total de animais
positivos para leishmaniose visceral foi possivel identificar a presenca de
anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina em cinco (18,5%). Ainda nesses
animais, observou-se o crescimento de colénias de Trichophytom spp.,
Microsporum spp., Aspergillus spp., Candida spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Pseudomonas spp. Levando-se em consideragdo a

elevada ocorréncia de Leishmania chagasi em gatos com lesdes cutaneas do
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presente estudo deve-se incluir a leishmaniose visceral no diagndstico

diferencial das dermatopatias de felinos provenientes de areas endémicas para

a doenca

Palavras-chave: ELISA, histopatologia, imunoistoquimica, leishmaniose felina
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INFECTION BY LEISHMANIA CHAGASI IN CATS WITH SKIN DISEASES
FROM AN ENDEMIC AREA FOR VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT - Feline leishmaniasis was first described by Sergent et al. in 1912
and since then several reports of clinical cases were reported worldwide . The
aim of this study was to investigate the infection by Leishmania chagasi in 55
cats with skin diseases from the municipality of Aragatuba, Sao Paulo, Brazil,
an endemic area for visceral leishmaniasis. The evaluation of these animals
consisted in direct parasitological examination of Iymphoid organs,
histopathological and immunohistochemical reaction for detection of
amastigotes in healthy and lesioned skin and serology for visceral leishmaniasis
by immunosorbent assay (ELISA) and indirect immunofluorescence. We also
searched for possible co-infections with feline immunodeficiency virus (FIV) and
feline leukemia virus (FeLV), and for the presence of mites, fungi or bacteria in
skin lesions. From the 55 cats studied, we identified 27 animals with visceral
leishmaniasis. Of these, 12 (44.4%) were positive in parasitological evaluation
of lymphoid organs and skin, 11 (40.7%) by serology and four (14.8%) by both
methods. Amastigote forms of Leishmania chagasi were evidenced, by
histopathology, within macrophages in the dermis of only one cat.
Immunohistochemical reaction identified the parasite in nine animals, including
the one positive by histopathological examination. In five cats infected by
Leishmania chagasi we identified the presence of antibodies against feline
immunodeficiency virus (FIV). We also observed Trichophytom spp.,
Microsporum spp., Aspergillus spp., Candida spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. and Pseudomonas spp. in one animal. Based on the
evidence of the high occurrence of Leishmania chagasi infection in cats with
skin lesions of this study, one must include visceral leishmaniasis in the

differential diagnosis of skin diseases in cats from endemic areas.

Keywords: ELISA, histopathology, immunohistochemistry, feline leishmaniasis
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1. INTRODUGCAO

A leishmaniose também conhecida como Calazar, é uma
antropozoonose, causada por um protozoario da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e do género Leishmania, que, de acordo com a espécie,
pode apresentar manifestagdes cutaneas, mucocutaneas, cutaneas difusas e
viscerais. Estes protozoarios foram descritos pela primeira vez por Ross, em
1903, e sdo englobados em dois grandes grupos de leishmanias, o grupo que
causa a leishmaniose tegumentar e os agentes etioldégicos da leishmaniose
visceral. A forma visceral pertence ao Complexo Leishmania donovani que tem
como espécies a Leishmania donovani, encontrada na Asia e Africa, a
Leishmania infantum na Asia, Africa e Europa e a Leishmania chagasi nas
Américas.

As leishmanioses sao consideradas importantes pelo impacto que
produzem na saude publica devido a alta incidéncia de casos humanos e, pela
letalidade que vem aumentando em muitas areas endémicas, constituindo-se
em sério problema sanitario. A leishmaniose visceral € uma doenga endémica
nos cinco continentes, com aproximadamente 12 milhdes de pessoas
infectadas em 88 paises sendo que, a cada ano, entre um milhdo e meio e dois
milhdes de novos casos estdo sendo notificados.

No Brasil, encontra-se disseminada em 23 Estados da Federacao, sendo
a regiao nordeste considerada a principal zona endémica da leishmaniose
visceral nas Américas. Inicialmente sua ocorréncia era limitada a areas rurais e
a pequenas localidades urbanas, porém, atualmente, encontra-se em franca
expansao para grandes centros. No inicio da década de 80 ocorreu um surto
epidémico em Teresina (Pl) e, desde entdo, ja foram identificados casos
humanos autéctones em Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Natal (RN), Aracaju
(SE), Belo Horizonte (MG), Santarém (PA), Corumba (MS), Campo Grande
(MS), Palmas (TO) e Aragatuba (SP).
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O cao é considerado o principal reservatério doméstico da doenca,
devido a alta susceptibilidade da espécie a infeccéo, ao elevado grau de
parasitismo cutdneo desses animais e a sua estreita relagdo com o homem.
Por este motivo, uma das medidas de controle da doenga implementada pelo
Ministério da Saude do Brasil € a eutanasia de caes infectados. Todavia,
existem evidéncias de que outras espécies domésticas possam ser infectadas
e incluidas na cadeia epidemiologica da doenca em areas endémicas. Dentre
elas destacam-se os gatos, cujos habitos crepusculares e noturnos, similares
aos dos flebotomineos, podem predispor esta espécie animal a infecgao por
Leishmania sp.. No tocante ao papel epidemiolégico dos felinos, alguns autores
consideram que estes sdo hospedeiros acidentais, enquanto outros sugerem

que possam atuar como um potencial hospedeiro reservatorio peridomeéstico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose € uma das mais importantes doengas endémicas
mundiais causada por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania. O parasito completa o seu ciclo de vida em dois tipos de
hospedeiros, os vertebrados e os invertebrados. Nos hospedeiros vertebrados,
tais como o homem, os animais domésticos e silvestres, as formas amastigotas
parasitam o interior das células do sistema mononuclear fagocitario,
principalmente macrofagos, onde sofrem divisdo binaria levando a lise celular.
As amastigotas livres sdo novamente fagocitadas, disseminando-se por via
hematdgena e linfatica para varias partes do organismo, ou sao ingeridas pelo
vetor, o hospedeiro invertebrado, durante seu repasto sanguineo. Em seu tubo
digestorio as formas amastigotas transformam-se em promastigotas, as quais
se multiplicam bloqueando o proventriculo do fleb6tomo, fazendo com que,
durante o repasto sanguineo, ocorra o regurgitamento de sangue, o que
favorece a inoculacido das formas infectantes em um novo vertebrado
suscetivel. Finalmente, as formas promastigotas, no hospedeiro vertebrado,
sao fagocitadas e perdem o flagelo, originando as amastigotas (MACHADO et
al.,, 2007). A transmissao do parasito aos vetores ocorre enquanto houver
parasitismo na pele ou no sangue periférico dos reservatorios (CAMARGO et
al., 2007).

Os vetores sao flebotomineos da familia Psychodidae sendo a
Lutzomyia longipalpis a principal espécie encontrada nas Américas,
considerada por muitos anos como a unica transmissora da doenga (REY,
2001). Entretanto, Santos e colaboradores (1998) demonstraram a presenga de
Lutzomyia cruzi como vetor da doenca no Mato Grosso do Sul registrando,
desta forma, a participagao das duas espécies no Brasil.

O cédo possui grande importancia epidemiolégica na doenga por ser
considerado o principal reservatério no ambiente doméstico, com prevaléncia

variando de 63%-80% (Baneth et al., 2008). Em relagdo aos gatos, alguns
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estudos foram desenvolvidos em areas endémicas para leishmaniose visceral,
com o intuito de estimar a prevaléncia de infecgao nesta espécie animal porém,
ainda nao ha uma definicao real desta percentagem.

A primeira referéncia a leishmaniose felina data de 1756 quando Russel,
no relatério de sua viagem a cidade de Aleppo, na india, descreveu que, além
do homem e dos caes, os gatos também eram acometidos pela doencga
(NAUCKE, 2000). Em 1912, Sergent e colaboradores, na Argélia, descreveram
pela primeira vez a infeccdo de um gato de quatro meses de idade por
Leishmania sp. e, desde entdo, outros casos foram relatados no Brasil,
Espanha, Franga, Ira, Italia, Jerusalém, Portugal e Suica. (OZON et al., 1998;
POLI et al., 2002; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al.,
2007; AYLLON et al., 2008; COSTA, 2008; MAIA et al., 2008; NASEREDDIN et
al., 2008; HATAM et al., 2009).

O primeiro caso relatado no Brasil foi descrito por Mello, em 1940, de um
gato com lesdes na orelha e no plano nasal, sem a identificagdo da espécia de
Leishmania envolvida (SIMOES-MATTOS et al., 2004). Em 2004, Savani e
colaboradores relataram o primeiro caso autdctone de leishmaniose visceral
felina documentado nas Ameéricas em um gato proveniente do municipio de
Cotia, Estado de Sao Paulo, Brasil. O animal apresentava quadro
dermatolégico caracterizado por lesdo nodular no plano nasal além de
emagrecimento progressivo e linfoadenomegalia. Outros trés casos também
foram identificados entre os anos de 2003 e 2004' no municipio de Aragatuba -
Sao Paulo, Brasil (MIRACELLY, 2005).

No ano de 2005, Vita e colaboradores realizaram o primeiro estudo com
uma populagéo de 203 gatos residentes em Abruzzo, Italia, encontrando 16,3%
de prevaléncia da infecgédo. Dois anos depois, Solano-Gallego e colaboradores
identificaram em 445 animais provenientes de Barcelona, Tarragona e llha de
Maiorca, Espanha, 6,29% de soropositividade, enquanto Martin-Sanchez e
colaboradores avaliando uma populagdo de 183 gatos do sudeste da Espanha
encontraram uma soroprevaléncia de 60%. Ainda em 2007 um estudo

conduzido em Aracatuba - Sao Paulo, Brasil, por Rossi, identificou 3% de

' BRESCIANI, K.D.S. Professora Assistente Doutora da Disciplina de Parasitologia do Curso de
Medicina Veterinaria da Unesp, campus de Aracatuba. Dados obtidos por comunicagéo oral,
2005.
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animais infectados em uma populagdo de 200 gatos. No ano seguinte, foram
demonstradas prevaléncias de 6,7% e 20% em populagbes de gatos
provenientes de Jerusalém e Espanha, respectivamente (AYLLON et al., 2008;
NASEREDDIN et al., 2008). Por outro lado, dois estudos realizados no mesmo
ano em Aracatuba, Estado de Sao Paulo, identificaram 11,5% e 28,7% de
amostras séricas positivas para leishmaniose de 200 e de 108 gatos,
respectivamente. (COSTA, 2008; NETO et al., 2008). Finalmente, Sarkari e
colaboradores, em 2009, avaliando 40 gatos do Ird identificaram 25% de
animais positivos.

A despeito das discordancias entre pesquisadores no tocante ao papel
do gato como reservatoério da doenca, Maroli e colaboradores (2007) relataram
a infeccdo de Phlebotomus perniciosus por Leishmania infantum, por meio de
xenodiagnostico, em um gato cronicamente infectado, com taxas de repasto
sanguineo e infeccdo semelhantes as observadas em caes. Cabe ressaltar que
tratava-se de um animal de 13 anos de idade que nao apresentava lesbes
cutdneas e que possuia apenas sinais clinicos de periodontite e
linfoadenomegalia submandibular (MAROLI et al., 2007).

O quadro clinico apresentado pelo hospedeiro € dependente da resposta
imune desenvolvida por este. O principal fator que influencia a evolugao desta
enfermidade é a resposta das células T. Em camundongos inoculados com
Leishmania infantum demonstrou-se que macréfagos, células dendriticas e
células de Langerhans atuam como apresentadoras de antigenos e ativam os
linfécitos Th1 e Th2. Com a ativagdo da sub-populagdo Th1 ha a producao de
citocinas pro-inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), a
interleucina 2 (IL-2) e o inferferon gama (IFN-y) que, por sua vez, aumentam a
eficiéncia das células fagocitarias e produzem radicais livres toxicos ao
parasito, o que pode levar a eliminacdo da infeccdo. Em contraste, com a
ativacao da sub-populacdo Th2, ha a producado de citocinas anti-inflamatarias,
como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10). Esta
producao leva a proliferacdo de linfocitos B, subsequente producdo de

anticorpos, principalmente IgG, e o desenvolvimento da doenga. Desta forma, a
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resposta mediada por Th1 esta associada a capacidade do hospedeiro em
controlar a infeccdo e a resposta Th2 esta mais correlacionada com a
progressdo da doenca (BARBIERI, 2006; MICHALICK; GENARO, 2007). O cdo
apresenta uma resposta imune similar a descrita anteriormente, entretanto, ndo
se conhece o tipo de imunidade desenvolvida pelos gatos .

Apesar da existéncia de varios relatos na literatura confirmando a
infeccdo em gatos por leishmanias do Complexo donovani, a maior parte dos
autores realizou estudos de cunho epidemiolégico (MANCIANTI, 2004; VITA et
al., 2005; MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; AYLLON et al., 2008; FIGUEIREDO
et al., 2009) com objetivo de tentar identificar a prevaléncia de animais
infectados em areas endémicas. Desta forma, pouca atencéao foi dispensada na
descricdo de possiveis quadros clinicos desenvolvidos por estes animais. Por
este motivo, ainda ndo se conhece com segurancga, quais as alterag¢des clinicas
mais importantes na leishmaniose visceral felina, exceto o fato de que muitos
autores descrevem a ocorréncia de lesdes cutaneas.

Nas escassas publicacbes sobre os achados de exame fisico de gatos
com leishmaniose visceral, foram descritos quadros clinicos de apenas 51
animais. Lesbes cutaneas foram relatadas em 12 (23,5%) animais, e
linfoadenomegalia local ou generalizada foi descrita em nove (17,6%).
Presenca de secregdo ocular, desidratacdo, emaciagcdo e émese foram
relatadas em oito (15,7%), sete (13,7%), cinco (9,8%) e cinco (9,8%) animais,
respectivamente. Anorexia, hipertermia, hepatoesplenomegalia e alteragbes do
sistema respiratério foram descritos em quatro animais (7,8%). Dois (3,9%)
animais possuiam distensdo abdominal e outros dois (3,9%) periodontite. A
ocorréncia de ceratite ulcerativa, diarréia, hematuria e poliuria com polidipsia
foram relatadas apenas uma vez na literatura (OZON et al., 1998; HERVAS et
al., 1999; POLI et al., 2002; PENNISI et al., 2004; GREVOT et al., 2005; LEIVA
et al, 2005; VITA et al.,, 2005; ROSSI, 2007; AYLLON et al.,, 2008;
NASEREDDIN et al., 2008; HATAM et al., 2009). Cabe ressaltar que muitos
foram os relatos em que o animal infectado estava em boas condigdes gerais,

permanecendo assintomatico durante todo o estudo.
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Ainda nado esta claro se o quadro dermatolégico é causado por uma
acao da leishmania ou decorrente de coinfecgdes, como por exemplo,
piodermites ou dermatofitoses, desencadeadas pela imunossupressao
ocasionada pelo parasito. Outro problema a ser levantado é o fato do uso de
determinados  medicamentos, como  antifungicos, poder melhorar
temporariamente lesdes cutaneas causadas por leishmanias, uma vez que
estes farmacos podem ter agao leishmaniostatica. Deste modo, a suspeita
clinica passa a ser de outras enfermidades, uma vez que o tratamento melhora
os sintomas, o que dificulta o diagnostico de leishmaniose visceral. Por esta
razao, ha que se pensar que o numero de casos de leishmaniose felina pode
estar sendo subestimado (SIMOES-MATTOS et al., 2004; SOUZA et al., 2005).

Em caes, os quadros dermatolégicos podem apresentar padrdes
variados, nem sempre pruriginosos, podendo estar presentes na auséncia de
outras manifestacdes clinicas da enfermidade. As altera¢cdes tegumentares
incluem excessiva descamacao, rarefacao pilosa, alopecia, despigmentacéo,
hiperqueratose, ulceragdes e presenca de papulas e nddulos intradérmicos
(FEITOSA et al.,, 2000). Em felinos, foram relatados quadros ulcerativos,
nodulares, alopécicos e em um caso observou-se a presenca de dermatite
seborreica (OZON et al., 1998; POLI et al., 2002; PENNISI et al., 2004;
GREVOT et al., 2005; NASEREDDIN et al., 2008).

No que diz respeito a distribuicdo topografica de assestamento lesional
nos gatos, Craig et al. (1986) referiram que o pavilhdo auricular € a area mais
predisposta ao surgimento de lesbes, pois € a regido mais exposta ao vetor,
uma vez que os felinos possuem uma pelagem mais rarefeita neste local.
Também sado descritas lesées no plano nasal (PENNISI et al., 2004) e regido
periocular (BONFANTE-GARRIDO et al.,1990).

Dentre os diversos padrdes histopatoldgicos observados na pele de caes
com leishmaniose Vvisceral, frequentemente observa-se uma dermatite
perivascular mononuclear superficial ou profunda, uma hiperqueratose
paraqueratotica ou ortoqueratdtica folicular e epidérmica, uma dermatite

intersticial, adenite sebacea, inflamagao granulomatosa ou piogranulomatosa e
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uma perifoliculite  granulomatosa (SOLANO-GALLEGO et al, 2004;
PAPADOGIANNAKIS et al., 2005). Menos comumente identificam-se quadros de
dermatite periglandular, dermatite liquendide, dermatite nodular, paniculite lobular,
foliculite supurativa, dermatite pustular intraepidérmica e vasculite necrotizante
(SOLANO-GALLEGO et al.,, 2004). O diagnostico diferencial por meio deste
método é dificultado pela inespecificidade de seus achados, entretanto, torna-se
viavel quando formas amastigotas sao identificadas nos tecidos. Para aumentar
a possibilidade do achado do parasito, pode-se fazer uso de técnicas de
imunoistoquimica, que apresentam elevadas sensibilidade e especificidade. Estas
utilizam anticorpos especificos anti-Leishmania sp., permitindo a visualizagao de
formas amastigotas em tecidos, aumentando a possibilidade de diagndstico
(FERRER et al., 1988; BOURDOISEAU et al., 1997).

A primeira descricdo das alteragdes histopatologicas da pele de um gato
naturalmente acometido por Leishmania infantum, foi realizada por Ozon e
colaboradores no ano de 1998 e incluem uma hiperqueratose paraqueratoética
com numerosas colénias de cocos e presenca de Malassezia sp., acompanhada
de hiperplasia epidérmica irregular e severa, associada a uma espongiose
multifocal e, a congestao e infiltrado inflamatdrio perivascular da derme superficial
estendendo-se ao longo dos anexos. O infiltrado inflamatério era composto de
macréfagos, mastocitos, neutrofilos e eosindfilos. No citoplasma de alguns
macréfagos foram encontradas formas amastigotas de Leishmania sp.. Tratava-
se de um gato de seis anos de idade, de vida livre que vivia em uma area
enzodtica para leishmaniose canina no sul da Franca. O animal apresentava
lesbes alopécicas e dermatite seborreica ulcero-crostosa por todo o corpo (OZON
et al., 1998). Anos depois, Poli e colaboradores (2002) descreveram outro padrao
histopatoloégico em um felino evidenciando uma dermatite piogranulomatosa
nodular a difusa com infiltrado inflamatério composto por macréfagos, linfécitos e
células plasmaticas.

O diagnostico de leishmaniose visceral deve ser confirmado através de
exames laboratoriais, uma vez que os sinais clinicos, quando presentes, nao

sdo especificos e podem sugerir outras enfermidades. O exame parasitologico



27

direto fundamenta-se na demonstragcdo de formas amastigotas do parasito em
esfregacos de orgaos linfoides ou até mesmos de lesdes cutaneas. Este
método apresenta uma especificidade de 100% e possui vantagens como
simplicidade e rapidez na sua execugao, no entanto, pode apresentar uma
baixa sensibilidade, sendo diretamente proporcional ao grau de parasitismo do
orgao avaliado (SLAPPENDEL; GREENE, 1990).

O Ministério da Saude do Brasil utiliza exames sorologicos para o
diagndstico da leishmaniose visceral em inquéritos epidemiolégicos caninos. O
ensaio imunoenzimatico (ELISA) apresenta, na espécie canina, uma
sensibilidade variando de 80% a 99,5% e a especificidade que varia de 81% a
100% (ASHFORD et al., 1995; MANCIANTI et al., 1995; ZANETTE, 2006). Na
espécie felina nota-se dificuldades quando da realizagao da sorologia, uma vez
que nao ha ainda uma padronizagéo da técnica a ser empregada nesta espécie
animal, principalmente devido a resposta imune dos gatos, que parece
apresentar uma menor produg¢ao de anticorpos quando comparados aos caes.
Em estudos pretéritos observa-se discordancias entre os autores quanto a
técnica utilizada, com variagdes nas concentragdes de antigenos, nas diluigcbes
das amostras de soros utilizados, na escolha do anticorpo conjugado ou, até
mesmo, nota-se a falta de descrigao detalhada da metodologia (ROSSI, 2007;
SOLANO-GALLEGO et al., 2007; COSTA, 2008; NASEREDDIN et al., 2008;
FIGUEIREDO et al.,, 2009). Em relacdo a sensibilidade da técnica de ELISA
para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp. em gatos observa-se uma
variacao de 12,5% a 25% e, uma especificidade variando de 19,2% a 96,4%
(ROSSI, 2007).

Outro método de diagnostico sorolégico inclui a reacdo de
imunofluorescéncia indireta. Em cées a sensibilidade varia de 90 a 100% e, a
especificidade de 80 a 100% (METTLER et al., 2005; ZANETTE, 2006). Em
relacdo aos gatos, a dificuldade da técnica nado é diferente da encontrada
quando da realizacdo do ELISA. Nos trabalhos publicados observa-se
diferengas quanto a escolha do anticorpo conjugado mas, a grande divergéncia

ocorre no que tange ao ponto de corte da reacéo, ou seja, em qual titulagao



28

pode-se considerar a amostra reagente. Neste contexto, observa-se trabalhos
que consideram os felinos positivos quando apresentam soro reagente na
concentracao de 1:2 e, outros, que apontam como o titulo a ser determinado
para positividade valores iguais ou superiores a 1:40 (VITA et al., 2005;
MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; AYLLON et al., 2008; MAIA et al., 2008). A
sensibilidade nesta espécie animal, de acordo com Rossi (2007) foi de 12,5%
e, a especificidade encontrada foi de 100%. Desta forma, ambos os métodos
devem ser interpretados com cautela uma vez que nao sédo 100% sensiveis e
especificos, podendo apresentar resultados falso-positivos e falso-negativos.

As técnicas moleculares, como a reagdao em cadeia de polimerase
(PCR), ampliam seletivamente sequéncias de DNA da Leishmania sp.,
identificando a espécie envolvida. A deteccao do DNA é possivel em uma
variedade de tecidos, como a medula 6ssea, pele, linfonodos, baco, figado, rins
entre outros. No entanto, ainda ndo € um exame de rotina clinica devido ao
custo, as vezes elevado, e por tratar-se de um método de diagndstico pouco
difundido em medicina veterinaria (MARY et al., 2004).

Em face ao exposto, o presente estudo teve por principal objetivo
pesquisar a ocorréncia de infecgdo por Leishmania chagasi em gatos
domésticos com dermatopatias provenientes do municipio de Aragatuba, area
endémica para leishmaniose visceral, por meio de exames parasitologicos
direto de 6rgaos linféides, exame histopatolégico de lesdes cutédneas, reacao
de imunoistoquimica de pele higida e de areas lesionadas, assim como por
sorologia por ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto e reagdao de
imunofluorescéncia indireta; além de pesquisar a existéncia de coinfec¢des por

acaros, bactérias e fungos nas lesdes de pele dos referidos animais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados 55 gatos (Felis
catus domesticus), independente de sexo e raga, domiciliados no municipio de

Aracgatuba - Sao Paulo, area endémica para leishmaniose visceral.

3.2.Delineamento Experimental

O critério de selecao dos animais foi a presenca de lesdes cutaneas. Em
vista da baixa casuistica de felinos com problemas dermatoldgicos
encaminhados ao Hospital Veterinario do Departamento de Clinica, Cirurgia e
Reproducdo Animal do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade
Estadual Paulista (Unesp), campus de Aracatuba, optou-se por procurar
animais em residéncias e em gatis. Sendo assim, parte das amostras (32
gatos) foi obtida de dois locais com grande numero de animais. Muitos eram
animais abandonados, recolhidos da rua e levados as propriedades para serem
submetidos a tratamento. Apos serem selecionados e, com o consentimento
dos proprietarios, os gatos eram encaminhados ao laboratério do Curso de
Medicina Veterinaria da Unesp de Aracatuba, para serem submetidos a
castragéo (46 animais) e para a colheita das amostras.

Foram colhidas amostras séricas para pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania chagasi, anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e
antigenos do virus da Leucemia Felina (FeLV). No trans-operatorio eram
realizadas as pungdes biopsia aspirativas de bago e figado e, ap6s o término
da cirurgia, as de linfonodo popliteo e de medula 6ssea, todas para a pesquisa
de formas amastigotas de Leishmania chagasi por meio de exame
parasitologico direto.

As areas com lesdes cutdneas e outras areas pré-determinadas (ponta

de orelha, plano nasal, regido supra-orbitaria e mentoniana) foram biopsiadas
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para a realizagado de exame histopatoldgico e reagdo de imunoistoquimica para
pesquisa de Leishmania sp. Foram também obtidas amostras para pesquisa de
acaros e para o cultivo microbioldgico das lesdes.

Para a identificagdo da espécie de Leishmania envolvida amostras de
sangue total em EDTA foram colhidas e encaminhadas para IDEXX
Laboratories em Sacramento — Califérnia para a realizagdo da reacado de

cadeia de polimerase (PCR) em tempo real.

3.3 Colheita de sangue total

Amostras de sangue foram obtidas por puncdo da veia jugular e
mantidas a temperatura ambiente até a retragdo visivel do coagulo para, a
seqguir, serem centrifugadas a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, para obtengao
do soro. Este, por sua vez, foi transferido em aliquotas para ependorfes e

armazenado a -20°C até o momento de seu processamento.

3.4 Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi

3.4.1 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto

Realizou-se a titulacdo em bloco para a padronizag¢ao das diluicbes mais
apropriadas do soro dos gatos e, para a determinagcdo das concentragdes de
proteina A e de antigeno. As concentragdes do antigeno testadas foram
10ug/mL e 20ug/mL e as do anticorpo proteina A foram 1:80.000, 1:100.000,
1:120.000, 1:160.000 e 1:200.000. As diluicbes de 1:100 e 1:200 foram
testadas nos soros dos gatos. A escolha dos melhores valores foi determinada
através de uma curva onde foi possivel observar uma melhor diferenciagao
entre os controles positivos e negativos, e pela presenga de reprodutibilidade.
Dessa forma preconizou-se as concentragdes de antigeno de 20ug/mL, soro de
1:200 e de proteina A peroxidase de 1:80.000.
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Apos a titulagdo em bloco, padronizaram-se as seguintes condi¢des: as
microplacas’ foram cobertas com antigeno total de Leishmania chagasi
(MHOM/BR/72/cepad46), em uma concentracdo de 20ug/mL em tampéo
carbonato 0,05M, pH9.6, e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram
bloqueadas com 150uL de solugao salina tamponada (PBS), acrescida de leite
desnatado a 10%?, e incubadas & 37°C durante duas horas. Adicionaram-se
100uL, por pogo, das amostras de soro dos gatos, dos controles positivos e dos
controles negativos (animais saudaveis de area n&o endémica para
leishmaniose visceral). Estas foram testadas em duplicata, diluidas 1:200 em
solugao salina tamponada contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e, incubadas
por uma hora a 37°C. Colocaram-se 100uL por pog¢o de proteina A marcada
com peroxidase® diluida 1:80.000 em PBS-T. Apds a incubagdo por 45 minutos
a 37°C foram adicionados 100uL de uma solucédo de tetrametilbenzidina®, com
posterior incubagao por 30 minutos ao abrigo da luz, em temperatura ambiente.
A reacéo foi interrompida adicionando-se a cada po¢o 50uL de acido sulfurico
2N (H2S0O.4) e, a densidade o6ptica (D.O.) foi avaliada a 450nm utilizando o leitor
de ELISA®. Entre cada etapa as placas foram lavadas com solucdo PBS-T por
trés vezes. Os resultados foram expressos pela média da densidade o6ptica

obtida dos soros em duplicata.

3.4.2 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Laminas de vidro para realizagdo de RIFI foram sensibilizadas
adicionando-se a cada circulo 20mL da suspensdo de parasitos
(MHOM/BR/72/cepad6), em solugéo salina tamponada (SST), na concentragéo
de 8,1x10° promastigotas/ml. Apds a secagem em estufa, as laminas foram
embaladas em papel extra-fino e papel aluminio e, armazenadas em freezer a -
20°C. No momento do uso as laminas foram descongeladas em estufa durante
dez minutos. Foram, entdo, adicionados 20uL das amostras séricas dos gatos
a serem testados, bem como, em cada lamina, uma amostra de controle

positivo e negativo, todas diluidas nas concentragdes de 1:20 e 1:40 em SST.

' Costar® 3590

? Leite desnatado Molico® - Nestlé

3 Sigma — Aldrich Brasil LTDA céd. P8651

* BD — TMB Substrate Reagent cod. 555214
° Labsystems Multiskan EX
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As laminas foram, em seguida, incubadas em camara umida a 37°C por 30
minutos e lavadas por imersdo em trés banhos de SST de cinco minutos cada.
Apos a secagem, foram acrescidos 20uL do anticorpo anti-lgG de gato
fluoresceinado® diluido a 1:100 em azul de Evans 4mg%. As laminas foram
novamente incubadas e lavadas como descrito anteriormente. Posteriormente
foram montadas com glicerina tamponada com carbonato-bicarbonato (pH 8,0)
e recobertas por laminula, sendo a leitura efetuada em microscépio de
imunofluorescéncia em objetiva 40X. Foram consideradas reagentes as
amostras que apresentaram as promastigotas fluorescentes, inclusive no
flagelo e, ndo reagentes as amostras que nao apresentaram fluorescéncia,
tendo uma cor avermelhada. As amostras positivas na concentragdo 1:40
foram novamente processadas, diluidas em 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 e 1:320,
para a titulacdo de cada amostra sérica. Em cada lamina foram utilizadas
novamente amostras de controles positivos, negativos para a validagdo do

teste.

3.5 Pesquisa de anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e de

antigenos do virus da leucemia felina (FeLV)

As amostras de soro dos gatos foram avaliadas quanto a presenca de
anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e de antigenos do virus da
leucemia felina (FeLV), por meio do Kit comercial SNAP Combo FelLV/FIV
Test’. A metodologia empregada neste teste foi a recomendada pelo

fabricante.

3.6 Pesquisa de formas amastigotas de Leishmania chagasi em exame

citologico de linfonodos, medula 6ssea, bacgo e figado

As pungdes biopsia aspirativas de bacgo, figado e linfonodos foram
realizadas com agulhas 25X7 e as de medula 6ssea com agulha 40X12,

acopladas a uma seringa de 10 ml e 20 ml, respectivamente. Apds a confecgao

® Sigma-Aldrich cod F4262
" IDEXX Laboratories Inc., USA
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dos esfregacos as laminas foram coradas com corante hematoldgico® e
observadas ao microscépio Optico, em objetiva de 100X, para a pesquisa de

formas amastigotas de Leishmania chagasi.
3.7 Exame parasitolégico de raspado cutaneo

Com o auxilio de uma lamina metalica, a superficie da area a ser
examinada foi escarificada, de forma que a lamina estivesse posicionada
perpendicularmente a area de lesdo. O material colhido foi depositado numa
ldmina histologica, sendo distribuido na sua superficie com o auxilio de uma
segunda lamina. O material foi clarificado por 20 minutos com hidréxido de
potassio (KOH) a 10% e visualizado em microscopio optico com objetiva de

10x, para pesquisa direta de acaros.
3.8 Cultivo microbiano das areas com lesdes cutaneas
3.8.1 Cultivo Bacteriano

Colheu-se das areas com lesbes cutaneas amostras de crostas e
secrecdo, quando da presenca destes. As amostras foram semeadas em Agar
Sangue de carneiro a 5% e Agar MacConkey e incubadas a 37°C, em
atmosfera de aerobiose, realizando-se leituras as 24 e 48 horas . Observou-se
as caracteristicas culturais e morfotintoriais, por meio do método de coloragao
de Gram (QUINN et al., 2004). Para a diferenciacdo entre os géneros
Staphylococcus e Streptococcus, além das caracteristicas morfotintoriais e da
presenca de hemdlise, também foi realizada a prova de catalase. Para a

classificagao dos Staphylococcus procedeu-se o teste da coagulase.

® Panético Rapido — Laborclin
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3.8.2 Cultivo Fungico

Visando a pesquisa de fungos filamentosos e de leveduras procedeu-se
ao cultivo das amostras (secregédo e pélos) em Agar Sabouraud dextrose a 4%,
com incubagdo a 25°C e a 37°C, e em Agar Mycosel, com incubagdo a 25°C,
todos por um periodo de sete a 15 dias com observagao diaria dos mesmos.
Para a identificagdo dos géneros dos fungos, foi realizada analise
macroscopica das colénias e também foram confeccionados esfregacos
corados com azul algoddo, para as colbnias com crescimento na forma

filamentosa, e com nanquim para as leveduras.

3.9 Biopsia Cutanea

As biopsias das lesdes cutaneas foram realizadas com auxilio de bisturi,
apos bloqueio infiltrativo da lesdo dermatolégica com lidocaina a 2% sem
vasoconstritor. Os locais biopsiados foram as areas de transicdo das lesbes
cutaneas e areas pré-determinadas que incluiram a regido de extremidade do

pavilhdo auricular, plano nasal, regido supra-orbitaria € mentoniana.

3.9.1 Exame Histopatolégico

As amostras de tecidos foram fixadas em formalina tamponada a 10% e
posteriormente incluidas em parafina para os procedimentos de rotina
histopatoldgica, fazendo-se cortes de cinco a seis micrometros de espessura,
os quais foram corados com hematoxilina e eosina (HE). Por meio do exame
histopatolégico foram observadas as alteragdes microscopicas das areas de
lesbes de pele, e, pesquisou-se a presenca de formas amastigotas de

Leishmania chagasi.
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3.9.2 Pesquisa de formas amastigotas de Leishmania chagasi por

meio da reacao de imunoistoquimica

Todos os fragmentos em que se constatou uma reagao inflamatéria na
pele foram submetidos a reacdo de imunoistoquimica para pesquisa de
Leishmania chagasi. Os cortes foram desparafinizados e hidratados em banhos
de xilol, alcool em concentragdes decrescentes (100°, 92,8° e 70°), agua
corrente por 10 minutos e imersdo em agua destilada. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado através de oito banhos de cinco minutos
cada em peroxido de hidrogénio 2% (10 volumes), seguido de lavagem em
agua corrente e imersdao em agua destilada. A recuperacao antigénica foi feita
com tratamento dos cortes em tampéo citrato pH 6,0, aquecido em banho-
maria de 95° a 99°C, durante 60 minutos, utilizando-se banho-maria. Apos o
resfriamento (55°C) realizou-se o bloqueio de ligagdes inespecificas utilizando-
se leite desnatado 6% em PBS 0,05%, durante uma hora, em estufa a 37°C.
Em seguida, os cortes foram lavados com PBS-T por trés vezes de cinco
minutos cada e, incubados com anticorpo primario anti-Leishmania
amazonensis, produzido em camundongo, pelo Laboratério de Patologia de
Moléstias Infecciosas do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
da USP, durante toda a noite.

No dia seguinte os cortes foram novamente lavados e submetidos a
nova incubac&o, desta vez com anticorpo secundario biotinilado® a 37°C, por 60
minutos. Apos nova lavagem realizou-se incubacdo com streptavidina-
peroxidase® a 37°C por mais 45 minutos. A reagdo final foi revelada com
peréxido de hidrogénio (H,0,) na presenca de 3,3’-diaminobenzidina (DAB)'.
A contra-coloragdo do tecido foi feita com hematoxilina de Harris. Apds a
desidratacao dos cortes, as laminas foram montadas com laminulas, utilizando-
se resina, e foram observadas em microscopia Optica comum (40X) para

identificacdo de formas amastigotas de leishmanias.

?Kit LSAB - Dako North America, Inc.
'% DakoCytomation CA, USA K3468
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3.10 Amplificacao de DNA de Leishmania sp. pela reagcao de cadeia de

polimerase (PCR) em tempo real.

Extracdo de DNA

Amostras de sangue total em EDTA foram estocadas a -20°C antes da

extracido total do acido nucleico e da realizacdo do PCR em tempo real. A
extragcdo foi realizada por meio de protocolo padrdo do sistema Corbett
XTractor-Gene platform’. O controle interno da reacdo foi feito por

amplificagao de fragmento do gene 18S-rRNA.

PCR em tempo real (TagMan)

O PCR foi baseado em oligonucleotideos para PCR em tempo real de
propriedade da IDEXX (IDEXX Laboratories Inc., USA), que sdo derivados do

gene metaloproteinase gp63, com sonda desenhada para o sistema TagMan.

3.11 Analise Estatistica

Para avaliar a concordancia dos métodos de ELISA e RIFI com os
exames parasitolégicos foi calculado o coeficiente Kappa. A interpretacao da
concordancia entre os métodos, a partir dos valores de kappa, foi de acordo
com Pereira (2002).

As analises foram realizadas utilizando-se o programa “GraphPadInStat”

e as diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05.

"' Qiagen, Valencia, CA
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4. RESULTADOS

4.1 Animais

Dos 55 animais avaliados 35 (63,6%) eram machos e 20 (36,4%) eram
fémeas, com idade variando entre trés meses e 13 anos e média de trés anos e
seis meses; seis (10,9%) eram da raga siamés e 49 (89,1%) nao possuiam
raca definida. Nos animais selecionados, as alteragbes dermatoldgicas mais
frequentemente observadas foram areas de alopecia e rarefagdo pilosa com
deposi¢ao de crostas hemorragicas e/ou melicéricas. Em alguns animais foi
possivel observar também colaretes epidérmicos, escoriagdes, ulceragdes,
eritema e, mais raramente, hiperpigmentacdo. Notou-se, ainda, a presenga de
formacgdes sdlidas, representadas por papulas e nddulos, tanto em regido de
cabeca quanto ao longo do dorso.

Na populagdo de gatos ora estudada foram identificados 27 (49,1%)
animais infectados por leishmaniose visceral. Destes, 12 (44,4%) foram
positivos nos exames parasitolégicos, 11 (40,7%) foram sororeagentes e quatro
(14,8%) positivos por ambos os métodos.

Em relacdo as alteragbes dermatologicas dos 27 gatos positivos para
leishmaniose visceral, observou-se em 14 (51,8%) presenga de rarefagéo
pilosa em regido de membro, ao longo do dorso, no pavilhdo auricular e, em
regido de abdomén, cauda e de plano nasal. Areas de alopecia foram
identificadas em dez (37%) animais principalmente nos pavilhdes auriculares,
seguido de regido cefalica, membros e regido abdominal. Constatou-se
também a presenca de crostas melicéricas e hemorragicas em nove (33,3%) e
oito (29,6%) animais, respectivamente, com acometimento das regides de
pavilhdes auriculares, de membros e cabecga (Figuras 1). Oito (29,6%) gatos
possuiam ulceragdes profundas nos pavilhdées auriculares (Figuras 1 e 3) e, um
(3,7%) animal apresentava o mesmo tipo de lesdo no espelho nasal. Também

em oito (29,6%) animais notou-se a presenca de eritema nas areas de pavilhao
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auricular, regido abdominal, membros, regido cervical e de plano nasal.
Hiperpigmentacéo, hiperqueratose, lignificacdo e presenga de exsudagéo foram
observadas em trés (11,1%) animais, respectivamente, em areas ao longo do
dorso, membros, regido cefalica e abdominal ventral (Figura 2). Ainda,
identificou-se em um (3,7%) gato a existéncia de descamacao furfuracea,
colaretes epidérmicos e comedos em areas ao longo do dorso e em pavilhdo

auricular (Figura 4).

Figura 1 — Lesbes cutadneas de gatos naturalmente infectados por Leishmania
chagasi. Rarefagdo pilosa em face lateral do pavilhdo auricular
esquerdo com eritema e deposicdo de crostas melicéricas (a);
mesmo animal apresentando, apés 60 dias, ulceragcao profunda em
ponta de orelha esquerda com deposigao de crostas hemorragicas
e melicéricas (b); alopecia com sangramento ativo e deposicao de
crostas hemorragicas em base de pavilhdo auricular direito (c);
mesmo animal, demonstrando que as lesdes sao bilaterais e
simétricas (Aragatuba-SP, 2010)
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a b
c d
Figura 2 — Lesdes cutédneas de gatos naturalmente acometidos por

Leishmania chagasi. Presenga de hiperqueratose e rarefagéo
pilosa em regido de cabecga (a); 0 mesmo animal apresentando
areas de alopecia, hiperqueratose, lignificagdo e descamacgao
furfuracea ao longo do dorso (b); area de alopecia com solugao
de continuidade apresentando eritema, exsudagao e deposi¢ao
de crostas melicéricas em regido de flanco esquerdo (c);
mesmo animal apresentando area de alopecia com feridas
perfurantes em regido cervical ventral e, presenga de comedos
em regidao mentoniana (d) (Aracatuba-SP, 2010)
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Figura 3 — Lesbes cutdneas de gatos naturalmente acometidos por

Leishmania chagasi. Caquexia, estupor, areas alopécicas
eritematosas em face lateral de membros toracicos (a); Area
alopécica, eritematosa, circular de aproximadamente um
centimetro de didmetro (b); Area de alopecia com eritema e
exsudagdo em regido cervical (c); Rarefagcdo pilosa com
deposicao de crostas melicéricas em face lateral de pavilhdo
auricular esquerdo e, presenca de ulcera profunda em ponta de
orelha direita com alopecia e deposicdo de crostas melicéricas
e hemorragicas (d) (Aragatuba-SP, 2010)
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Figura 4 — Distribuicdo, em percentagem, segundo as alteragbes
dermatoldgicas de 27 gatos acometidos por leishmaniose
visceral provenientes do municipio de Aragatuba
(Aracatuba-SP, 2010)

Quanto a distribuicao topografica das lesbes, pbde-se verificar, em
ordem decrescente de ocorréncia, que 15 (55,5%) animais possuiam
acometimento em regido cefalica, seis (22,2%) em membros, seis (22,2%) em
regido dorsal, trés (11,1%) em regido de cauda e trés (11,1%) em regiao
abdominal ventral (Figura 5). Na regiao cefalica, os locais mais comprometidos
foram os pavilhdes auriculares (60%), seguidos do envolvimento generalizado
(20%) e do espelho nasal (20%).



Regido Abdominal

Cauda

Regido Dorsal

Membros

Regido Cefdlica

4

0] 10 20 30 40 50 60 %

Figura 5 — Distribuicdo, em porcentagem, segundo a topografia
lesional de 27 gatos acometidos por leishmaniose
visceral provenientes do municipio de Aracatuba
(Aracatuba-SP, 2010)

Do ponto de vista do quadro moérbido observou-se que, dos 27 animais
positivos para leishmaniose visceral, 19 possuiam além do envolvimento
dermatolégico, o comprometimento de outros sistemas, evidenciado pela
presenca de linfoadenomegalia (52,6%), desidratacao (52,6%), emaciacao
(36,8%), diarréia (21%), secregao ocular mucopurulenta bilateral (15,8%),
alteracdo no estado de consciéncia (15,8%), presencga de ulceras em cavidade
oral (10,5%), dispnéia (5,3%), secrecao nasal purulenta bilateral (5,3%),
opacidade de cérnea bilateral (5,3%) e hiperplasia de glandula ad-anal (5,3%)
(Figura 6). Vale ressaltar que em oito (29,6%) animais n&o foi evidenciada

nenhuma outra alteragdo no exame fisico além do envolvimento cutaneo.
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Figura 6 — Distribuicdo, em percentagem, segundo as alteragbes
sistémicas, de 19 gatos com dermatopatias acometidos
por leishmaniose visceral provenientes do municipio de
Aracgatuba (Aracatuba-SP, 2010)

4.2 Detecgcao de anticorpos anti-Leishmania chagasi pelos métodos de
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) indireto e Reagao de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI)

Das 55 amostras de soro dos gatos submetidas a técnica de ELISA, 14
(25,4%) foram sororeagentes (ponto de corte: 0,2765). Os valores individuais
das meédias das densidades opticas (DO) encontram-se apresentados no
Apéndice 1. Destes 14 animais, em apenas quatro (28,6%) foram evidenciadas
formas amastigotas do parasito por meio de exames parasitolégicos (Tabela 1),
obtendo-se um coeficiente Kappa = - 0,006, o que determina uma concordancia
ruim entre os dois métodos.

Os resultados da reagao de imunofluorescéncia indireta demonstraram
positividade em seis dos 55 gatos avaliados, representando 10,9% da

populacdo estudada. O valor do coeficiente Kappa foi de 0,1356, sendo
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considerada uma fraca concordancia entre o método de RIFlI e os exames
parasitologicos. Dos seis animais positivos na RIFIl, cinco (83,3%) foram
considerados positivos também no ELISA indireto (Tabela 2) e, em trés
encontrou-se formas amastigotas do parasito em linfonodo, medula 6ssea,

figado e na pele (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi por meio
das técnicas de ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto e reagao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e, do exame parasitolégico direto de
orgaos linféides e imunoistoquimica de pele, em numero absoluto e
percentagem, de 55 gatos com dermatopatias provenientes do municipio
de Aracgatuba (Aracatuba-SP, 2010)

Parasitolégico Direto

Positivo Negativo
Numero de Numero de
. Percentagem .. Percentagem
Animais Animais
Positivo 4 7,3% 10 18,2%
ELISA
Negativo 13 23,6% 28 50,9%
Positivo 3 5,4% 3 5,4%
RIFI

Negativo 14 25,4% 34 61,8%
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Tabela 2 — Resultados da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi por
meio das técnicas de ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto e
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), em numero absoluto e
percentagem, de 55 gatos com dermatopatias provenientes do
municipio de Aracatuba (Aragatuba — SP, 2010)

RIFI
POSITIVO NEGATIVO
Numero de Numero de
Animais Percentagem Animais Percentagem
POSITIVO 5 9,1% 9 16,4%
ELISA
NEGATIVO 1 1,8% 40 72,7%

4.3 Detecgao de anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e de

antigenos do virus da leucemia felina (FeLV)

Apenas seis (10,9%) gatos, do total de animais investigados, possuiam
anticorpos anti-virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e em nenhum identificou-
se o virus da leucemia felina. Dos 27 animais positivos para leishmaniose
visceral, cinco (18,5%) apresentaram titulos de anticorpos positivos para o
virus da imunodeficiéncia felina. Destas seis amostras com coinfec¢gao foram
evidenciadas formas amastigotas do parasito em trés (50%) animais e, cinco
(83,3%) possuiam titulos de anticorpos anti-Leishmania chagasi positivos para

a doencga.

4.4 Deteccao de formas amastigotas de Leishmania chagasi por meio do

exame parasitolégico direto de linfonodo, medula éssea, bago e figado

Foram avaliados dois esfregagos obtidos por pung¢ao biopsia aspirativa
de cada 6rgao linfoide (linfonodo, medula éssea, baco e figado), totalizando

380 laminas observadas. Destas, em dez (18,2%) animais foram observadas
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formas amastigotas do parasito e, em cinco (50%) foram identificados parasitos
em mais de um 6rgéo linféide. Os 6rgdos em que o parasito foi encontrado
mais frequentemente foram a medula éssea (70%), seguido do bago (40%),
linfonodo popliteo (30%) e figado (20%) (Figura 7 e Tabela 3). Dos dez gatos
em que se evidenciou a presenga do parasito, apenas trés (30%) foram

sorologicamente positivos para leishmaniose visceral.

Figura 7 — Fotomicrografia de puncao biopsia aspirativa de linfonodo
popliteo de gatos com dermatopatias provenientes de area
endémica para leishmaniose visceral. Notar a presenca de
formas amastigotas de Leishmania chagasi; 100x (Aragatuba-
SP, 2010)
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Tabela 3 — Resultados da pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania chagasi em exame citolégico obtido por meio
de puncgdo biopsia aspirativa (PBA) de medula 6ssea,
linfonodo, baco e figado, em numero absoluto e
percentagem, de 10 gatos com dermatopatias
provenientes do municipio de Aracatuba (Aracatuba-SP,

2010)
Tecido PBA
NUmero de Animais Percentagem

Medula Ossea 7 70
Bacgo 4 40
Linfonodo 3 30
Figado 2 20
Total 10 100

Os achados individuais para a pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania chagasi em esfregacos obtidos por PBA de medula 6&ssea,

linfonodo popliteo, bacgo e figado encontram-se apresentados no Apéndice 2.

4.5 Exame histopatologico de lesdes cutaneas e pesquisa de Leishmania

chagasi por reagao de imunoistoquimica

Os resultados individuais dos achados histopatoldgicos dos 27 animais
positivos para leishmaniose visceral encontram-se apresentados no apéndice
3. Os padrdes observados variaram de uma dermatite perivascular observada
em sete (25,9%) gatos (Figura 8), areas de fibrose dérmica verificadas em
quatro (14,8%) animais, alteracbes compativeis com hipersensibilidade cutanea
em trés (11,1%) e, dermatite intersticial com presengca de espongiose,
exocitose e acantose em um (3,7%) unico animal. Trés (11,1%) gatos
apresentavam, associado ao quadro de leishmaniose visceral, carcinoma de
células escamosas em pavilhdo auricular (2 animais) e em plano nasal (1

animal).
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No exame histopatologico de apenas um animal (N°6) foram
identificadas formas amastigotas de Leishmania chagasi no interior de
macrofagos na derme (Figura 9). No entanto, quando da realizagdo da técnica
de imunoistoquimica para pesquisa do parasito nas lesdes cutaneas o numero
total de positivos se elevou para nove (16,4%), incluindo o gato com formas
amastigotas observadas na histopatologia corada por hematoxilina e eosina.

Figura 8 — Fotomicrografia de lesdo cutanea localizada na extremidade do
pavilhdo auricular de um gato naturalmente acometido por
leishmaniose visceral. Verificar a presenga de um infiltrado
inflamatorio perivascular a intersticial composto por macrofagos
e plasmécitos. HE 40x (Aragatuba-SP, 2010)
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Figura 9 — Fotomicrografia de lesdo cutadnea localizada na extremidade do
pavilhdo auricular de um gato naturalmente acometido por
leishmaniose visceral. Verificar presenga de estruturas
parasitarias no interior de macréfagos. HE 100x (Aragatuba-SP,
2010)

A imunomarcacgao para formas amastigotas de Leishmania sp. ocorreu
em areas dérmicas e epidérmicas nas regides de ponta de orelha (55,5%),
plano nasal (22,2%), mentoniana (11,1%) e em regido supra-orbitaria (11,1%)
(Figura 10 e 11). Em todos os animais positivos por esta técnica haviam areas
de lesbes cutaneas nas regides imunomarcadas e nao se observou esta
marcagdo em areas higidas submetidas a biopsia cutédnea. As alteragdes
histopatolégicas dos nove animais positivos na reagao de imunoistoquimica

encontram-se dispostas no quadro 1.
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Figura 10 — Fotomicrografia de lesdo cutadnea localizada na extremidade de
pavilhdo auricular de um gato acometido por leishmaniose
visceral. Verificar presenga de formas amastigotas do parasito na
reagao de imunoistoquimica. 40x (Aragatuba-SP, 2010)
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Figura 11 — Distribuicdo, em percentagem, segundo a localizagao, de formas

amastigotas de Leishmania chagasi, por meio da reagdo de
imunoistoquimica, de nove gatos com dermatopatias do
municipio de Aracatuba (Aragatuba-SP, 2010)

Quadro 1 — Descrigdo dos achados histopatolégicos de lesdes cutaneas de

nove gatos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral,
com imunomarcagao para Leishmania chagasi, provenientes do
municipio de Aracatuba (Aragatuba-SP, 2010)

Animal

Exame Histopatologico

Camada coérnea contendo crostas serocelulares, com presenca de queratina e
infiltrado inflamatdério composto por neutrofilos, coldénias bacterianas e acaros da
espécie Notoedres cati. Na epiderme observa-se acantose irregular e na derme
nota-se a presenca de infiltrados inflamatérios compostos por linfécitos,

mastdcitos e eosindfilos de localizagao perivascular.

Presenca de extensas areas de ulceragao revestidas por crostas serocelulares
densas com grande quantidade de neutrdfilos, coldnias bacterianas, queratina,
hemacias livres, eosindfilos e presenca de acaros da espécie Notoedres cati.
Abaixo evidencia-se a existéncia de infiltrado inflamatério composto por
neutrofilos, eosinofilos, macréfagos, linfécitos, plasmécitos e mastocitos.

Também foi observada a presenca de vasculite neutrofilica.

Epitélio de revestimento cutdneo com acantose irregular, areas de espongiose e

exocitose de neutrofilos e eosindfilos, com formagdo de micropustulas

continuagao..
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eosinofilicas. Na derme observou-se um infiltrado inflamatério perivascular a
intersticial composto por eosindfilos, neutréfilos, linfocitos e mastécitos. Os
foliculos pilosos estavam em diferentes fases de maturacdo. Ainda na derme,
foram identificados macréfagos contendo estrututras do parasito do género

Leishmania.

Epiderme dentro dos padrdes de normalidade. Na derme superficial observam-

se areas focais de fibrose.

15

Hiperqueratose ortoqueratética e presenga de acaros da espécie Notoedres cati.
Na derme evidenciam-se extensas areas de fibrose em faixa superficial e
profunda, com diminuicdo ou até mesmo auséncia de anexos cutaneos, e

discreta quantidade de fibrécitos maturos.

16

Presenga de hiperqueratose ortoqueratética. Na derme superficial foi
evidenciada a existéncia de um infiltrado inflamatério perivascular a intersticial
composto por neutréfilos, linfocitos, histiocitos, eosindfilos e plasmocitos e na
derme profunda foi observada a presenca de infiltrado inflamatério perivascular

composto por linfécitos, plasmdécitos e neutrofilos.

18

Presencga de extensas areas de ulceragéo revestidas por crostas serocelulares
densas com grande quantidade de neutrdfilos, colénias bacterianas, queratina e
material seroso. Abaixo desta foi observada uma proliferagéo celular epitelial,
mal cincunscrita, composta por l6bulos e ninhos de células escamosas,
formando estruturas pseudoglandulares. Nestas pode-se observar citoplasmas
de tamanho variados, arredondados a ovalados, hipercromaticos e com
nucléolos evidentes. Ainda neste local, foi identificada a presengca de um
infiltrado inflamatério intersticial composto por linfécitos, mastécitos, neutrdfilos,
plasmécitos e macréfagos. Quadro histopatolégico compativel com carcinoma

de células escamosas moderadamente diferenciado.

24

Epiderme dentro dos padrbes de normalidade. Evidenciou-se a presenga de

mastocitos e linfécitos em regido perivascular da derme.

25

Epiderme com area focal de exocitose de linfécitos.
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Tabela 4 — Resultados do exame parasitologico direto de oérgaos linfoides

(linfonodos popliteos — LP, medula éssea — MO, bago — B e figado -
F), exame histopatolégico corado por hematoxilina e eosina (HE) e
imunoistoquimica (IHQ) de lesbes cuténeas, sorologia por ELISA
indireto e reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
leishmaniose visceral e pesquisa de anticorpos anti-virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) em 27 gatos com dermatopatias
acometidos por leishmaniose visceral provenientes do municipio de
Aracatuba (Aracgatuba-SP, 2010)

Animal EXAME PARASITOLOGICO ELISA RIFI HE [HQ FIV
1 +MO - - - - -
2 - - - - + -
3 +MO/ +B/ +F - - - + -
4 - + - - - -
5 = + + = = =
6 +LP/ +F + + + + +
7 = + + = = =
8 - - - - + -
9 - + - - - -
10 +MO/ +B - - - - -
1 +MO/ +B + - - - -
12 +LP/ +B - - - - -
13 +MO - + - - -
14 - + - - - -
15 - + - - + -
16 - - - - + -
17 +MO - - - - -
18 - - - - + -
19 +MO - - - - -
20 +LP - - - - -
21 - + - - - -
22 - + - - - +
23 - + - - - +
24 - - - - + -
25 - + + - + +
26 - + + - - -

N
~
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4.6 Exame Parasitolégico de Raspado Cutéaneo

Em todos os animais foram realizados dois a trés raspados cutaneos,
para pesquisa de ectoparasitos, nas areas com dermatopatias. Em 11 dos 55
gatos foram encontrados acaros da espécie Notoedres cati em, pelo menos,
um dos raspados, diagnosticando-se assim a presencga de sarna notoédrica em
20% dos animais estudados. Dos animais positivos para leishmaniose visceral

em apenas dois (18,2%) foi detectada a presencga do acaro (Figura 12).

Figura 12 — Fotomicrografia de raspado cutdaneo de um gato acometido
por leishmaniose visceral. Verificar a presenga de acaro da
espécie Notoedres cati. KOH 10%, 10x (Aragatuba-SP,
2010)

4.7. Cultivo microbiano das areas com lesdoes cutianeas

4.7.1 Cultivo Bacteriano

Trinta e nove (70,9%) dos 55 gatos avaliados apresentaram crescimento
de colénias no cultivo bacteriano de suas amostras em Agar Sangue. No
tocante a essas 40 amostras, isolou-se a presenga de Staphylococcus spp. em
32 (80%) (Figura 13), seguido de Streptococcus spp. em sete (17,5%) e, por

fim, Pseudomonas spp. e Actinomyces spp. (Figura 14) em uma (2,5%)
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amostra cada. Em relacdo aos 27 animais positivos para leishmaniose visceral
por meio dos métodos sorolégicos e/ou parasitologicos, o cultivo bacteriano
resultou na presenga de Staphylococcus spp. em 13 (48,1%) amostras,
Streptococcus spp. em cinco (18,5%) e Pseudomonas spp. em uma (3,7%)
(Figura 15). Nao foi observado crescimento de colénias em nenhuma das
aliquotas semeadas em Agar MacConkey, um dos meios selecionados para o

cultivo bacteriano.

Figura 13 — Cultivo bacteriano, em Agar Sangue, de amostras de
areas com lesbes cutaneas de gatos. Verificar a
presenga de crescimento puro e exuberante de colbnias
de Staphylococcus spp. B-hemoliticos. (Aragatuba-SP,
2010)

Figura 14 — Cultivo bacteriano, em Agar Sangue, de amostra de area
com lesao cutanea de um gato. Verificar a presencga de
numerosas colonias de Actinomyces spp. (Aragatuba-
SP, 2010)



B Staphylococcus spp. B Streptococcus spp. B Pseudomonas spp.

Figura 15 — Resultados do crescimento de colbnias bacterianas, em
Agar Sangue, de amostras de lesdes cutaneas de 27
gatos naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral (Aracatuba-SP, 2010)

4.7.2 Cultivo Fungico

De um total de 55 gatos com dermatopatias observou-se o crescimento
de colbnias fungicas em 49 (89,1%) amostras. Foram identificados como
possiveis agentes etiologicos envolvidos nas lesdes cutdneas o Microsporum
spp. em 26 (53,1%) amostras, seguido do isalmento de Trichophytom spp. em
25 (51%), Aspergillus spp. em 18 (36,7%) e Candida spp. em 15 (30,6%)
animais. No que diz respeito aos 27 gatos com leishmaniose visceral, em 18
(66,7%) verificou-se crescimento de colbnias de Trichophytom spp. e
Microsporum spp. (Figura 16), seguido pela presengca de Aspergillus spp.
(Figura 17) em 12 (44,4%) e Candida spp. (Figura 18) em seis (22,2%)

amostras (Figura 19).
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Figura 16 — Crescimento de Trichophytom spp. em Agar Sabouraud Dextrose
4% (a); crescimento de coldnia de Microsporum canis no meio de
Agar Mycosel (b e c). Amostras obtidas de lesdes cutaneas de
gatos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
(Aracatuba-SP, 2010)

Figura 17 — Crescimento de colénias de Aspergillus spp. em Agar
Sabouraud Dextrose 4%. Amostras obtidas de lesdes
cutdneas de gatos naturalmente acometidos por
leishmaniose visceral (Aragatuba-SP, 2010)



Figura 18 — Crescimento de colonia de
Candida spp. em Agar
Mycosel. Amostra obtida de
lesdo cutdanea de gato
naturalmente acometido por
leishmaniose visceral
(Aracatuba-SP, 2010)

W Trichophyton spp. e Microsporum spp. B Aspergillus spp. B Candida spp.

Figura 19 — Resultados do crescimento de colbnias fungicas, em
Agar Mycosel e Agar Sabouraud Dextrose 4%, de
amostras de lesbes cutdneas de 27 gatos
naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
(Aracatuba-SP, 2010)

58



59

4.8 Reacao de cadeia de polimerase (PCR) em tempo real

O sequenciamento do fragmento de PCR resultou em 97% de
identidade com as sequéncias XM 001463664.1, XM 001463663.1, XM
001463662.1, XM 001463661.1, AM 502228.1 (geneBank) confirmando

se tratar de Leishmania do complexo Donovani: Leishmania chagasi.
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5. DISCUSSAO

A escolha por utilizar gatos com dermatopatias foi baseada em estudos
pretéritos que descreveram o quadro clinico de felinos acometidos por
leishmaniose visceral, ressaltando o envolvimento cutdneo como uma das
principais alteragcbes clinicas e, também, por ser este o sinal clinico mais
frequentemente observado na leishmaniose visceral canina. A despeito de
trinta e dois gatos (58,2%) serem provenientes de apenas duas residéncias,
cabe ressaltar que estas serviam como abrigos de animais, portanto, os gatos
tinham diversas procedéncias por terem sido recolhidos da rua ou
abandonados na porta dessas propriedades. Nestas, os animais nao so
conviviam com cerca de 200 gatos, como também com cées, galinhas e outras
aves domésticas o que, segundo Alexander et al. (2002), pode favorecer a
atracao dos flebotomineos. Do total de animais avaliados houve um predominio
de machos (63,6%) em relacao as fémeas (36,4%) e, a idade média foi de trés
anos e seis meses. Quanto a raga, seis (10,9%) eram da raga siamés e 49
(89,1%) nado possuiam raga definida, distribuicdo esta ja esperada ao se
estudar, na grande maioria, animais acolhidos em abrigos.

A prevaléncia de infeccdo na populagdo ora estudada foi de 49,1%
(27/55 gatos), superior a relatada por Vita et al. (2005) e Solano-Gallego et al.
(2007), cujas prevaléncias foram 16,3% e 6,29%, respectivamente. No entanto
foi inferior a taxa de 60% observada por Martin-Sanchez et al. (2007), em um
estudo conduzido em gatos encaminhados a clinicas veterinarias no sudeste
da Espanha. Ao confrontarmos os resultados do presente estudo com os de
Rossi (2007), Costa (2008) e Neto et al. (2008), todos realizados também no
municipio de Aragatuba, pode-se observar que os valores sao bastante
superiores aos encontrados pelos referidos autores, quais sejam, 3%, 11,5% e
28,7%, respectivamente. Houve um predominio de machos (59,3%)
acometidos em relagao as fémeas (40,7%), relagao esta inversa a relatada por
Nasereddin et al. (2008).
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Dentre os 27 gatos com quadro dermatoldgico positivos para
leishmaniose visceral, observou-se que 19 também apresentavam
acometimento sistémico, sendo a desidratacdo e a linfoadenomegalia,
presentes em dez animais, as alteragbes mais evidenciadas, seguidas em
ordem decrescente de ocorréncia, por emaciacao em sete (Figura 3), diarréia
em quatro, secrecdo ocular em trés, depressao em trés, ulcera em cavidade
oral em dois, secre¢cdo nasal em um, opacidade de cornea em um e hiperplasia
de glandula ad-anal em um gato. Achados semelhantes foram relatados por
Poli et al. (2002) que diagnosticaram a enfermidade em um gato de seis anos
de idade com quadro clinico de emaciagéo, linfoadenomegalia, estomatite,
letargia e presenca de nddulo ulcerado em palpebra. Ainda em relagédo aos
sinais observados, Vita et al. (2005) encontraram em 33 gatos acometidos pela
doenca a presenca de desidratacdo, linfoadenomegalia, secreg¢do ocular,
emagrecimento, depressdo, secregdo nasal e diarréia, no entanto, também
relataram a presenca de hipertermia, anorexia, émese, otite, distenséo
abdominal e mucosas congestas ou palidas, sintomas estes nao identificados
nos animais do presente estudo.

As alteragbes do sistema tegumentar constituiram-se em ampla
variedade de manifestacdes tais como: rarefacao pilosa, alopecia, presenga de
crostas melicéricas e/ou hemorragicas, areas de ulceragao profunda, eritema,
hiperpigmentagcédo, hiperqueratose, lignificagcdo, descamagao furfuracea,
colarinhos epidérmicos e, por fim, presengca de comedos. Tais achados
corroboram, em parte, os relatos de Hervas et al. (1999) e Pennisi et al. (2004),
0s quais descreveram, dentre as alteragdes dermatoldogicas observadas em
gatos com leishmaniose visceral, a ocorréncia de rarefagdo pilosa, alopecia,
ulceracdes profundas, eritema e descamacio cutadnea, a semelhanca do que
se observa em cées infectados por Leishmania chagasi. No que tange a
frequéncia de ocorréncia das referidas lesdes cutaneas, verificou-se um
predominio de rarefacdo pilosa e alopecia, seguido de deposi¢cdo de crostas

melicéricas e hemorragicas e, de ulceragdes profundas, concordando com os
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relatos de Feitosa et al. (2000), os quais observaram em caes uma maior
ocorréncia de alopecia, lesdes ulcerativas, prurido e dermatite seborreica.

Embora haja a descricdo na literatura de gatos acometidos por
leishmaniose visceral, alguns achados de exame dermatologico dos animais do
presente estudo ndo haviam sido relatados por outros autores. Entre eles
destacam-se a presenca de crostas, tanto hemorragicas quanto melicéricas,
indicativas de um processo exsudativo composto por queratina, debris
celulares e microorganismos. A hiperqueratose, presente em quase todas as
dermatoses cronicas, decorrente de um aumento na espessura do estrato
cérneo, foi também verificada nos gatos ora estudados, sem relatos pretéritos
na literatura indexada. Esta, muitas vezes, se fez acompanhada de lignificacao,
geralmente resultante de constante friccdo da area de pele lesada como
descrito por Scott et al. (2001). Por sua vez, a identificagdo de colarinhos
epidérmicos também ndo deve ser atribuida especificamente a leishmaniose
visceral, uma vez que estes podem ser vistos em processos neoplasicos,
granulomatosos e dermatoses supurativas. Alteracbes dermatologicas
inespecificas semelhantes as citadas anteriormente também foram descritas
por Genaro (1993), Noli (1999) e Feitosa et al (2000) quando da avaliagcéo de
caes.

Ainda em relagcdo aos quadros clinicos dermatolégicos, é importante
enfatizar o fato de que alguns animais possuiam apenas areas eritematosas
com rarefagao pilosa ou com deposicéo de crostas, sem a presenca de nédulos
ou de areas ulceradas, divergindo de Poli et al. (2002) que relataram estes dois
ultimos como sendo os sinais mais evidentes na leishmaniose visceral felina.

Quanto a distribuicdo topografica lesional pode-se verificar um maior
acometimento de regido cefalica (55,5%) seguida dos membros (22,2%), da
regido dorsal (22,2%), cauda (11,1%) e abdomen (11,1%), corroborando com
as afirmacgdes de Simbes-Mattos et al. (2004). Em relagao a regido cefalica, no
presente estudo, os pavilhdes auriculares foram os mais comprometidos (60%),
seguido de varias areas da cabega (20%) e do espelho nasal (20%),

observacodes estas divergentes das citadas por Simdes-Mattos et al. (2004) que
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descreveram uma maior frequéncia de lesdes em areas do plano nasal e,
posteriormente, nos pavilhdes auriculares e na regido periocular.

O exame parasitologico direto de linfonodo, medula dssea, bacgo e figado
€ um dos métodos tradicionais e, supostamente, mais simples dentre os
empregados no diagnéstico da leishmaniose visceral. Dez animais (18,2%)
foram positivos a partir de material colhido por biopsia aspirativa destes 6rgéaos,
concordando com Ozon et al. (1998), Pennisi et al. (2004), Rossi (2007), Costa
(2008), Hatam et al. (2009) e Marcos et al. (2009), que também descreveram
gatos positivos para a enfermidade através de puncdo de érgdos linféides. E
imprescindivel destacar que este método é dependente do grau de parasitismo
apresentado, do treinamento daquele que avalia a citologia e, ainda, da
eventual interposicdo de tratamentos realizados por anti-fungicos ou anti-
parasitarios, por exemplo. Portanto, apesar de se tratar de uma técnica 100%
especifica, sua sensibilidade pode ser baixa, na depedéncia destes fatores
(WOLSCHRIJN et al., 1996).

Dos dez gatos em que se observaram amastigotas de leishmanias por
puncdo biopsia aspirativa de oOrgdos linfoides, cinco (50%) foram
exclusivamente positivos por este método e, os outros cinco (50%) também
foram soropositivos ou apresentaram formas amastigotas do parasito na pele
por meio da reagao de imunoistoquimica. Ainda em relagdo aos dez animais
positivos, em sete as formas amastigotas foram identificadas na medula éssea,
em quatro no bago, em trés nos linfonodos popliteos e em dois no figado
(Tabela 3). Em alguns animais foi possivel observar a presenca do parasito em
mais de um 6rgao linféide, sendo encontrado em um animal na medula éssea,
baco e no figado, em dois animais no linfonodo e no figado e, em outros dois
gatos, na medula 6ssea e no bago. A maior facilidade de observacéo de formas
amastigotas na medula dssea verificada no presente estudo, concorda com os
relatos de Ozon et al. (1998), Leiva et al. (2005) e Marcos et al. (2009) que
realizaram o diagndstico parasitolégico de gatos com leishmaniose visceral por
meio da puncado de medula 6ssea. No entanto, puncdes de linfonodo, bacgo e

figado também podem ser utilizadas como uma opgédo para o diagndstico
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parasitologico, como demonstrado no presente estudo e também nos relatos
de Costa Durdo et al. (1994) e Pennisi et al. (2004), que identificaram o
parasito nos linfonodos de cinco animais, e de Hatam et al. (2009) que
encontraram as formas amastigotas no bagco e no figado de quatro animais.
Confrontando-se os resultados do presente estudo com aqueles obtidos por
Rossi (2007) verifica-se que o érgao linfoide em que o autor mais evidenciou o
parasito foi o linfonodo, seguido da medula 6ssea, divergindo da proporgéo
vista no presente ensaio.

O teste de ELISA indireto identificou 14 (25,5%) animais sororeagentes,
corroborando com os achados de Neto et al. (2008) que, avaliando 108 gatos
do mesmo municipio, identicaram 28,7% de positividade. Entretanto, a
propor¢ao de animais sororeagentes foi superior as observadas por Rossi
(2007), que obteve 3% de sororeatividade utilizando ELISA indireto com
proteina A como anticorpo conjugado e, de Costa (2008) que avaliando
amostras séricas por ELISA indireto, com proteina A e com IgG, verificou taxas
de prevaléncia equivalentes a 4,5% e 11,5%, respectivamente. A discrepéancia
entre os resultados do presente ensaio e aqueles obtidos por esses dois
autores poderia ser devida a diferengas nas técnicas de realizacdo do ELISA.
Rossi (2007) utilizou os soros a serem testados em uma concentragao de 1:50,
diluicao esta quatro vezes inferior a empregada neste trabalho, e o anticorpo
conjugado na propor¢ao de 1:100, valor este 800 vezes inferior. Desta forma,
correlacionando a metodologia do presente estudo com a dos referidos
autores, conclui-se que as diluigdes utilizadas por eles s&o menores,
evidenciando soros e proteina A altamente concentrados. Mesmo assim, as
taxas de prevaléncia foram inferiores as do atual ensaio que, por ter utilizado
gatos com dermatopatias, pode ter favorecido uma elevagéo na prevaléncia da
infecgdo. Quando da utilizagdo de 1IgG como anticorpo conjugado, Costa (2008)
concentrou o antigeno, e diluiu os soros a serem testados oito vezes mais que
na metodologia utilizando proteina A, encontrando 11,5% de soropositivade na
mesma populacéo. Apesar dos resultados de Costa com o uso de I1gG (11,5%)

terem sido superiores aos observados com proteina A (4,5%), cabe ressaltar
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que o autor utilizou como cromoégeno para a leitura da reagdo, no primeiro
caso, a tetrametilbenzidina (TMB) que sabidamente € mais sensivel que a
ortofenilenediamina (OPD), utilizada no segundo ensaio. Controvérsias quanto
a metodologia do ELISA para o diagnéstico da leishmaniose visceral felina sao
evidentes na literatura. As concentragdes dos soros variam, quanto a diluicdo,
de 1:40 a 1:400 e, da proteina A de 1:100 a 1:8.000 (ROSSI, 2007; SOLANO-
GALLEGO et al., 2007; COSTA, 2008; FIGUEIREDO et al., 2009). Além disso,
alguns estudos nao descrevem a metodologia empregada. Desta forma,
justifica-se, em parte, a existéncia de valores de prevaléncia tdo discrepantes.

A escolha da proteina A marcada com peroxidase para o diagndéstico
sorologico de leishmaniose visceral felina baseou-se em estudo pretérito de
Costa (2008), que comparava a sensibilidade e a especificidade da proteina A
e do IgG, obtendo como resultado uma maior especificidade quando da
utilizacdo da proteina A. Antes de se optar pela concentragcao de 1:80.000,
indicada na bula como sendo a minima a ser utilizada, foram realizados
ensaios prévios nas diluicdes de 1:80.000, 1:100.000, 1:120.000, 1:160.000 e
1:200.000. Optou-se por utilizar a menor diluicdo, por ser esta a que melhor
diferenciou os soropositivos dos soronegativos, e também por ser a que
apresentou reprodutibilidade.

A concordancia entre 0 método parasitologico, considerado como teste
ouro para o diagndstico de leishmaniose visceral no presente estudo, e o
ensaio imunoenzimatico foi considerada ruim (k= -0,006), corroborando os
resultados de Rossi et al. (2007). Esta fraca concordancia torna-se
compreensivel, por terem sido identificados sete animais positivos
exclusivamente por meio da técnina de ELISA indireto e, por apenas quatro dos
14 animais positivos por ELISA terem o diagnostico parasitolégico confirmado.

No presente estudo, a reacdo de imunofluorescéncia indireta resultou
em seis (10,9%) animais positivos, sendo que em trés (50%) foram
identificadas também formas amastigotas do parasito em érgéos linféides ou na
pele. Comparando-se com os resultados do teste de ELISA, cinco (83,3%) dos

seis animais foram soropositivos por ambos os métodos. O ponto de corte
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utilizado para identificar animais positivos foi de 1:40, uma vez que amostras
séricas de gatos sabidamente negativos foram reagentes em uma diluicdo de
1:20, concordando com Silva et al. (2008) que também utilizaram o mesmo
ponto de corte da reagdo. Dos seis gatos sororeagentes, cinco (83,3%)
possuiam titulos equivalentes a 1:40 e apenas um (animal 6) possuia titulo de
1:80, resultados esses discordantes de Mancianti et al. (2004 ), Vita et al. (2005)
e Silva et al. (2008) que encontraram titulos de até 1:320 em gatos
naturalmente infectados por Leishmania infantum. Ainda, é possivel encontrar
trabalhos que utilizaram um ponto de corte muito inferior ao do presente
estudo, como os de Maia et al. (2008) e Martin-Sanchez et al. (2007) que
consideraram positivas as amostras diluidas nas proporgcdes de 1:2 a 1:16,
titulos esses que podem ser reativos devido a existéncia de anticorpos basais,
e nao necessariamente pela presencga da infecgdo. Ja Hérvas et al. (1999), em
um estudo conduzido na Espanha, concluiram que deve-se considerar
positivas as amostras reagentes na concentracdo maior ou igual a 1:80. Neste
contexto, observa-se a dificuldade na determinacdo da soropositividade desta
reacdo, tanto pela escolha do ponto de corte como pelo tipo de anticorpo
utilizado. A concordancia deste teste com os exames parasitolégicos, no
presente estudo, foi considerada fraca (kappa = 0,1356), semelhante ao
descrito por Rossi (2007).

A resposta imunoldgica do gato frente a esta enfermidade parece ser
diferente daquela desenvolvida nos caes. Enquanto estes ultimos apresentam
predominantemente uma resposta humoral, Solano-Gallego et al. (2007)
sugeriram que a resposta dos felinos seja predominantemente celular
explicando, desta forma, a presenca de um maior numero de animais
assintomaticos em relacdo aos que desenvolvem quadro clinico dentro de uma
populagdo. De acordo com os autores, a resposta imune celular dessa espécie
é efetiva o suficiente para controlar a infecgdo e conferir certo grau de
resisténcia natural, exceto em casos em que ocorrem eventos
imunossupressores, tais como infecgdes por retrovirus, que levariam a uma

disseminacgao e visceralizagao do parasito. No presente estudo, de um total de
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27 gatos infectados, somente seis (22,2%) tinham anticorpos anti-virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e, destes, em trés foram identificadas formas
amastigotas de Leishmania chagasi. Em relagédo a estes seis animais positivos
para FIV, uma atencdo especial deve ser dada ao animal de numero 6.
Tratava-se de uma fémea, sem raca definida, de aproximadamente oito anos
de idade, que obteve resultado positivo para leishmaniose visceral em todos os
métodos de diagndstico empregados. Na reacdo de ELISA apresentou o maior
titulo de anticorpos (DO média: 1,631) e, na RIFI, foi a unica amostra positiva
na diluicado de 1:80. Neste animal, o parasito foi identificado no linfonodo, no
figado, e também na pele, tanto por meio do exame histopatolégico como por
reacao de imunoistoquimica. A presenga da co-infecgdo com o virus da
imunodeficéncia felina poderia explicar a maior resposta imune humoral com
queda da imunidade celular e, consequente disseminacdo do parasito para
varios orgaos, conforme citagdo de Solano-Gallego et al. (2007). No entanto,
vale relembrar que 14 gatos foram positivos por meio de exame parasitolégico
e 11 por meio de exames soroldgicos e em nenhum foi identificada a presencga
de co-infecgdo por esta enfermidade.

Os padrdes histopatologicos das lesbes cutédneas dos 27 animais
positivos para leishmaniose visceral foram bem variados, evidenciando-se
principalmente dermatite perivascular a intersticial, areas de fibrose dérmica e
presenca de infiltrados inflamatoérios. Tais achados podem ser decorrentes da
propria doenca ou de co-morbidades como, por exemplo, ocorréncia de
dermatofitose (18/27), aspergilose (12/27), candidiase (6/27), sarna notoédrica
(4/27) e carcinoma espinocelular (3/27).

Ao analisarmos as alteragdes histopatoldgicas dos nove gatos em que
se verificaram formas amastigotas nas lesbes cutaneas, a observagdo mais
frequente foi a presenga de infiltrado inflamatério composto por neutrdfilos,
eosindfilos, macrofagos, linfocitos, plasmécitos e mastécitos na derme de
quatro (44,4%) animais. A presenca de macrofagos, linfécitos e plasmacitos é,
de acordo com Ferrer et al (1988) e Larangeira (2008), um achado comum na

leishmaniose visceral canina. A existéncia de eosinéfilos e neutréfilos € comum



68

nas dermatoses perivasculares, reagdes predominantemente inflamatoérias de
vasos sanguineos da derme superficial ou profunda, geralmente
desencadeadas por reagbes de hipersensibilidade, ectoparasitismo,
dermatofitose, deficiéncia nutricional ou desordens de queratinizagao. No
entanto, a presengca de mastdcitos nestes infiltrados ndo foi relatada
previamente em casos de leishmaniose visceral canina, tendo sido descrita
também por Ozon et al. (1998) em lesdo de pele de um felino com
leishmaniose visceral, mas nao evidenciada por Poli et al. (2002) em um gato
com dermatite piogranulomatosa por leishmaniose visceral. A presenga destas
células é um achado comum em gatos com dermatoses inflamatérias,
desordens de carater alérgico ou de origem imunomediada, conforme
salientado por Scott et al. (2001).

Outras alteragdes observadas em dois gatos cada (22,2%) foram a
existéncia de acantose epidérmica irregular, caracterizando uma hipertrofia
difusa da camada de células granulosas; a presenca de areas de fibrose
dérmica, visualizadas nos estagios de resolugdo de processos inflamatérios
consequente a destruicdo do colageno; e hiperqueratose ortoqueratética, uma
hipertrofia da camada cérnea da pele encontrada comumente nas dermatoses
cronicas, observada também por Ozon et al. (1998) em um felino com
leishmaniose visceral. Dois animais tiveram as biopsias cuténeas realizadas
em areas ulceradas e, em um gato evidenciou-se exocitose de neutréfilos e
eosindfilos com formagcdo de micropustulas, além de espongiose,
caracterizando um edema intercelular na epiderme, fato também notificado por
Ozon et al. (1998).

A reacdo de imunoistoquimica dos gatos com dermatopatias elevou a
sensibilidade a busca de formas amastigotas de Leishmania chagasi. Nove
animais foram positivos por meio desta técnica e, em sete, foi 0o unico método
parasitoléogico positivo para detecgdo da enfermidade, confirmando as
descrigdes de Ferrer et al. (1988) e de Bourdoiseau et al. (1997), os quais
concluiram que o uso deste exame pode aumentar a possibilidade do encontro

do parasito quando o numero destes é baixo nos tecidos avaliados. Diversas
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areas, lesionadas ou ndo, foram avaliadas por este método; no entanto, so foi
possivel identificar o parasito nas areas lesionadas, divergindo de Gongalves
(2004), que estudando caes sintomaticos com leishmaniose visceral identificou,
na mesma proporgao, o parasito na pele lesionada e sadia e, ainda, em caes
sem alteragbes dermatolégicas ou assintomaticos, observou a presenga de
formas amastigotas em 40% e 30%, respectivamente, independente da area
estudada. Optou-se por biopsiar a regido mentoniana, supra-orbitaria, plano
nasal e ponta de orelha por serem areas com baixa densidade de pélos,
facilitando, portanto, o repasto sanguineo de flebotomineos.

O objetivo de realizar cultivo bacteriano e micolégico de material obtido
nas lesoes dos animais estudados, foi o de tentar identificar se as lesbes eram
decorrentes de leishmaniose visceral ou devidas a coinfecgdes por outros
agentes infecciosos. E grande o nimero de animais encaminhados a clinicas
veterinarias com problemas dermatologicos, principalmente casos de
dermatofitose felina, conforme relatado por Scott et al. (2001). Nesse contexto,
€ importante avaliar se existe associagao entre diferentes quadros moérbidos,
uma vez que o diagnostico de uma dermatofitose ou de uma piodermite em
gatos provenientes de areas endémicas para leishmaniose visceral, pode
mascarar uma infec¢ao por Leishmania sp.

Das 55 amostras analisadas foi observado em 39 (70,9%) o crescimento
de coldnias no cultivo bacteriano em Agar Sangue. O género com maior
frequéncia de isolamento foi o Staphylococcus spp. com um percentual de 80%
das amostras, seguido do isolamento de Streptococcus spp. em 17,5% e
Pseudomonas ssp. em 2,5%, concordando com as observagdes de Cavalcanti
et al. (2004) quando da avaliagdo de cdes com dermatopatias e leishmaniose
visceral. Ressalta-se que a microflora normal da pele por ser composta por
bactérias que vivem em simbiose, contribuam para a imunidade cutanea, sendo
classificadas como residentes ou transitérias, dependendo da sua capacidade
de se multiplicar neste habitat. Enquanto as residentes sao organismos
normalmente inofensivos e que se auto-restabelecem quando removidos. As

transitorias ndo se multiplicam na pele, a menos que se tornem envolvidas em
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um processo patoldégico como invasores secundarios. A microflora pode ser
alterada por diversos fatores tais como o pH, a umidade e os niveis de
albumina e acidos graxos da pele. Como exemplo de bactérias residentes
pode-se citar, na espécie felina, os Staphylococcus coagulase positiva e
negativa, Micrococcus spp. e Acinetobacter spp.. Ja os Streptococcus f-
hemoliticos, E. coli, Pseudomonas spp. e alguns Staphylococcus spp. sao
consideradas bactérias transitérias (SCOTT et al., 2001).

As bactérias isoladas nos gatos do presente estudo eram na sua grande
maioria bactérias residentes (Staphylococcus spp.). Segundo Scott et al. (2001)
quando colénias de Staphylococcus spp. sao isoladas de lesbes
dermatoldgicas de gatos deve-se considerar uma anormalidade cutanea,
metabdlica ou imunoldgica subjacente. Infec¢des bacterianas secundarias séo
muito comuns nesses casos e podem envolver varios microorganismos,
respondendo mal a antibioticoterapia caso a desordem de base nao seja
tratada. A taxa de crescimento bacteriano verificada nos animais ora avaliados
foi superior a relatada por Scott et al. (2001), os quais descrevem a ocorréncia
de 50% de negatividade em culturas bacterianas da pele de felinos.

Vinte e sete gatos foram positivos para leishmaniose, sendo 12 (44,4%)
parasitologicamente positivos, dez (37,1%) sororeagentes e cinco (18,5%) por
ambos os métodos. Dos 12 animais parasitologicamente positivos isolou-se em
quatro (33,3%) colbnias de Staphylococcus spp. e em trés (25%) identificou-se
Streptococcus spp. Quando da avaliagdo dos dez animais sororeagentes,
observou-se o crescimento de Staphylococcus spp. em sete (70%) amostras e
de, Streptococcus ssp. e Pseudomonas spp. em uma (10%) de cada amostra.
Ja nos cinco animais parasitologicamente positivos e sororeagentes identificou-
se em dois (40%) animais, colbnias de Staphylococcus spp. e em um (20%) de
Streptococcus spp.

Das 55 amostras de lesdes de pele analisadas foi observado o
cresicmento de colbnias fungicas em 49 (89,1%). Os fungos sao
microorganismos onipresentes no ambiente, podendo ser encontrados na pele

e nos pélos sadios de felinos, sendo o numero de colbnias isoladas um fator a
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ser considerado na decisdo de identificar um agente contaminante ou
patogénico. Das milhares de espécies de fungo, apenas algumas tem a
capacidade de provocar doengas nos animais (FERREIRA et al., 2007). Em
aproximadamente 50% das amostras foram identificadas colbnias de
Microsporum spp. e Trichophytom spp., agentes estes causais da grande
maioria das dermatofitoses. A incidéncia desta enfermidade varia,
principalmente, de acordo com o clima e com o tipo de reservatério, sendo
maior em climas quentes e umidos. Do total de amostras com crescimento de
Microsporum spp. e Trichophytom spp., somente um animal (numero 8)
apresentava lesdes de pele caracterizada por area de alopecia numular,
eritematosa, com um centimetro de diametro, em regido de plano nasal,
sugestiva de dermatofitose. Este animal também foi positivo para leishmaniose
por meio da reacado de imunoistoquimica na area de pele lesionada.

Na literatura compulsada ha inumeras tentativas de atestar que gatos
sao reservatorios de Microsporum canis, entretanto, esses resultados sao
conflitantes. Segundo Scott et al. (2001) as dermatofitoses dos caes e gatos
constituem zoonoses de importancia. O isolamento de Microsporum canis de
gatos assintomaticos pode representar um estado de portador passivo de
artrésporos e hifas nos pélos, adquiridos diretamente de um gato infectado ou
indiretamente de um ambiente contaminado. Como ocorre com muitas doencgas
infecciosas, deficiéncias na resposta imune, particularmente na imunidade
celular, podem predispor ao aparecimento de infec¢des fungicas da pele, como
em casos de infecgao pelo FIV e FelLV, conforme salientado por Scott et al.
(2001). Dos 18 gatos positivos para leishmaniose e com isolamento de
dermatofitos, quatro (22,2%) eram infectados pelo virus da imunodeficiéncia
felina (animais 6, 15, 22, 23). Cabe ressaltar que destes 18 gatos positivos para
leishmaniose, oito (44,4%) foram apenas parasitologicamente positivos, seis
(33,3%) foram sororeagentes e quatro (22,2%) foram positivos por ambos os
métodos.

Dentre os gatos positivos para leishmaniose, identificou-se colonias de

Aspergillus spp. em 44,4% (12) das amostras, corroborando com os resultados
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descritos por Cavalcanti et al. (2004), quando da avaliagdo de seis cades com
dermatopatias acometidos por leishmaniose visceral. No homem a aspergilose
€ apenas uma infeccdo oportunista associada a  pacientes
imunocomprometidos. Ja em gatos a doenga é considerada rara. O Aspergillus
fumigatus é a espécie mais comumente encontrada nos animais com
envolvimento primario do trato respiratdrio, embora outras espécies do género
Aspergillus ja foram isoladas, como A. flavus, A. niger, A. nidlulans, A. deflectus
e A. terreus (FERREIRA et al.,, 2007). A analise comparativa entre os
resultados, do isolamento de Aspergillus ssp. e do parasitologico para
leishmaniose, observou-se em sete animais um estado de coinfecgéo (animais
1, 10, 12, 17, 18, 19, 24). Destes, vale salientar que as amostras foram
colhidas de areas ulceradas em quatro animais, de areas com rarefagao pilosa
em dois e, em um gato de uma lesdo caracteristica de dermatite umida aguda.
Dentre os dez animais sororeagentes foi possivel identificar a presenga de
Aspergillus spp. em trés (animais 4, 22, 23), com o isolamento do agente em
areas com rarefacao pilosa de dois gatos e, em area com hiperqueratose e
lignificagdo de um animal. Em relacdo aos animais parasitologicamente
positivos para leishmaniose e sororeagentes, foram isoladas colénias de
Aspergillus spp. em duas (animais 11 e 13) amostras, sendo uma obtida de
area ulcerada e outra de area com rarefagao pilosa.

Nos resultados do presente estudo verificou-se que em doze animais
foram isoladas colbnias de Candida spp., com um total de seis animais
positivos para leishmaniose. Estas seis amostras foram obtidas de animais
parasitologicamente positivos para leishmaniose (3 gatos), de animais
sororeagentes (2 gatos) e de animais positivos por ambos os métodos (1 gato).
Em dois, destes seis animais, foi confirmada a presenca de coinfeccédo pelo
virus da imunodeficiéncia felina. De acordo com Scott et al. (2001), a
candidiase envolvendo a pele de gatos €& extremamente rara, podendo,
entretanto, aparecer em estados imunossupressores. Tal fato foi evidenciado

no presente estudo, mas cabe ressaltar que em outros seis animais com
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isolamento de Candida spp. nas areas lesionadas, nao foi identificada
nenhuma das doenca de base pesquisadas.

Os relatos a respeito de leishmaniose felina, em sua maioria, néo
identificaram a espécie envolvida nesta doenca, acreditando tratar-se de
leishmaniose visceral por serem diagnosticadas em areas endémicas para tal.
Entretanto, as vezes, existe a duvida em relagdo a uma possivel infecgdo por
parasitos causadores de leishmaniose tegumentar, particularmente quando da
sobreposi¢cao de ambos agentes na mesma regiao geografica.

O diagnostico de leishmaniose visceral, tanto canina quanto felina, &
desafiador, especialmente em areas endémicas, devido a diversidade de
manifestagdes clinicas e a alta prevaléncia de animais assintomaticos, como
salientado por Francino et al. (2006). Clinicos veterinarios geralmente se
confrontam em casos compativeis com a doenca mas, muitas vezes, com
resultados diagndsticos contraditérios. Nestas situagdes, a utilizacdo de uma
ferramenta diagndstica altamente sensivel e especifica como a PCR em tempo
real, auxilia a confirmagdo do diagndstico. No presente estudo, foi possivel
confirmar por meio de RT-PCR que se tratava de infeccdo natural por

Leishmania chagasi.
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6. CONCLUSOES:

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

1. Gatos com dermatopatias, provenientes de areas endémicas para
leishmaniose visceral, podem estar infectados por Leishmania chagasi,

e ser este o0 agente etiologico das lesdes cutaneas;

2. A presenca da infeccdo pode ser identificada por meio de exame
parasitologico direto de dérgédos linféides, por reacdo de
imunoistoquimica e exame histopatologico da leséo e, pela pesquisa de

anticorpos anti-Leishmania chagasi por ELISA indireto e RIFI;

3. Nas areas de lesdes cutaneas de gatos naturalmente infectados por
Leishmania chagasi pode-se identificar a presenga de outros agentes
infecciosos, como Notoedres cati, Staphylococcus spp., Streptococcus
spp., Pseudomonas spp., Actinomyces spp., Microsporum spp.,

Trichopytom spp., Aspergillus spp e, Candida spp.;

4. Gatos com leishmaniose visceral podem apresentar sintomas,
independente da presenca de co-infecgao pelo virus da imunodeficiéncia
felina (FIV).

5. Levando-se em consideracdo a elevada ocorréncia de Leishmania
chagasi em gatos com lesdes cutédneas do presente estudo, deve-se
incluir a leishmaniose visceral no diagndstico diferencial das
dermatopatias de felinos provenientes de areas endémicas para a

doenca.
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Apéndice A — Densidades 6pticas (DO) médias, obtidas por meio da técnica de
ELISA, dos soros de 55 gatos com dermatopatias provenientes

do municipio de Aragatuba (Aracatuba-SP, 2010)

Animal DO média Animal DO média
1 0,1295 29 0,1145
2 0,0960 30 0,1490
3 0,0910 31 0,1200
4 0,0850 32 0,2160
5 0,0330 33 0,2670
6 0,1738 34 0,1240
7 0,2785 35 0,1125
8 1,6315 36 0,0885
9 0,7715 37 0,0835
10 0,0635 38 0,4945
11 0,2760 39 0,4125
12 0,0925 40 0,0800
13 0,4540 41 0,6940
14 0,1725 42 0,0525
15 0,5100 43 0,0635
16 0,1310 44 0,1920
17 0,1045 45 0,1255
18 0,1725 46 0,1775
19 0,1590 47 0,1425
20 0,0290 48 0,1585
21 0,1370 49 0,0870
22 0,2578 50 1,3995
23 0,0635 51 0,1225
24 0,0880 52 1,1765
25 0,1680 53 0,8965
26 0,4365 54 0,1195
27 0,4770 55 0,0630
28 0,0455 - -
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Apéndice B — Resultados individuais da pesquisa de formas amastigotas de
Leishmania chagasi em preparados citoldgicos obtidos por
puncao bidpsia aspirativa (PBA) de linfonodo, medula éssea,
baco e figado de 55 gatos com dermatopatias do municipio de
Aracgatuba (Aracatuba-SP, 2010)

Animal

Linfonodo

Medula
Ossea

Baco

Resultado

OIONOOOAWN =




86

Animal

Linfonodo

Medula
Ossea

Total

34

35

+ [

36

37

+

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55




87

Apéndice C — Descrigdo dos achados histopatologicos de lesdes cuténeas de
27 gatos naturalmente acometidos por leishmaniose visceral
provenientes do municipio de Aragatuba (Aracatuba-SP, 2010)

Animal Exame Histopatolégico

Epiderme e derme dentro dos padrdes de normalidade. Observa-se na regido de

glandula sudoripara a presencga de um infiltrado inflamatério linfoplasmocitico.

Camada cornea contendo crostas serocelulares, com presenca de queratina e
infiltrado inflamatdério composto por neutrofilos, colénias bacterianas e acaros da
2 espeécie Nofoedres cati. Na epiderme observa-se acantose irregular e, na derme
nota-se a presengca de infiltrados inflamatérios compostos por linfécitos,

mastécitos e eosindfilos de localizagao perivascular.

Presenca de extensas areas de ulceragao revestidas por crostas serocelulares
densas com grande quantidade de neutréfilos, colénias bacterianas, queratina,
hemacias livres, eosindfilos e presenga de acaros da espécie Notoedres cati.
Abaixo evidencia-se a existéncia de um infiltrado inflamatério composto por
neutrofilos, eosinofilos, macréfagos, linfécitos, plasmécitos e mastocitos.

Também foi observada a presenca de vasculite neutrofilica.

Epiderme com presenca de acantose irregular discreta. Na derme, evidencia-se
4 campos de fibrose superficial e discreto infiltrado inflamatério composto por

linfécitos e mastdcitos.

Epitélio de revestimento cutdneo com acantose irregular e discreta
hiperqueratose ortoqueratética. Na epiderme observam-se areas focais de
espongiose, com exocitose de linfocitos e eosindfilos. Abaixo desta, evidencia-
se a presenca de um infiltrado inflamatério composto por grande quantidade de
eosindfilos associados a mastdcitos, de localizagdo intersticial. Em alguns

foliculos observou-se a existéncia de exocitose de linfocitos.

Epitélio de revestimento cutdneo com acantose irregular, areas de espongiose e
exocitose de neutrofilos e eosindfilos, com formagdo de micropustulas
eosinofilicas. Na derme observa-se a presenga de um infiltrado inflamatério
6 perivascular a intersticial composto por eosindéfilos, neutréfilos, linfécitos e
mastdcitos. Os foliculos pilosos estavam em diferentes fases de maturacgéo.
Ainda na derme, foram identificados macréfagos contendo estrututras do

parasito do género Leishmania.
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Presenca de hiperqueratose ortoqueratética. Na derme evidencia-se um
infiltrado inflamatério composto por linfécitos e mastocitos, com localizagédo
perivascular discreta. Os foliculos apresentam grande quantidade de
artroconideas ao redor das hastes pilosas. No interior destas observa-se
presenga de grande quantidade de hifas fungicas. Quadro histopatoldgico

compativel com dermatofitose.

Epiderme dentro dos padrdes de normalidade. Na derme superficial observam-

se areas focais de fibrose.

Presenga de hiperqueratose ortoqueratotica. Na epiderme observa-se uma
discreta acantose irregular. Os foliculos pilosos apresentam grande quantidade
de artroconideas ao redor das hastes pilosas. No interior destas evidencia-se a
presencga de hifas fungicas. Presenca de foliculite linfocitica em alguns campos.

Quadro histopatolégico compativel com dermatofitose.

10

Presenga de hiperqueratose ortoqueratotica. Foliculos pilosos com presenca de
artroconideas ao seu redor e hifas fungicas em hastes pilosas. Presenga de um
infiltrado inflamatério linfoplasmocitico em regido perivascular. Quadro

histopatolégico compativel com dermatofitose.

11

Na derme evidencia-se a presengca de um discreto infiltrado inflamatério
perivascular composto por linfécitos. Em um foliculo piloso observa-se a
existéncia de foliculite mural contendo linfécitos, neutréfilos e hifas fungicas.

Quadro histopatolégico compativel com dermatofitose.

12

Presenca de hiperqueratose paraqueratética na camada cornea. Na epiderme
nota-se a presenga de acantose irregular, com area focal de exocitose de
linfécitos. Na derme evidencia-se infiltrados inflamatérios compostos por
linfocitos, plasmoécitos e neutrdfilos, de localizagédo intersticial. Na regido
superficial evidenciam-se ninhos de células escamosas atipicas, com
citoplasmas de tamanhos variados, nucleos arredondados, ovalados e, alguns
hipercromaticos. Em regido adjacente, observa-se a presenga de um infiltrado
inflamatoério composto por linfocitos, plasmdcitos e fibroblastos reativos. Quadro

histopatolégico compativel com Carcinoma de Células Escamosas.

13

Camada cornea com presenga de crostas serocelulares focal, contendo
neutrofilos degenerados, queratina e hiperqueratose orto e paraqueratoética. Na
derme superficial observa-se area focal de fibrose.

14

Na derme evidencia-se a presenca de area focal de fibrose e de infilirado
inflamatério perivascular a intersticial composto por linfécitos, mastdcitos e,

predominantemente, por eosindfilos.
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15

Hiperqueratose ortoqueratética e presenga de parasitas da espécie Notoedres
cati. Na derme evidenciam-se extensas areas de fibrose em faixa superficial e
profunda, com diminuicdo ou até mesmo auséncia de anexos cutaneos, e

discreta quantidade de fibrécitos maturos.

16

continuagéo...
evidenciada a existéncia de um infiltrado inflamatério perivascuiar a intersuciai

Presengca de hiperqueratose ortoqueratdtica. Na derme

composto por neutréfilos, linfocitos, histiocitos, eosindfilos e plasmocitos e na
derme profunda foi observada a presenca de infiltrado inflamatério perivascular

composto por linfdcitos, plasmécitos e neutrofilos.

17

Na epiderme nota-se a presenga de acantose irregular. Na derme superficial
evidenciam-se areas focais de fibrose e, na regido de derme profunda evidencia-
se uma proliferagdo celular epitelial, mal circunscrita, composta células
escamosas atipicas. Estas células se caracterizam por apresentarem
citoplasmas de tamanhos variados, nucleos grandes, arredondados, com
nucléolos evidentes e figuras de mitoses atipicas. Observa-se ainda, a presenca
de infiltrados inflamatérios compostos por neutréfilos. A neoplasia se infiltra em
tecido muscular adjacente. Quando histopatolégico compativel com Carcinoma

de Células Escamosas.

18

Na camada coérnea observa-se a presenga de extensas areas de ulceragao
revestidas por crostas serocelulares densas com grande quantidade de
neutrofilos, queratina, bactérias cocdides e material seroso. Abaixo desta,
evidencia-se proliferagdo celular epitelial, mal circunscrita e composta por
células escamosas. Estas apresentam citoplasmas de tamanhos variados,
nucleos arredondados a ovalados,com nucléolos evidentes e hipercromaticos.
Observa-se ainda a presenca de infiltrados inflamatérios compostos por
linfécitos, mastdcitos, plasmodcitos, neutréfilos e macréfagos. Quadro

histopatolégico compativel com Carcinoma de Células Escamosas.

19

Na camada cérnea observa-se a presenga de hiperqueratose ortoqueratética e
paraqueratética, com presencga de grande quantidade de colbnias bacterianas
cocoides. Na epiderme evidencia-se acantose irregular e exocitose focal de
neutrofilos. Na derme nota-se a presenca de infiltrado inflamatério perivascular a

intersticial composto por neutréfilos, mastécitos e linfocitos.
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20

Na epiderme observa-se a presenga de discreta melanose. Na derme
evidencia-se presenca de infiltrado inflamatério composto por linfocitos e
mastoécitos, de localizagdo perivascular e, areas focais de continuacao...

pigmentar.

21

Epiderme dentro dos padrées de normalidade. Na derme evidencia-se infiltrado

inflamatério composto por linfécitos e mastécitos, de localizagdo perivascular.

22

Epiderme dentro dos padrbes de normalidade. Na derme observa-se fibrose
discreta superficial e uma area de infiltrado inflamatério composto por

macroéfagos e linfocitos.

23

Na epiderme observa-se a existéncia de acantose irregular e difusa. Na derme
evidencia-se a presenca de infiltrado inflamatério composto por linfécitos e

mastdcitos, de localizagao perivascular.

24

Epiderme dentro dos padrées de normalidade. Evidenciou-se a presenca de

mastdcitos e linfécitos em regido perivascular da derme.

25

Epiderme com area focal de exocitose de linfécitos.

26

Epiderme dentro dos padrdées de normalidade. Na derme evidencia-se a
presenca de um infiltrado inflamatério composto por mastécitos e eosindfilos de

localizagao perivascular, além de area focal de discreta fibrose.

27

Epiderme com acantose irregular e exocitose de linfocitos. Os foliculos pilosos
apresentam acantose irregular, hiperqueratose e discreta mucinose em regiao
de parede folicular. Na derme evidencia-se a presencga de infiltrado inflamatdrio
composto por linfocitos, plasmdcitos, histidcitos e mastocitos, de localizagao

perivascular a intersticial.
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