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RESUMO

A leishmaniose visceral canina é uma doenca cronica, sistémica e
imunomediada, com grande importancia para a saude publica. Dentre os principais
sinais clinicos manifestados estéo as lesdes cutaneas, onicogrifose, sinais oculares e
linfadenopatia, podendo ocorrer ainda problemas gastrointestinais, como diarreia
cronica. O objetivo deste estudo foi a deteccéo de Giardia sp. e Cryptosporidium sp.
em caes com infeccdo natural por Leishmania infantum provenientes do Estado de
Pernambuco. Para tanto, material fecal de 47 animais foi processada pela Reacao de
Imunofluorescéncia Direta. A frequéncia de coinfeccdo por Giardia sp. e
Cryptosporidium sp. nas amostras analisadas foi de 12,8% (6/47) e 0% (0/47),
respectivamente; sem, entretanto, associacdo com quadros diarreicos ou histérico de
problemas gastrointestinais com excecdo de um animal. A analise dos dados com
relacdo ao sexo nao revelou diferenca estatisticamente significante. Concluindo, a
giardiase ndo aparenta ter influéncia no cursar da leishmaniose. Este é o primeiro
estudo a relatar coinfec¢cdo por Leishmania infantum e Giardia sp. em caes no
Nordeste brasileiro. Faz-se necessario o desenvolvimento de mais estudos para um
melhor entendimento do perfil parasitolégico dos cées naturalmente infectados por
Leishmania (L.) infantum e a possivel interacao entre suas coinfeccoes.

Palavras-chave: Coinfeccdo; Enteroparasitos; Imunofluorescéncia; Leishmaniose
visceral canina



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is a chronic, systemic and immune-mediated
disease of importance to public health. The main clinical signs manifested by the
disease are cutaneous lesions, onychogryphosis, ocular signs and lymphadenopathy.
Gastrointestinal problems such as diarrhea may also occur. The objective of this study
was to detect Giardia sp. and Cryptosporidium sp. in dogs with natural infection by
Leishmania infantum from the State of Pernambuco. Fecal samples from 47 animals
were processed by Direct Immunofluorescence Reaction. The frequency of co-
infection by Giardia sp. and Cryptosporidium sp. was 2.8% (6/47) and 0% (0/47),
respectively, without association with diarrheal conditions or history of gastrointestinal,
exceptionally by one animal. Data analysis did not reveal a statistically significant
difference related to sex. In conclusion, giardiasis does not appear to influence the
course of leishmaniasis. This is the first study to report co-infection with Leishmania
Leishmania infantum and Giardia sp. in dogs in the Northeast of Brazil. It is necessary.
Further studies are needed to better understand the parasitological profile of dogs
naturally infected by Leishmania (L.) infantum and the possible interaction between
their co-infections.

Keywords:  Canine  visceral leishmaniasis;  Coinfection;  Giardia  sp,;
Immunofluorescence.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca sistémica, crbnica, zoonotica e
potencialmente fatal, causada por protozoarios do género Leishmania (MAXFIELD;
CRANE, 2021).

A distribuicdo da LV no Brasil aumentou muito nas ultimas duas décadas, se
fazendo presente nas 24 unidades federativas do pais. Somente no ano de 2019 foram
confirmados 2.529 novos casos da doenga, sendo registrado uma taxa de letalidade
de 9%, a mais elevada dos ultimos 10 anos. Grande parte dessas ocorréncias se
concentram na regido Nordeste, sendo Pernambuco o quinto estado com mais casos
da regido (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2021).

No Brasil, o cdo domeéstico € o reservatério urbano de L. (L.) infantum
(LAMATTINA et al., 2019) e o surgimento da leishmaniose visceral canina (LVC)
precede a infeccdo do homem em &reas ndo endémicas (BORGES et al., 2014).

Na literatura, ha relatos de coinfeccdo de L. (L.) infantum com patégenos como
Anaplasma sp., Ehrlichia canis, Mycoplasma haemocanis, Rickettsia coronii (ATTIPA
etal., 2018; BAXARIAS et al., 2018), Babesia sp., Hepatozoon sp., Toxoplasma gondii
(ATTIPA et al., 2018; BAXARIAS et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017), Dirofilaria
immitis (MAIA et al., 2016), Demodex sp. (MOZOS et al., 1999), entre outros.

Entretanto, poucos estudos investigaram a coinfecgéo entre L. (L.) infantum e
parasitos gastrointestinais (ANDREOTTI et al., 2006; SALDANHA-ELIAS et al., 2019).
Sauda et al. (2018) ressaltam a relevancia das infecgcdes por estes parasitos,
particularmente aquelas com potencial zoonético, dando destaque a importancia de
se promover a vigilancia parasitoldgica, intervencdes preventivas e tratamento destes
patdgenos para que seja possivel melhorar a saude e bem-estar animal, assim como
reduzir os riscos de transmissdo dessas doencas para humanos.

Por outro lado, Cryptosporidium spp., Cystoisospora spp., Giardia duodenalis e
Strongyloides stercoralis (CERVONE et al., 2019; MONTES; SAWHNEY; BARROS,
2010), podem apresentar perfil oportunista, agravando o quadro clinico apresentado
por doencas primarias e comprometendo ainda mais a qualidade de vida dos animais.

Da mesma forma, alguns helmintos como Ancylostoma caninum, Toxocara
canis, Dipylidium caninum e Trichuris vulpis (KLIMPEL et al., 2010; KOHANSAL et al.,

2017a; OSTERMANN, 2008), apresentam potencial zoonético e sdo muito comuns
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em caes, 0 que aumenta o risco de infeccdo humana devido a coabitacdo no meio
urbano.
Neste contexto, este estudo teve como objetivo a deteccdo de Giardia sp. e

Cryptosporidium sp. em céaes com infeccado natural por Leishmania infantum.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose visceral e leishmaniose visceral canina

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica de carater cronico e
potencialmente fatal quando néo tratada, causada principalmente pelas espécies
Leishmania donovani (velho mundo) e Leishmania (Leishmania) infantum (novo e
velho mundo) (MAXFIELD; CRANE, 2021), havendo relatos de Leishmania major
(KARAMIAN et al, 2007) e Leishmania tropica (ALBORZI; RASOULI;
SHAMSIZADEH, 2006) sendo causadoras eventuais da doenc¢a no velho mundo. Os
agentes causadores de LV sao transmitidos por vetores flebotomineos do género
Phlebotomus (velho mundo) e Lutzomya (novo mundo), acometendo caninos, felinos,
animais silvestres e 0 homem e assumindo um importante papel para a saude publica
(GRIENSVEN; DIRO, 2012; MAXFIELD; CRANE, 2021; SILVA et al., 2014).

Com distribuicdo mundial, se faz presente em 89 paises, particularmente na
Asia, Africa Oriental, regido do Mediterraneo e América do Sul, sendo mais prevalente
nos tropicos (MAXFIELD; CRANE, 2021). E endémica em 13 paises das américas,
dentre os quais se destaca o Brasil, que em 2019 notificou casos humanos
equivalentes a 97% do total de casos registrados no continente (ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2020).

No pais, a doenga passou por um periodo de expansao, migrando rapidamente
das zonas rurais da regido nordeste para as grandes cidades e alcancando quase
todas as unidades federativas, em paralelo a um grande aumento no numero de
casos, assumindo um papel importante para a saude publica. Por esse motivo, ha um
grande interesse da vigilancia sanitaria em pdr em pratica medidas preventivas e
interventivas que visem o controle da disseminagcao da doenca. A¢des essas que se
dividem entre os componentes epidemiolégico, tratamento, diagnéstico, controle de
reservatorio, controle vetorial e educacdo em satde (SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2021).

O céao (Canis lupus familiaris) € considerado o reservatorio urbano da LV no
territério brasileiro, enquanto a raposa (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e
marsupiais (Didelphis albiventris) sdo considerados reservatorios silvestres
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Além disso, a disseminac&o da LV em cées precede

0 surgimento de casos humanos em areas nado-endémicas, sendo importante o
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controle do alastramento da doenca entre essa populacdo (CAMARGO-NEVES;
SPINOLA; LAGE, 2003).

A leishmaniose visceral canina (LVC), causada pela L. infantum, possui uma
ampla distribuicdo, apresentando prevaléncias que variam entre 2,3% e 27% ao redor
do mundo (LAMATTINA et al., 2019; MEDKOUR et al., 2019; MOROSETTI et al.,
2020; RIVAS et al., 2020; SHOKRI; FAKHAR; TESHNIZI, 2017; VITALE et al., 2020).
Na América Latina, foram reportadas prevaléncias semelhantes (FUJISAWA et al.,
2021; LAMATTINA et al.,, 2019; MEDKOUR et al., 2019; RIVAS et al., 2020;
SATRAGNO et al.,, 2017). No Brasil, estudos em areas endémicas demonstram
prevaléncias entre 3,1% a 36,0% (BRITO et al.,, 2016; CARVALHO et al., 2020;
LOPES et al., 2020; MARCILI et al., 2020; MARCONDES; DAY, 2019). Ja na regido
Nordeste, a prevaléncia da infec¢do varia de 2,4% a 42,8% (BRITO et al., 2016;
EVARISTO et al., 2020; KAZIMOTO et al., 2018; LINS et al., 2018; VELOSO et al.,
2021), sendo estes 0s mesmos valores encontrados nas areas endémicas do Estado
de Pernambuco (BRITO et al., 2016; EVARISTO et al., 2020; LINS et al., 2018).

Os estudos acerca da LVC se intensificaram nas ultimas décadas, apés a
descoberta de sua relacdo direta com a doenca em humanos e o consequente
interesse no controle de sua disseminacao (ALVAR et al., 2004). Sabe-se que além
da transmisséo vetorial classica, os caes podem se infectar, ainda que em menor
proporcado, via transfusdo de sangue infectado, transmissédo vertical e de forma
venérea, o que possibilita o surgimento de casos autdctones em areas nao-endémicas
a partir de casos importados, mesmo na auséncia do vetor (FREITAS et al., 2006;
KARKAMO et al., 2014; NAUCKE; LORENTZ, 2012; SVOBODOVA et al., 2017).

No Brasil, 0 Ministério da Saude preconiza um monitoramento ativo por parte
dos 6rgéaos de vigilancia através da realizacéo de inquéritos sorolégicos periddicos na
populacdo canina em areas ndo endémicas cuja presenca do vetor tenha sido
confirmada e em areas com casos confirmados da doenca. Sao recomendadas 0 uso
de duas técnicas sequenciais: o teste rapido, que faz a triagem dos animais negativos,
e 0 Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) que serve como exame
confirmatério dos animais positivos ao teste rapido (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
Os casos confirmados devem ser encaminhados para eutanasia, porém, no caso de
cées domiciliados, o tutor pode optar pela realizacdo de tratamento (MINISTERIO DA
AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2016).
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2.1.1 Ciclo bioldgico

Ao realizar o repasto sanguineo em um humano, canideo ou marsupial
infectado, a fémea de flebotomineo ingere o protozoario na sua forma amastigota.
Uma vez no intestino médio as células ingeridas se rompem, liberando as amastigotas
gue, apos divisao binaria, irdo passar para duas formas de promastigota que por sua
vez se multiplicam e conseguem migrar do intestino até a valvula do estomodeu,
esofago, faringe e cibario. ApOs a migracdo, torna-se possivel identificar
promastigotas metaciclicas (curtas com um flagelo longo), forma infectante do
parasito, que sao injetadas na corrente sanguinea do hospedeiro invertebrado
juntamente com a saliva do vetor durante o préximo repasto sanguineo (Figura 1.). As
promastigotas metaciclicas sdo rapidamente fagocitadas por células monociticas
fagocitarias (geralmente macréfagos) e, uma vez no fagolisossomo, voltam a sua
forma amastigota e se replicam até o rompimento da célula de defesa, sendo entédo
fagocitadas por uma nova célula, 0 que aumenta sucessivamente a carga parasitaria
e encerra o ciclo. Em paralelo, algumas amastigotas se depositam em 06rgaos e
tecidos. Os principais 0rgaos parasitados sdo a medula éssea, baco, linfonodos e

figado, seguido de rins, intestino, pulmdes e pele (NEVES et al., 2016).

Figura 1. Ciclo bioldgico da leishmaniose visceral.
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2.1.2 Imunopatogenia

A LVC é uma doenca crbnica e sua evolucdo depende fortemente da resposta
imune do hospedeiro a presenca da Leishmania sp. no seu organismo (TOEPP;
PETERSEN, 2020). A depender da maneira como o sistema imune é ativado, os sinais
clinicos podem levar de trés meses a sete anos para se fazerem presentes
(SCHIMMING; PINTO E SILVA, 2012).

A manutencdo da forma subclinica da doenca se sustenta no correto
balanceamento entre a agéo da via celular e humoral no combate ao protozoario. A
chave esta na predominancia das respostas de tipo Thl e Th17, capazes de controlar
a multiplicacdo do parasito, e da ativacdo em escala reduzida da resposta Th2 que
leva a uma menor producao de anticorpos. Inicialmente, os linfécitos T CD4" liberam
ligante 2 da quimiocina CXC (CXCL?2), interferon gama (IFN-y), interleucina 3 (IL-3) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que atuam respectivamente na manutencgao,
ativacdo, recrutamento e diferenciacdo dos macrofagos, necessarios para a
eliminacdo da forma amastigota de Leishmania sp. Ao mesmo tempo, essas celulas
ativam em menor escala linfocitos B que por sua vez servem de apresentadores de
antigeno e produzem anticorpos especificos anti-Leishmania em pequena quantidade.
Paralelamente, os linfocitos Th1l7 ajudam no recrutamento de neutrofilos e
macréfagos por meio da liberacdo de interleucina 17 (IL-17) (TOEPP; PETERSEN,
2020).

Com o passar do tempo, a exposi¢cdo prolongada aos antigenos leva a uma
exaustao das células T CD4" que passam a expressar receptores que reduzem sua
propria proliferacédo e, consequentemente, sua atuacado na ativacdo dos macréfagos.
A acao antagobnica da interleucina 10 (IL-10) produzidas pelas células T reguladoras
(Treg) e B, se torna predominante, inibindo a ativacdo de macréfagos, producdo de
espécies reativas de oxigénio usadas para eliminar as amastigotas e também a
proliferacdo de células T CD4". Além disso, os linfécitos B passam a produzir
anticorpos cada vez menos especificos e em maior quantidade, levando a formacao
de imunocomplexos, cuja deposicdo € a principal causa do surgimento de sinais
clinicos, caracterizando o principio da fase sintomatica da doenca (TOEPP;
PETERSEN, 2020).
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2.1.3 Manifestacgdes clinicas

De acordo com a condicao clinica apresentada pelo céo, é possivel classifica-
lo entre assintomatico e sintomatico, sendo importante a realizacdo de um
estadiamento para 0 monitoramento continuo da doenca em caso de tratamento
(JERICO; ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).

Na fase inicial da doenca, costuma-se observar linfadenomegalia e dermatite
papular. J& no estagio moderado, a dermatite descamativa pode se fazer presente,
assim como onicogrifose, ulceragbes, anorexia, perda de peso, febre e epistaxe.
Quando na fase mais avancada, pode ocorrer vasculite, artrite, uveite e
glomerulonefrite. A fase final pode cursar com tromboembolismo pulmonar, sindrome
nefrética e doenga renal em estagio terminal (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Embora lesbes de pele sejam as manifestacbes mais frequentes, alguns
animais podem apresentar outros sinais clinicos de forma mais significativa, ndo
sendo uma regra a presenca dessas lesdes (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Estudos tém tentado elucidar quais fatores influenciam a transi¢ao entre o tipo
de resposta imune predominante no hospedeiro e consequente desenvolvimento da
LVC (BURNHAM et al., 2020; GHARBI et al., 2018; HIDE et al., 2013; SANCHEZ-
ROBERT et al.,, 2008; SOLANO-GALEGO et al., 2000). Fatores genéticos do
hospedeiro parecem estar envolvidos na suscetibilidade a doenga. Sanchez-Robert et
al. (2008) identificaram trés polimorfismos do gene Slcllal (solute carrier family 11la
member 1) relacionados ao desenvolvimento da forma sintomatica da doenca. Este
gene atua como um antiportador de prétons/cations divalentes, que controla a
replicacdo de parasitos intracelulares alterando o ambiente intravacuolar do
fagossomo contendo microrganismos. Outra linha de investigacao € sobre a possivel
influéncia da variabilidade genética do agente infeccioso na evolu¢cdo da doenca
(GHARSBI et al., 2018; HIDE et al., 2013).

2.1.4 Diagndéstico

O diagnostico da LVC pode ser complexo. Os sinais clinicos da doencga sdo
amplos e comuns a outras enfermidades e a presenca de coinfeccdes pode dificultar
o diagnéstico diferencial. Aléem disso, as altera¢des laboratoriais encontradas séo
inespecificas, podendo se apresentar também em outras condi¢cfes. Portanto, pode-

se fazer necessario aliar a analise clinico-patoldgica a realizagéo de diferentes testes
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de diagnéstico e diagnéstico diferencial, sendo necessario avaliar caso a caso
(SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011). Os diferentes testes disponiveis para a
confirmacdo da suspeita de LVC se enquadram em trés categorias: 0s parasitologicos,
sorologicos e moleculares.

O teste parasitoldgico € o padrao-ouro para a detec¢do da infec¢do, no qual se
visibiliza a forma amastigota de Leishmania sp. em esfregaco, realizado mediante
puncdo de medula éssea, aspirado de linfonodo, hepético, esplénico, escarificacdo de
pele e biopsia de pele (MINISTERIO DA SAUDE, 2019; SCHIMMING; PINTO E
SILVA, 2012; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Todavia, a sua baixa sensibilidade em
relacdo a outros métodos e a necessidade de experiéncia para a identificacdo dos
parasitos sdo algumas de suas desvantagens (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Os testes sorologicos se baseiam na deteccdo de anticorpos especificos
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Sdo mais sensiveis que 0s testes parasitoldgicos,
embora estejam sujeitos a reacdes cruzadas (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). S&o
0s exames de escolha para a efetuacdo do inquérito sorolégico censitario em caes
preconizado pelo Ministério da Saude (MS) como parte das ac¢des de controle e
prevencdo da disseminacao da LVC no Brasil, sendo recomendada a utilizacdo do
teste rapido para a triagem dos animais negativos e do ELISA como confirmatério de
casos positivos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Os testes moleculares, através da identificacdo de trechos especificos de DNA
do parasito ainda que em pequena quantidade, possibilitam um diagndstico altamente
sensivel e acurado (BERNARDI, 2020; RAMOS et al., 2013). A principal técnica
pertencente a esse grupo é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que pode ser
usada para identificar o agente parasitario antes mesmo de ocorrer a soroconversao.
Uma das suas variacdes, a Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR),
possibilita ainda a quantificacdo da carga parasitaria do individuo (BERNARDI, 2020).
Porém, os testes séo passiveis de resultados falso positivos devido a contaminacao
por DNA (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

2.1.5 Coinfeccgoes

Na literatura, ha diversos relatos de casos de infeccdo concomitante entre
Leishmania sp. e outros parasitos (ATTIPA et al., 2018; BAXARIAS et al., 2018; MAIA
etal., 2016; MOZOS et al., 1999).
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Um estudo do sul de Portugal avaliou a frequéncia de coinfec¢cdes em caes
entre L. infantum e D. immitis, encontrando uma taxa de 8,3% (MAIA et al., 2016). No
Brasil, Cardinot et al., (2016) documentaram a ocorréncia de coinfeccao entre a L.
infantum e Ehrlichia canis, Babesia vogeli e Toxoplasma gondii por meio da
identificacdo do DNA desses patégenos em amostras de tecido cerebral de cées de
Aracatuba/SP. Segundo Attipa et al. (2018), animais com LVC tém 12 vezes mais
chances de terem coinfec¢ao por E. canis que os sadios (OR = 12,4; 95% IC = 1,5-
106,0; p = 0,022). Por outro lado, a coinfeccéo por Dioctophyme renale em um céo de
guatro anos com L. infantum foi reportada por Oliveira et al. (2019) no Rio de Janeiro
— Brasil.

Contudo, é importante ressaltar que a concomitancia de infec¢gdes nédo implica
necessariamente na existéncia de uma relacéo e/ou interagdo entre essas mesmas
infeccoes.

Em uma pesquisa realizada em Campo Grande/Mato Grosso do Sul, Andreotti
et al. (2006) compararam um grupo de caes positivos para L. infantum com um de
cdes saudaveis considerando a soroprevaléncia de Neospora caninum averiguada
nesses grupos amostrais, ndo encontrando correlacéo entre eles (3> = 0,21; p = 0,64)
a despeito de a coinfeccao por esses dois parasitos ser comum na regiao.

Por outro lado, um estudo de caso-controle com 82 animais testou a presenca
de anticorpos contra E. canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia conorii e
Bartonella henselae, concluindo que além de o grupo com LVC ter mais chances de
apresentar coinfecgéo por pelo menos um dos agentes testados (OR =5,7; 95% IC =
1-35; p = 0,036), a presenca de cada uma das infec¢cdes concomitantes se mostrou
diretamente relacionada a manifestacdo de sinais clinicopatologicos especificos
(BAXARIAS et al., 2018).

Da mesma forma, um caso de trés caes acometidos por leishmaniose e
demodicose generalizada foi atribuido a acdo imunossupressora da Leishmania sp.,
gue ao reduzir drasticamente a presenca de linfocitos T no infiltrado granulomatoso e
perifolicular causados pela demodicose, atuaria como um fator predisponente a
generalizacao da infeccao de pele (MOZOS et al., 1999).

Parasitoses gastrointestinais também ja foram detectadas em concomitancia
com LVC, embora poucos trabalhos abordem esse tema. Saldanha-Elias et al. (2019)
ivestigaram caes de rua dos arredores de Belo Horizonte/Minas Gerais e observaram

coinfec¢des entre Leishmania sp. e A. caninum, Ancylostoma braziliense, D. caninum,
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T. vulpis e G. duodenalis, observando correlacado entre a positividade em sorologia
para Leishmania sp. e a presenca de D. caninum.

Outro aspecto importante das coinfec¢cdes € que alguns de seus agentes
etiol6gicos possuem potencial zoonético, sendo de extrema importancia a promocao
da vigilancia parasitolégica, de intervencfes preventivas e tratamento destes
patégenos (BIANCARDI; CURI, 2014; DOLTRARIO et al., 2018; LOZANO GOMEZ;
MARIN CASAJUS; OBON AZUARA, 2020; HING et al., 2019; JERICO; ANDRADE
NETO; KOGIKA, 2015; OLIVEIRA, 2018; OTRANTO et al., 2011; PEREZ et al., 2006;
SAUDA et al., 2018).

2.2 Parasitos gastrointestinais em caes

As enteroparasitoses em caes possuem uma distribuicdo cosmopolita e sdo
causadas principalmente por helmintos e protozoarios (STANKOVIC et al., 2012). No
Brasil, os parasitos gastrointestinais que mais infectam cdes e gatos sdo o0s
nematddeos dos géneros Ancylostoma, Toxocara, Trichuris, e Strongyloides, seguido
do cestédeo do género Dipylidium, todos possuindo potencial zoonético (JERICO;
ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015; OLIVEIRA, 2018).

Entre os protozoarios entéricos de caes, os mais estudados sao os dos géneros
Giardia e Cryptosporidium, que possuem potencial zoonético, estando entre o0s
principais responsaveis por quadros de diarreia persistente em humanos (DUPONT,
2016). Giardia sp. tem carater ndo invasivo por permanecer aderida ao epitélio
intestinal sem penetrar nos tecidos e apresenta uma prevaléncia variada entre os
caninos, influenciada, entre outros fatores, pela idade do animal, se ele é ou ndo
domiciliado, pela presenca ou ndo de sinais clinicos e pelo método de diagnostico
empregado (BOUZID et al., 2015). Acomete principalmente filhotes, podendo causar
uma sindrome de ma absor¢éo e digestdo devido a reducdo da area de absor¢ao
intestinal derivada do encurtamento das microvilosidades dos enterécitos (JERICO:;
ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).

Por outro lado, Cryptosporidium sp. € considerado um parasito minimamente
invasivo por ndo penetrar nas células constituintes das camadas mais profundas da
mucosa intestinal (MIYAMOTO; ECKMANN, 2015). A criptosporidiose causa perda da
superficie absortiva e transporte desequilibrado de nutrientes, levando a um quadro
de diarreia por ma absorcdo (JERICO; ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).
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2.2.1 Patdgenos gastrointestinais de caes com perfil oportunista

A imunossupressdo é um fator predisponente para o estabelecimento de
infec¢Bes secundarias, por vezes com carater oportunista (CERVONE et al., 2019).
Porém poucos estudos abordam casos de infec¢do oportunista em cédes (CERVONE
et al., 2019; FRY et al., 2009; GREVOT et al., 2005; LEGNANI et al., 2016; MCATEE
et al.,, 2017; PERRUCCI et al., 2017; WEBB et al., 2005), dos quais, apenas um se
concentra em infeccbes por parasitos gastrointestinais. Em um estudo de caso-
controle, Cervone et al. (2019) investigaram as fezes de cédes acometidos por linfoma
multicéntrico de alto grau de malignidade no momento do diagnostico e apds o inicio
da quimioterapia, comparando os seus resultados com os de um grupo sadio. Foram
encontrados ancilostomideos, Cryptosporidium spp., complexo Cystoisospora
ohioensis, Entamoeba sp., G. duodenalis, Spirocerca lupi e T. canis, sendo os agentes
Cryptosporidium spp., complexo C. ohioensis, Entamoeba sp. e S. lupi encontrados
apenas no grupo com linfoma. Apesar de ndo terem observado diferenca no indice
total de coinfeccfes entre o grupo doente e o controle, 0s autores averiguaram que 0
primeiro grupo apresentava uma taxa significativamente maior de coinfecgédo por
protozoarios que o segundo. No grupo com linfoma a proporcdo encontrada de
coinfecgdo por protozoarios em relacdo a de helmintos também foi maior, tanto nas
amostras colhidas no momento do diagnéstico quanto apdés o inicio da quimioterapia.
Além disso, algumas espécies de protozoarios identificados no grupo s6é foram
visibilizadas em amostras colhidas apds o inicio do tratamento, sendo esses fatores

indicios de acdo oportunista.

2.2.2 Métodos de diagndstico de parasitos gastrointestinais em caes

Se enquadram em trés grandes grupos, que sdo 0s métodos parasitologicos,
imunolégicos e moleculares, podendo ser utilizados de forma isolada ou em
associagdo (BOUZID et al., 2015; JERICO; ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015;
OLIVEIRA-ARBEX et al., 2017).

Os métodos parasitolégicos sdo de baixo custo e muito utilizados na rotina
laboratorial (FERNANDES et al., 2008; KLIMPEL et al., 2010; SEVA et al., 2018;
TORRICO et al., 2008), se dividindo em técnicas de sedimentacdo e flutuacédo e

podendo ou ndo passar por etapas de centrifugacao (FAUST et al., 1939; LUTZ, 1919;



22

NEVES etal., 2016; RITCHIE, 1948; RUGAI; MATTOS; BRISOLA, 1954; SHEATHER,
1923). A identificacdo direta de estruturas parasitarias nas fezes é responsavel pela
alta especificidade desses testes, porém quanto a sensibilidade, ha uma divergéncia
sobre a sua eficiéncia ser inferior ou semelhante a de outras formas de diagnostico
(BOUZID et al., 2015; LIMA et al., 2015; LITTLE et al., 2019).

Recentemente, o FLOTAC®, técnica baseada no método de centrifugo-
flutuacdo, tem se mostrado promissor por ser mais sensivel que técnicas
parasitologicas tradicionais e apresentar alta precisdo e exatiddo de resultados, que
sdo quantitativos (CRINGOLI et al., 2010; LIMA et al., 2015), sendo equiparavel
inclusive a testes imunologicos (PEPE et al., 2019).

Dentre os métodos imunolégicos, os mais utilizados para diagnéstico de
enteroparasitoses sao o teste de ELISA e a Reacao de Imunofluorescéncia, podendo
também ser usados os testes imunocromatogréaficos. A imunofluorescéncia possibilita
uma melhor identificac@o de cistos e oocistos, sendo padrao-ouro para o diagndstico
de Giardia sp. (PEPE et al., 2019).

Quanto aos métodos moleculares, trazem a vantagem de possibilitar a
identificacdo do parasito a nivel de espécie e subespécie, proporcionando uma maior
precisdo diagnéstica. Apresenta uma alta sensibilidade, identificando pequenas
guantidades de material genético. Além de auxiliar na clinica, possui aplicabilidade na
farmacologia e na elucidagédo de aspectos epidemiolégicos (MOHD-SHAHARUDDIN
et al.,, 2019; TRAUB et al., 2004), tendo sido empregado em diversos estudos
(BEUGNET et al., 2014; COLLI et al., 2015; KOHANSAL et al., 2017b; OLIVEIRA-
ARBEX et al., 2017; OTTO et al., 2008; SUGANYA et al., 2019; THAKUR; JOSHI;
KAUR, 2020).
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Identificar patdégenos gastrointestinais oportunistas em caes com infeccao
natural por Leishmania (L.) infantum.

4.2 Objetivos especificos

Determinar a frequéncia de Giardia sp. e Cryptosporidium sp. em cédes com

infecgao natural por Leishmania (L.) infantum;

Determinar a existéncia de relacdo entre a presenca de infeccdo por Giardia

sp. e Cryptosporidium sp. e o parasitismo por Leishmania (L.) infantum em cées.
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COINFECCAO POR Giardia sp. E Cryptosporidium sp. EM CAES COM
LEISHMANIOSE VISCERAL PROVENIENTES DO ESTADO DE PERNAMBUCO

RESUMO

A leishmaniose visceral canina é uma doenca crénica e sistémica, considerada uma
doenca imunomediada. Clinicamente os caes infectados apresentam lesfes
cutaneas, onicogrifose, sinais oculares, linfadenopatia e problemas gastrointestinais,
entre outros. Entretanto, a giardiase e criptosporidiose sdo doencas parasitarias
caracterizadas por diarreia e dificuldade de digestdao e absorcdo de nutrientes. O
objetivo deste estudo foi avaliar a coinfeccao por Giardia sp. e Cryptosporidium sp.
em caes com diagnostico positivo para leishmaniose visceral canina (LVC)
provenientes do Estado de Pernambuco. Para tanto, material fecal de 47 animais com
LVC foi processado pela Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RIFD). A frequéncia
de coinfeccao por Giardia sp. e Cryptosporidium sp. nas amostras analisadas foi de
12,8% (6/47) e 0% (0/47), respectivamente; sem, entretanto, associagao com quadros
diarreicos ou histdrico de problemas gastrointestinais, com excec¢do de um animal. A
andlise dos dados ndo evidenciou diferenga estatisticamente significante na
coinfecgéo para Giardia sp. em relacdo ao sexo e raga dos animais. Este é o primeiro
estudo a relatar coinfec¢cdo por Leishmania Leishmania infantum e Giardia sp. em
cées no Nordeste brasileiro.

Palavras-chave: Coinfeccéo; Giardiase; Leishmania Leishmania infantum; Reacao de
imunofluorescéncia direta
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca cronica e sistémica, de
distribuicdo mundial, causada por protozoarios pertencentes ao género Leishmania,
familia Trypanosomatidae e presente notadamente nos tropicos e sendo transmitida
nas américas por flebotomineos do género Lutzomyia (SECRETARIA DE VIGILANCIA
EM SAUDE, 2021).

A LVC é considerada uma doenca imunomediada devido ao seu
desenvolvimento depender fortemente da reposta imune a presenca de Leishmania
sp. primariamente na corrente sanguinea do hospedeiro, podendo se manter
assintomatica por longos anos (SCHIMMING; PINTO E SILVA, 2012; TOEPP;
PETERSEN, 2020). A manutencdo da forma subclinica da doenca se sustenta na
continuidade de um delicado equilibrio entre a ativacdo da via celular e humoral no
processo inflamatério. As respostas Thl e Th1l7 séo protetoras, capazes de controlar
a proliferacdo do protozoario, enquanto a resposta Th2 favorece a manifestacoes
clinicas devido a inibicdo da ativacdo de macrofagos e formacao de imunocomplexos
(TOEPP; PETERSEN, 2020).

Dentre os principais sinais clinicos presentes na forma sintomatica, estdo as
lesdes cutaneas (alopecia e dermatites), onicogrifose, sinais oculares e linfadenopatia
(SOLANO-GALLEGO et al, 2011), podendo também ocorrer problemas
gastrointestinais como diarreia sanguinolenta e/ou mucoide (JERICO; ANDRADE
NETO; KOGIKA, 2015). H4 registro de um quadro crénico de diarreia em um céo da
Inglaterra, sem outra causa aparente que nao a propria LVC (WARD et al., 2019).

Ha relatos de correlagdo entre a LVC e outros patdgenos, principalmente
hemoparasitos (ATTIPA et al., 2018; BAXARIAS et al., 2018; MOZOS et al., 1999;
OLIVEIRA et al., 2017), contudo poucos trabalhos abordam a sua possivel correlacéo
com parasitos gastrointestinais (ANDREOTTI et al., 2006). Além disso, alguns
parasitos gastrointestinais, como Cryptosporidium spp., complexo Cystoisospora
ohioensis, Entamoeba sp., Giardia duodenalis e Spirocerca lupi podem apresentar
perfil oportunista (CERVONE et al., 2019).

Por outro lado, a giardiase é uma doenca intestinal importante tanto para a
clinica veterinaria quanto para a saude publica, devido ao seu potencial zoonético
(DUPONT, 2016). A principal forma de infeccdo por Giardia sp. é fecall/oral, pelo

consumo de agua ou alimentos contaminados com cistos do parasito (ANKARKLEV
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et al.,, 2010; NEVES et al., 2016; RAZA et al.,, 2018). Pode ocorrer também a
transmissao por vetores mecanicos como moscas, baratas e escaravelhos (ADENUSI;
AKINYEMI; AKINSANYA, 2018; CONN et al.,, 2006; GETACHEW et al., 2007,
GRACZYK; KNIGNT; TAMAN, 2005; PATEL et al., 2022). Estudos demostram que a
giardiase possui a¢do imunomoduladora e, em alguns casos, é capaz de causar
alteracoes significativas na microbiota intestinal e interferir na resposta inflamatoria
local, havendo indicios de que também possa promover efeitos sistémicos como a
reducdo dos niveis séricos de proteina C reativa (COTTON; AMAT; BURET, 2015;
FEKETE et al., 2021). O cursar da doenca pode se dar de maneira sintomética ou
assintomatica (BOUZID et al., 2015; MIYAMOTO; ECKMANN, 2015; RAZA et al.,
2018) e em cées, o principal sinal clinico é a diarreia, que pode ser aguda ou cronica,
autolimitante e intermitente, ou continua, podendo apresentar, nos casos mais graves,
um quadro severo de enterite que, por sua vez, pode levar a uma esteatorreia, perda
de peso e atraso no crescimento (RAZA et al., 2018).

Em paralelo, Cryptosporidium sp. € um protozoario de perfil zoonético, sendo
uma das principais causas de diarreia em humanos e animais. A infecgdo também é
fecal/oral e se da principalmente pelo consumo de 4gua contaminada com oocistos
(MYIAMOTO; ECKMANN, 2015). O processo infeccioso pode ser assintomatico ou
levar a quadros de diarreia intermitente por ma absorcédo (JERICO; ANDRADE NETO;
KOGIKA, 2015).

Neste contexto, o objetivo deste estudo consistiu em investigar a presenca de
coinfecgéo por Giardia sp. e Cryptosporidium sp. em cédes com LV provenientes do

Estado de Pernambuco.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, obtendo aprovacéo mediante o protocolo
CEUA n° 4624270520.

2.2 Obtencéo de amostras
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Amostras de fezes foram coletadas, imediatamente ap6s a sua emisséo (n =
45) e diretamente da ampola retal (n = 2), de 47 animais domiciliados provenientes da
Regido Metropolitana do Recife e Municipio de Caruaru com diagnéstico positivo para
leishmaniose visceral canina mediante a visualizacdo de L. (L) infantum na sua forma
amastigota em estiraco de medula, independentemente de raga, sexo ou idade. As
fezes frescas foram conservadas em formalina 10% e acondicionadas a uma

temperatura de 2~8°C até o momento do processamento.

2.3 Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RIFD)

As amostras fecais previamente conservadas foram processadas utilizando o
kit comercial Merifluor® Cryptosporidium/Giardia (Bioscience), seguindo as instrucées
do fabricante. As laminas foram observadas ao microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX41) com objetiva de 40x para a identificagdo de eventuais oocistos e
cistos de acordo com a morfologia, tamanho e padrdo de intensidade da

imunofluorescéncia em relagdo ao controle positivo fornecido pelo kit (Figura 1).

2.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste Exato de Fisher,
considerando uma margem de erro de 5%. O software BioEstat versao 5.3 foi utilizado
para as analises (AYRES et al., 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos animais avaliados, 59,6% (28/47) eram machos e 40,4% (19/47) eram
fémeas, distribuidos em uma faixa etaria de trés meses a treze anos, dos quais
25,53% (12/47) eram de raca, enquanto 72,34% (34/47) nao possuiam raca definida
e 2,1% (1/47) nao foi informado.

De acordo com a RIFD, 12,8% dos animais (6/47) foram positivos para Giardia
sp., divididos igualmente entre os sexos e nao diferindo estatisticamente (p = 0,6739).
Houve uma predominancia de positividade para os animais sem raca definida (66,7%;
4/6) em relacdo aos de raca (33,3%; 2/6), entretanto também nao foi verificado
diferenca entre os grupos (p = 0,6405). Em contrapartida, nenhum animal (0/47) foi

positivo para Cryptosporidium sp.
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A frequéncia total de positivos verificada para Giardia sp. (12,8%) esta abaixo
da encontrada por Saldanha-Elias et al. (2019), que detectaram 24,7% (23/93) de
amostras positivas para parasitos gastrointestinais em cées recolhidos em area
urbana de Belo Horizonte, dos quais 80,6 (75/93) foram positivos para Leishmania
infantum em sorologia. Porém, os autores ndo deixam claro qual a proporcdo de
animais coinfectados por ambos os agentes. Além disso, a medida em que o trabalho
citado incluiu apenas caes de rua, o presente estudo avaliou predominantemente caes
domiciliados (45/47). Ha estudos na literatura que afirmam que cées abandonados ou
mantidos em canis possuem mais chances de serem positivos para o parasito que
cdes domésticos (BOUZID et al., 2015; KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007).

Figura 1. Cistos de Giardia sp. Rea¢do de Imunofluorescéncia Direta.

A LVC na sua forma sintomética causa diversas manifesta¢cdes clinicas, parte
delas devido a formacéo de imunocomplexos que se depositam em 6rgéaos e tecidos
(TOEPP; PETERSEN, 2020), sendo hiperglonulinemia, linfadenomegalia
generalizada, esplenomegalia, dermatite (esfoliativa, ulcerativa, nodular, papular e/ou
pustular), onicogrifose, uveite, epistaxe, problemas renais, articulares e neuroldgicos
algumas delas (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011). Pode também causar sinais
gastrointestinais, como diarreia crénica (WARD et al., 2019). J4 a infec¢céo por Giardia
sp. pode tanto ter uma evolucdo assintomatica, como levar a quadros de diarreia, que
podem ser intermitentes ou crénicos (BALLWEBER et al., 2010).



38

No presente estudo, nenhum dos animais coinfectados apresentava fezes
diarreicas e apenas um apresentou registro de episédios diarreicos nos dias anteriores
a coleta.

Os dados obtidos sugerem que a infeccdo por Giardia sp. ndo apresenta
relagdo com a evolucdo da LVC, embora dados mais robustos fossem necessarios
para a realizacdo de testes de significancia. Esta interpretacdo estaria em
concordancia com os resultados encontrados por Tajebe et al. (2017), que ao
comparar em um estudo de corte transversal o quadro clinico, parasitemia e
resultados de exames laboratoriais de pacientes humanos positivos para leishmaniose
visceral coinfectados por enteroparasitos (29/60) com os de pacientes positivos sem

coinfeccédo (31/60), ndo encontraram diferenca entre 0s grupos.

4 CONCLUSAO

O presente estudo ndo demonstrou nenhuma atuacao por parte da giardiase
na evolugdo da LVC. Porém, € importante destacar que este é o primeiro estudo a
relatar coinfeccéo por L. (L.) infantum e Giardia spp. em cées no Nordeste brasileiro e
gue a presenca desses casos ressalta a importancia de se realizar uma investigacao
ativa e diagnostico acurado dessas infec¢des tendo em vista o papel desempenhado
pelo cdo como reservatério para ambos os parasitos, entrando no contexto de saude

publica.
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