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“Porque o mundo te queima vérias vezes, vocé
sacode as cinzas e entra no proximo incéndio,
sabendo que o fogo nunca chegard ao seu
amago.”

The Great
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RESUMO

Cytauxzoon brasiliensis EM GATOS DOMESTICOS NO DISTRITO FEDERAL,
BRASIL

Liliane Maria do Rosario Batista', Giane Regina Paludo?
Médica Veterinaria/Mestranda em Ciéncias Animais — PPG/UnB — Brasilia/DF

2 Médica Veterinaria/Doutora — UnB — Brasilia/DF

Cytauxzoon spp. (Apicomplexa: Piroplasmida) é um protozoario transmitido pela picada
do carrapato durante o repasto alimentar, infectando felinos domésticos e silvestres em
todo o mundo. Possui um ciclo de biologico complexo, sendo dividido em duas fases nos
felinos: fase tecidual, associada aos quadros mais graves da cytauxzoonose, € que pode
levar ao 6bito do animal; e a fase eritrocitarias, associada aos quadros cronicos da
infeccdo. No Brasil, infecgdes por Cytauxzoon spp. ocorrem em felinos silvestres e
domésticos, com a maioria dos estudos demonstrando maiores ocorréncias em felinos
silvestres. Este trabalho teve como objetivo identificar a espécie de Cytauxzoon infectante
em felinos domésticos no Distrito Federal, correlacionando-a com as alteragdes
hematolédgicas e coinfec¢des. Foram analisadas 68 amostras de animais anémicos e 11
amostras do banco de DNA do laboratdrio. As amostras foram submetidas a hemograma
e PCR para os genes 18S rDNA e Cytb. As amostras dos animais anémicos positivos para
o gene 18S rDNA dos piroplasmideos foram submetidas a PCR para hemoplasma, FIV e
FeLV. Dez amostras positivas nas PCRs foram sequenciadas e analisadas
filogeneticamente, demonstrando que os animais estavam infectados pelas espécies
Cytauxzoon brasiliensis e Babesia vogeli. Foi observado que, dos 24 animais anémicos
positivos para infec¢do por Cytauxzoon spp., 58,33% (14/24) apresentavam coinfecgdes,
sendo 33,33% (8/24) por hemoplasmas, 41,67% (10/24) por FeLV e 8,33% (2/24) por
FIV. A avaliagdo hematoldgica foi diferente (P < 0,05) apenas nos animais com coinfec¢ao
por dois ou mais patogenos. Nao foram observadas altera¢cdes hematoldgicas nas amostras
do grupo do Banco de DNA, e identifica¢dao da infec¢do foi um achado laboratorial. O
Cytauxzoon brasiliensis ¢ a espécie infectante dos gatos domésticos no Distrito Federal,
causando poucas alteragdes hematologicas.

Palavras chaves: Cytauxzoonose, felinos domésticos, anemia, diagnostico, PCR
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ABSTRACT

Cytauxzoon brasiliensis IN DOMESTIC CATS FROM FEDERAL DISTRICT,
BRAZIL

Cytauxzoon spp. (Apicomplexa: Piroplasmida) é um protozoario transmitido por meio da
picada de carrapatos durante o repasto sanguineo, infectando felideos domésticos e
selvagens em todo o mundo. Possui um ciclo bioldégico complexo, dividido em duas fases
nos felideos: a fase tecidual, associada aos casos mais graves de citauxzoonose, podendo
levar ao 6bito do animal; e a fase eritrocitica, relacionada a casos cronicos da infecgao.
No Brasil, infec¢des por Cytauxzoon spp. ocorrem em felideos selvagens e domésticos,
sendo que a maioria dos estudos demonstra maior ocorréncia em felideos selvagens. O
presente estudo teve como objetivo identificar a espécie de Cytauxzoon infectando
felideos domésticos no Distrito Federal, correlacionando-a com alteragdes hematologicas
e coinfecgdes. Foram analisadas 68 amostras de animais anémicos e 11 amostras
provenientes do banco de DNA do laboratorio. As amostras foram submetidas a avaliacao
hemograma completa e a PCR para os genes 18S rDNA e Cytb. Amostras de animais
anémicos positivas para o gene 18S rDNA de piroplasmideos foram também submetidas
a PCR para hemoplasmas, FIV e FeLV. Dez amostras positivas nas PCRs foram
sequenciadas e analisadas filogeneticamente, demonstrando que os animais estavam
infectados pelas espécies Cytauxzoon brasiliensis e Babesia vogeli. Observou-se que,
dentre os 24 animais anémicos positivos para infeccdo por Cytauxzoon spp., 58,33%
(14/24) apresentavam coinfecgdes, sendo 33,33% (8/24) por hemoplasmas, 41,67%
(10/24) por FeLV e 8,33% (2/24) por FIV. A avaliacdo hematologica apresentou diferenca
significativa (P < 0,05) apenas em animais com coinfec¢ao por dois ou mais patogenos.
Nao foram observadas alteracdes hematoldgicas nas amostras provenientes do grupo do
banco de DNA, sendo a identificacdo da infec¢do um achado laboratorial. Conclui-se que
Cytauxzoon brasiliensis € a espécie que infecta gatos domésticos no Distrito Federal,
causando poucas alteragdes hematoldgicas.

Key Words: Cytauxzoonosis, domestic felines, anemia, diagnosis, PCR



LISTAS DE FIGURAS

Capitulo 1

Figura 1: Ciclo biologico do Cytauxzoomn SPP. ......ccveeeeeeveenveecreeneeeieeneeennenn
Capitulo 2

Figura 1: Resultado da PCR para o gene GAPDH .........cccocoiviiiinieciienien.
Figura 2: Resultado da PCR para o gene 18S de piroplasmideos utilizando
os oligonucleotideos CY7548R, CY7549F, CYSSUR4 E CYSSUF2 .............
Figura 3: Arvore filogenética circular de méxima verossimilhanca do
género Cytauxzoon, com base em sequencias de nucleotideos de 18S rRNA
(n = 126; 1.070 pb). A arvore foi enraizada utilizando Hepatozoon sp.
(MHG615006) COMO ZrupO EXLEINO ..cuvvveeeuerieeiiieeiieeeireeeiieeeieeesieeesneeesneeenns
Figura 4: Arvore filogenética de maxima verossimilhanga do género
Cytauxzoon, com base em sequencias de nucleotideos de 18S rRNA (n=126;
1.070 pb), na forma regular ¢ com clados colapsados para facilitar a
visualizacdo das espécies do clado brasileiro. A arvore foi enraizada
utilizando Hepatozoon sp. (MH615006) como grupo externo ...........c.ceeeeveeenes

Xiii

Paginas
7

32

36



LISTAS DE TABELAS E QUADROS

Capitulo 2

Tabela 1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR.
Tabela 2: Numero total e porcentagem de animais positivos € negativos em
cada PCR realizadas com os animais dos grupos do Banco de DNA e Animais
ANCINICOS ..ttt ettt ettt et ettt e bt e et e e s bt e e st e e bt e e bt enbeeenbeebeeenbeennes
Tabela 3: Resultados das identidades de alinhamento das amostras
sequenciadas positivas para piroplasmideos e comparadas com outras
amostras depositadas no GenBank .............ccccceeviiiiiiiiiiiiiiin e,
Tabela 4: Médias e desvio padrao dos parametros hematoldgicos dos animais
positivos e negativos para o gene 18S rDNA do grupo dos gatos anémicos do
1aboratorio OHV ....eoiiiiiiecee et
Tabela 5: Resultados das PCR para coinfec¢ao por hemoplasma, FeLV e FIV
dos gatos anémicos positivos no gene 18S IDNA .........ccceeeeieeeceeeeiee e,
Tabela 6: Médias e desvio padrao dos pardmetros hematoldgicos dos animais
com e sem coinfec¢des e de cada coinfecgao do grupo dos gatos anémicos do
1aboratorio OHV .....oooiiiiiiiiiiieee e

Xiv

Paginas
29

39

42



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

°C: Graus Celsius

pL: Microlitros

pum: Micrometros

uMol: micromol

ALT: Alanina aminotransferase

AST: Aspartato aminotransferase

CHCM: Concentracao de hemoglobina corpuscular média
CID: Coagulagdo intravascular disseminada
COX3: Citocromo C oxidase subunidade III
Cytb: Citocromo B

DF: Distrito Federal

DNA: Acido desoxirribonucleico

dNTP: Desoxinucleotideos

EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético
EUA: Estados Unidos da América

FeLV: Virus da Leucemia Felina

FIV: Virus da Imunodeficiéncia Felina

Gag: Antigeno de grupo especifico
GAPDH: Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
IFI: Imunofluorescéncia Indireta

ITS1: Espaco de Transcri¢ao Interna 1
ITS2: Espaco de Transcri¢ao Interna 2

Kg: Quilograma

LTR: Repeticdes terminais longas

Mg: Miligrama

MgCl,: Cloreto de magnésio

mM: Milimolar

XV



XVi

ng: Nanograma

OHYV: Laboratdrio One Health Veterinary

pb: Pares de base

PCR: Reagdo de polimerase em cadeia

Pdad: Pesquisa Distrital por Amostras de Domicilios
pmol: Picomol

PPT: Proteinas plasmaticas totais

g8h: A cada 8 horas

rDNA: Acido desoxirribonucleico ribossomal
rRNA: Acido ribonucleico ribossomal

SEMA/DF: Secretéria de Estado do Meio Ambiente do Distrito Federal
sp.: Espécie

spp.: Espécies

UNB: Universidade de Brasilia

USA: United States of America

VCM: Volume corpuscular médio

VG: Volume globular

VO: Via oral



CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUCAO

A populacao mundial de gatos esta estimada em mais de 600 milhdes, sendo que, no
Brasil, essa populacao foi estimada em aproximadamente 30 milhdes (PANAIT et al.,
2021; ABINPET, 2024). Considerando o aumento desses animais nos lares e nas ruas,
bem como a variabilidade climatica, demografica e comportamental, a identificacdo de
agentes infecciosos e potenciais vetores torna-se cada vez mais importante (DIAZ-
REGANON et al., 2017; MAGGI & KRAMER, 2019).

Cytauxzoon spp. (Piroplasmida: Theileriidae) ¢ um importante agente infeccioso
em felinos e ainda pouco estudado. Infecgdes por esse hemoprotozoario vem sendo
reportadas em diversos paises do mundo, embora a maioria dos casos em gatos
domésticos seja relatada nos Estados Unidos. Os felinos silvestres, como o lince, sdo
considerados os reservatorios. No Brasil, infecgdes por Cytauxzoon spp. ocorrem em
felinos silvestres e domésticos, com a maioria dos estudos demonstrando maiores
ocorréncias em felinos silvestres (JAKOB & WESEMEIER, 1996; KETZ-RILEY et al.,
2003; ANDRE et al., 2009; GALLUSOVA et al., 2016; JALOVECKA et al., 2018;
GONCALVES et al., 2021; PANAIT et al., 2021; ANDRE et al., 2022).

Cytauxzoon spp. possui um ciclo de bioldégico complexo, apresentando duas fases
no hospedeiro invertebrado (assexuada e sexuada) e uma fase assexuada no hospedeiro
vertebrado. A fase assexuada nos felinos compreende uma fase tecidual, associada aos
quadros mais graves da cytauxzoonose, em que o gato pode apresentar sinais
inespecificos, como febre, inapeténcia, letargia, depressdao e, em casos mais graves,
faléncia de multiplos 6rgaos devido a obstru¢des vasculares causadas por macréfagos
infectados, podendo resultar na morte do animal; e a fase eritrocitaria, associada aos
quadros cronicos da infec¢ao (REGANON et al., 2017; HARTLEY et al., 2020; DIAZ-
RAIMUNDO et al., 2021; ANDRE et al., 2022). Apesar do ciclo biolégico ainda néo ser
completamente compreendido, sabe-se que a transmissao desse hemoprotozoario ocorre
pela picada de carrapato (JAKOB & WESEMEIER, 1996; ANDRE et al.,, 2009;
GALLUSOVA et al., 2016; DIAZ-REGANON et al., 2017; JALOVECKA et al., 2018;
HARTLEY et al., 2020).

O diagnostico normalmente ¢ feito pela associagao dos sinais clinicos do paciente
com a pesquisa do hemoparasita e com o auxilio de técnicas moleculares, como a reagdo
de polimerase em cadeia (PCR). A visualizagdo de piroplasmas nas hemacias por
microscopia optica ¢ amplamente utilizada, contudo ¢ menos sensivel que a PCR (WANG
et al.,, 2017, REICHARD et al. 2021). Atualmente, o tratamento recomendado ¢ a
associacdo de atovaquona e azitromicina, juntamente com terapia de suporte. A
conscientizacdo sobre infec¢do por Cytauxzoon spp. ¢ fundamental devido ao custo
elevado do tratamento e ao risco que a infeccdo pode causar a satide do animal. Por esse
motivo, o emprego de técnicas moleculares para a identificacdo de Cytauxzoon spp. torna-
se cada vez mais importante para auxiliar no diagnodstico e tratamento de pacientes
infectados (SCHEREEG et al. 2013; GALLUSOVA et al., 2016; KHANA et al., 2018;
WIKANDER et al., 2020; GONCALVES et al., 2021; REICHARD et al. 2021; ANDRE
et al., 2022; ZIEMAN et al., 2023).



1.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo identificar gatos infectados por Cytauxzoon spp. no
Distrito Federal.

1.2. Objetivos especificos

- Identificar e caracterizar molecularmente a espécie de Cyfauxzoon infectante dos
felinos domésticos no Distrito Federal.

- Correlacionar a infeccdo por Cyfauxzoon spp. e a ocorréncia de anemia e outras
alteracdes hematologicas.

- Identificar a ocorréncia de possiveis coinfecgdes de Cytauxzoon spp. com outros
agentes e suas alteracdes laboratoriais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Gato Doméstico

Os gatos domésticos (Felis catus) sao carnivoros estritos € t€m como ancestral o Felis
silvestris, que habitava regides da Europa e Africa. Acredita-se que a sua domesticagdo
tenha iniciado héa aproximadamente 10 mil anos, periodo em que os gatos mantinham uma
relacdo mutualistica com os humanos, predando roedores em troca de alimentos e abrigos.
Com o passar do tempo, os gatos passaram por diversos processos de selecdo evolutiva,
tanto naturais quanto artificiais, até chegarem a espécie que conhecemos hoje. Esses
felinos sdo animais bem adaptados ao ambiente humano e, gradualmente, foram
estabelecendo uma convivéncia mais proxima aos seres humanos, o que levou a
popularizacdo da criacdo dos gatos domésticos em diversos paises (CAEIRO et al., 2017;
VERBRUGGHE & HESTA, 2017; MACHADO, 2019; CHEN, 2023).

E possivel classificar o estilo de vida dos gatos de duas formas. A primeira forma
de classificacdo é: gatos com criacdo exclusivamente domiciliada (indoor), em que os
animais encontram-se completamente confinados; gatos domiciliados dentro e fora da
residéncia (indoor-outdoor), com acesso a quintais e varandas; gatos nao confinados
(free-ranging), com livre acesso ao ambiente externo; e gatos ferais (feral), que sdo
aqueles de vida livre, sem a presenca de um tutor. A segunda forma de classificacdo inclui:
animais domiciliados (que abrangem os dois primeiros grupos da classificagdo anterior),
gatos semidomiciliados (animais que possuem um tutor, mas tém livre acesso ao ambiente
externo) e os gatos ndo domiciliados (animais ferais que ndo possuem tutores
(MACHADO, 2019).

Estima-se que existam mais de 600 milhdes de gatos no mundo. O Brasil ¢
considerado o terceiro pais com a maior populacdao de animais de estimagdo, totalizando
aproximadamente 157 milhdes de animais e destes, 30 milhdes de gatos domésticos
(PANAIT et al.,, 2021; ABINPET, 2024). Segundo o Censo do IBGE, em 2019,
aproximadamente 14 mil lares brasileiros possuiam algum gato. No Distrito Federal (DF),
foi iniciada uma Pesquisa Distrital por Amostras de Domicilios (Pdad), realizada pela
Subsecretaria de Protecdo Animal (Secretaria de Estado do Meio Ambiente do Distrito
Federal — SEMA/DF), com o objetivo de levantar a populacdo de cdes e gatos. Até o
momento, essa pesquisa estimou que 60% dos habitantes do DF possuem animais de
estimagdo e que cerca de 11,1% das casas participantes da entrevista tém gatos como
animais de estima¢do (SEMA/DF, 2024).

Apesar da elevada populacdo de gatos no mundo, os registros de hemoparasitoses
de felinos na literatura sdo relativamente escassos quando comparados aos registros de
cdes. Com o aumento crescente da populacdo de felinos domésticos, tem crescido o
interesse por estudos sobre doengas infecciosas e parasitos transmitidos por vetores em
gatos (GONCALVES, 2021; PANAIT et al., 2021). As doengas transmitidas por vetores
possuem ampla distribuicdo e, devido as mudancas climaticas e ambientais, estdo
aumentando. Infelizmente, infecgdes transmitidas por esses vetores em gatos tém
recebido menos atengdo em comparagao com os caes. Cabe salientar que gatos com algum



nivel de acesso ao ambiente externo ou que vivem em abrigos estdo susceptiveis a contrair
doengas transmitidas por vetores (ANDRE etal., 2017; DE MELO et al., 2023).

2.2. Apicomplexa

Os parasitos do filo Apicomplexa sao assim denominados devido a presenca de
um complexo apical, uma estrutura que contém organelas secretoras e elementos do
citoesqueleto (PACHECO et al., 2020). Sdo microorganismos eucariotos unicelulares,
predominantemente intracelulares obrigatorios, com capacidade de infectar uma ampla
variedade de hospedeiros, tanto vertebrados quanto invertebrados (FRENAL et al., 2017;
BOISARD & FLORENT, 2020; PACHECO et al., 2020).

Sao protozoarios, com aproximadamente 350 géneros descritos. Os parasitos deste
filo possuem grande importancia na medicina humana e veterinaria, embora apenas
alguns tenham sido mais intensamente estudados (FRENAL et al., 2017; BOISARD &
FLORENT, 2020; PACHECO et al., 2020;). O filo Apicomplexa ¢ composto por quatro
grupos: coccideos, gregarinas, hemosporideos ¢ piroplasmideos, cujas espécies
compartilham diversas caracteristicas estruturais conservadas (MORRISON, 2009;
BERNA et al, 2021). Esses parasitos apresentam um ciclo de vida complexo, alternando
entre estagios assexuados e sexuados em seus hospedeiros (FRENAL et al., 2017;
BOISARD & FLORENT, 2020).

2.3. Piroplasmideos

A ordem Piroplasmida inclui espécies dos géneros Babesia, Theileria e
Cytauxzoon. Os piroplasmideos possuem importancia clinica e econdmica por infectarem
humanos, animais de produ¢do, animais selvagens e animais de companhia, causando-
lhes diversas doencas. A taxonomia classica dessa ordem foi baseada no mecanismo de
transmissdo do vetor carrapato, nos tipos células infectadas no hospedeiro, na morfologia
do parasito e na preferéncia pelo hospedeiro vertebrado. Contudo, as relagdes
taxondmicas dessa ordem ainda permanecem ambiguas (SCHEREEG et al., 2016;
SCHNITTGER, et. al., 2022).

Os géneros Cytauxzoon e Theileria estdo intimamente relacionados. Inicialmente,
acreditava-se que a principal diferenga entre eles estava no tipo celular em que ocorria a
esquizogonia: enquanto a esquizogonia do Cyfauxzoon ocorria em monocitos e
macrofagos, a esquizogonia da Theileria ocorria em linfocitos. Contudo, estudos recentes
revelam que esse género também infecta macréfagos (SCHEREEG et al., 2016; WANG
etal., 2017).

O género Cytauxzoon possul a seguinte classificacdo taxondomica: filo
Apicomplexa, classe Sporozoasida, subclasse Hematozoa, ordem Piroplasmida, familia
Theileriidae. At¢ o momento, seis espécies de Cytauxzoon foram identificadas:
Cytauxzoon felis na América do Norte; C. manul na Asia; C. europaeus, C. otrantorum €



C. banethi na Europa; e C. brasiliensis no Brasil (WANG et al., 2017; PANAIT et al.,
2021; WIKANDER & REIF, 2023; DUARTE et al., 2024).

As espécies ¢ a nomenclatura desses protozoarios tém sido temas de debates por
mais de uma década, devido as caracteristicas morfoldgicas indistinguiveis dos
merozoitos intracelulares, comumente chamados de piroplasmas. Esses merozoitos
possuem, geralmente, um didmetro de 1 a 2 pm e podem apresentar diversas formas
distintas, sendo a mais frequentemente observada o formato de “anel de sinete” (WANG
etal., 2017).

2.4. Ciclo Biologico

Cytauxzoon spp. apresenta um ciclo bioldégico complexo, que inclui reprodugdo
assexuada nos hospedeiros felinos e reprodugdo assexuada e sexuada nos carrapatos
(KHANA et al., 2018; WIKANDER et al., 2020). No felino, o parasito apresenta trés
estagios: esporozoitos, a fase infectante transmitida pelo carrapato; esquizontes, que
corresponde a fase em que o parasito, durante a fase aguda da doenga, se desenvolve nos
macrofagos teciduais; e, por fim, merozoitos, que sdo liberados dos esquizontes e
infectam as hemaécias durante as parasitemias cronicas (KHANA et al., 2018).

O ciclo bioldgico (Figura 1) inicia-se com o esporozoito sendo introduzido no
felino durante o repasto do carrapato, por meio de sua saliva. Apos entrar na corrente
sanguinea, o esporozoito dirige-se para infectar os mondcitos e macréfagos, onde inicia
a sua replicagdo assexuada (esquizogonia), formando diversos merozoitos. Essa
replicagdo resulta no aumento do volume celular até o rompimento da célula, liberando
0s merozoitos na corrente sanguinea. Esses merozoitos infectam as hemacias dos felinos,
onde iniciam uma nova replicacdo assexuada (merogonia) ou podem se diferenciam em
gametocitos. Quando um carrapato realiza o repasto em um felino infectado, ingere os
gametocitos, que no vetor se desenvolvem por reproducao sexuada, formando zigotos no
limen intestinal do carrapato. Os zigotos transformam-se em cinetos moveis, que migram
para as glandulas salivares, onde realizam reproducdo assexuada, produzindo
esporozoitos prontos para infectar um novo hospedeiro vertebrado (WANG et al., 2017;
WIKANDER et al., 2020).

De modo resumido, nos felinos, o ciclo do Cytauxzoon spp. divide-se em duas
fases: uma fase intraeritrocitaria e outra tecidual. A fase tecidual ocorre quando os
esquizontes se desenvolvem em macrofagos e monocitos, sendo essa fase mais critica da
patologia, pois € nesse estdgio que os animais apresentam os quadros mais graves da
doenga. A fase eritrocitaria ocorre quando o parasito infecta os eritrdcitos, estando esta
fase relacionada a sinais clinicos mais brandos (ANDRE et al. 2009; RAIMUNDO et al.,
2021).

No vetor, Cytauxzoon spp. apresenta uma transmissao transestadial, ocorrendo
através das ecdises, 0 que garante que os esporozoitos possam infectar novos hospedeiros
nos repastos subsequentes do carrapato. Além disso, ainda ndo existem evidéncias de



transmissdo transovariana (SCHEREEG et al., 2016; WANG et al., 2017; WIKANDER
et al., 2020).

Gametocyte

Figura 1: Ciclo biolégico do Cytauxzoon spp. O ciclo inicia-se com a
inoculagdo do esporozoito durante o repasto do carrapato. Esse
esporozoito infecta os macrofagos, onde se desenvolve em esquizontes e
produz, em seu interior, inimeros merozoitos. Com o rompimento do
macréfago infectado, os merozoitos sdo liberados na corrente sanguinea
e passam a infectar os eritrocitos. Nas hemadcias, alguns desses
merozoitos se diferenciam em gametocitos, que, durante o repasto do
carrapato, sdo ingeridos. No vetor, os gametocitos sofrem reproducao
sexuada, transformando-se em zigotos no limen intestinal. Esses zigotos
migram para as glandulas salivares, onde realizam reprodu¢do assexuada,
transformando-se em esporozoitos prontos para iniciar um novo ciclo.
(Adaptado: WANG et al., 2017; WIKANDER et al., 2019; WIKANDER
et al., 2023)

2.5. Epidemiologia

O primeiro relato de uma espécie de Cytauxzoon foi feito na Africa do Sul por
Neitz e Thomas, em 1948, ao descreverem um quadro de cytauxzoonose em um pequeno
antilope africano, que recebeu o nome de Cytauxzoon sylvicaprae. Poucos anos depois,
novos relatos de infec¢des surgiram em outros animais ungulados, com a identificag¢do de
novas espécies nesses hospedeiros (JAKOB & WESEMEIER, 1996; PANAIT et al.,
2021). Em 1976, foi relatado o primeiro caso da doengca em um gato doméstico no
Missouri, Estados Unidos (EUA), sendo posteriormente identificado o parasito,
denominado Cytauxzoon felis (JAKOB & WESEMEIER, 1996; KHANA et al., 2018;
PANAIT et al.,, 2021). A partir deste primeiro relato, infecgdes por espécies de



Cytauxzoon spp. foram reportadas e identificadas em diversas regides do mundo,
incluindo Africa, Asia, Europa e Américas (KHANA et al., 2018; ZOU et al, 2019;
FAGUNDES-MOREIRA, 2022).

Existem varios relatos de infec¢ao por Cytauxzoon spp. em felinos silvestres e
domésticos nos Estados Unidos e, a partir dos anos 2000, casos de infecgdes por esse
hemoprotozoario passaram a ser relatados em diversas outras regides do mundo
(ANTOGNONI et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022). No Brasil, o caso mais antigo
registrado de infeccdo por Cytauxzoon spp., ocorreu em 1998, quando dois ledes
residentes no Zoologico do Municipio de Volta Redonda, Rio de Janeiro, apresentaram
quadros sugestivos de cytauxzoonose. Posteriormente, as amostras desses animais foram
submetidas a exames moleculares, que confirmaram a infec¢do por Cytauxzoon spp.
(PEIXOTO et al. 2007).

Informacdes acerca da prevaléncia de infeccdo por Cytauxzoon spp. ainda
apresentam limitagdes. Nos EUA, onde Cytauxzoon felis ¢ amplamente estudado, o lince
¢ considerado o principal reservatorio desse parasito, com prevaléncia variando entre 60%
a 79% em alguns estados do pais. Estudos demonstram que, no Brasil, os felinos
silvestres também apresentam uma maior prevaléncia de infeccdo por Cytauxzoon spp.
(FURTADO et al., 2017; ZOU et al, 2019; SILVA et al., 2020; RAIMUNDO et al., 2021;
ZIEMAN et al., 2023). Nos Estados Unidos, diversos estudos relatam uma variagao de
0,3% a 25,8% na prevaléncia de Cyfauxzoon felis em gatos saudaveis. Na Provincia de
Yunnan, na China, foi demonstrada uma prevaléncia de 21,5% nos gatos domésticos. J&
no Brasil, alguns estudos tém relatado a ocorréncia de Cytauxzoon spp. em gatos
domésticos em diferentes estados, com prevaléncias observadas de 4,8% em Rondodnia,
0,6% no Mato Grosso do Sul, 3,3% em Santa Catarina, 24,4% em Sdo Paulo, 41,9% em
Minas Gerais, 0,5% no Rio de Janeiro e 7,2% no Distrito Federal (OLIVEIRA et al., 2022)

Apesar da grande importancia da cytauxzoonose para os gatos, essa doenca ¢
pouco estudada no Brasil. Existem poucos estudos sobre Cytauxzoon spp., sendo a
maioria focada em casos de infecgdo em felinos silvestres. E importante destacar que a
infeccdo em gatos domésticos pode ser fatal, e animais aparentemente saudaveis podem
atuar como portadores cronicos e reservatorios do parasito, constituindo, assim, uma fonte
de infeccao para o vetor. Devido a essa situacdo, a conscientizagdo dos médicos
veterinarios e da populacdo ¢ fundamental (WANG et al., 2017; RAIMUNDO et al.,
2021).

Dessa forma, os relatos de casos de cytauxzoonose, juntamente com a
conscientizacdo publica sobre a doenga, contribuem para uma melhor compreensao da
enfermidade e dos fatores de risco associados aos pacientes, além de fornecer informagdes
que podem auxiliar na mitigagdo da transmissdo entre as populagdes de gatos
(WIKANDER et al., 2020). Adicionalmente, é necessario a realizagdo de mais estudos
envolvendo animais clinicamente saudaveis, a fim de determinar o papel desses
individuos como portadores e reservatorios de Cytauxzoon spp. (RAIMUNDO et al.,
2021).



2.6. Transmissao

Cytauxzoon spp. ¢ um hemoparasito transmitido por um vetor hematofago, o
carrapato (ANDRE et al. 2009; ZOU et al, 2019; WIKANDER et al., 2020). Os carrapatos
da familia Ixodidae sdo relatados como responséaveis pela transmissdo do parasito.
Atualmente, duas espécies de carrapatos foram associadas como vetores do Cytauxzoon
felis nos Estados Unidos: Dermacentor variabilis (carrapato-americano-do-cdo) e
Amblyomma americanum (carrapato-estrela-solitaria). Contudo, ainda permanece
desconhecido quais populagdes de vetores estdo envolvidas na transmissdo do
Cytauxzoon spp. nos demais paises (ZIEMAN et al, 2017; WIKANDER et al., 2020;
ZIEMAN et al., 2020; ZIEMAN et al., 2023).

Os casos de infecgdes por Cytauxzoon spp. aumentam nas regioes de clima
temperado no final da primavera, periodo em que o carrapato estd mais ativo. Quanto
maior a carga parasitaria, maiores sdo as chances do vetor se infectar durante o repasto
sanguineo, permitindo que o parasito se estabeleca nos orgaos especificos do vetor e
amadureca para infectar um novo hospedeiro (ZIEMAN et al., 2020).

Alguns parasitos transmitidos por vetores apresentam niveis de parasitemia
sincronizados com os horarios de pico de atividade desses vetores, como observado nas
espécies de Leucocytozoon, Plasmodium e Trypanosoma. Acredita-se que esses parasitos
possuam mecanismos capazes de gerar sinais bioldgicos no hospedeiro, associados a
atividade do vetor, uma vez que as mudangas nos niveis de parasitemia ocorrem antes do
periodo de atividade do vetor (ZIEMAN et al., 2020).

A transmissdo do parasito ocorre quando o vetor realiza um repasto sanguineo em
um hospedeiro infectado e, posteriormente, se alimenta em outro hospedeiro. Estudos
sugerem que a capacidade de ingestdo de sangue em cada fase do desenvolvimento do
carrapato, associada ao grau de parasitemia por Cytauxzoon felis no hospedeiro, pode
influenciar as chances de o carrapato adquirir o parasito, aumentando-as ou diminuindo-
as. Além disso, os autores ressaltam que, como os carrapatos adultos geralmente se
alimentam apenas em um unico hospedeiro, individuos ndo infectados durante as fases de
ninfa ou larva ndo contribuiriam para o ciclo de vida de C. felis (ZIEMAN et al., 2020).

2.7. Cytauxzoonose

Desde o primeiro relato, hd aproximadamente 50 anos, a cytauxzoonose tem sido
considerada uma doenca responséavel por casos graves e fatais em gatos domésticos. Em
contraste, nos felinos silvestres, a infec¢ao tem sido, em sua maioria, associada a quadros
assintomaticos (FURTADO et al., 2017; ZIEMAN et al, 2017; ZOU et al, 2019; YANG
et al., 2023). No entanto, estudos recentes tém demonstrado uma inversdao dessa
tendéncia, com relatos de casos graves em felinos silvestres e quadros assintomaticos em
gatos domésticos (FURTADO et al., 2017; WANG et al., 2017; WIKANDER et al., 2020).
Estudos americanos revelam que animais ndo tratados podem apresentar altas taxas de
mortalidade e que, quando empregado um tratamento, essa taxa pode ser reduzida para
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até 40% (COHN et al., 2011; SCHEREEG et al. 2013; ZIEMAN et al, 2017; ZIEMAN et
al., 2020; ZIEMAN et al., 2023).

A doenga apresenta sinais inespecificos, sendo comum os gatos manifestarem
febre alta, ictericia, anemia, dispneia, anorexia, vOmitos, desidrata¢do, letargia,
inapeténcia, depressdo, crise hemolitica, linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia,
taquicardia e palidez das mucosas (WANG et al., 2017, WIKANDER et al., 2020;
REICHARD et al. 2021; SLEZNIKOW et al., 2021; ZIEMAN et al., 2023).

Os sinais clinicos da doenca na fase aguda ocorrem durante a esquizogonia,
afetando principalmente pulmdes, figado, bago e linfonodos. Com a progressdo da
infeccdo, o animal pode evoluir para 6bito em decorréncia das lesdes provocadas pelas
citocinas inflamatérias em diversos oOrgdos, pneumonia intersticial, coagulagdo
intravascular disseminada (CID) e lesoes de hipoxia (WIKANDER et al., 2020). A CID
pode se manifestar em alguns felinos devido a replicacdo do parasito (esquizogonia) nas
células fagociticas mononucleares (macrofagos). Quando infectadas, essas células
aumentam de tamanho, o que pode resultar na obstru¢do dos vasos sanguineos (ZIEMAN
et al., 2023). Além disso, os macréfagos infectados expressam alteragcdes e produzem
citocinas inflamatorias que promovem sua adesdo ao endotélio vascular, agravando o
processo de obstrucao. Esse mecanismo contribui para danos teciduais significativos e
faléncia dos orgaos (WANG et al., 2017; ZIEMAN et al., 2023).

Na avaliacdo dos exames hematoldgicos e bioquimicos, ¢ comum observar
citopenias em geral, neutrofilias com desvio a esquerda, alteracdes toxicas nos
neutréfilos, hipoalbuminemia, hiperglicemia, hiperbilirrubinemia, hipocalcemia, tempo
de protrombina prolongado e aumento das atividades das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (WANG et al., 2017;
WIKANDER et al., 2020; REICHARD et al. 2021). Inicialmente, a anemia observada ¢é
do tipo ndo regenerativa durante a fase de esquizogonia, podendo evoluir para anemia
regenerativa com o avanco da doenca. A anemia ¢ atribuida a hemolise, que pode ocorrer
sem o aumento significativo de bilirrubina e sem a supressdo da medula 6ssea. Em
animais com leucopenia e/ou neutropenia, pode ser visualizados grandes linfocitos
granulares (REICHARD et al. 2021). Além disso, durante a avaliacdo hematologica, ¢
possivel visualizar piroplasmas e/ou macrofagos contendo esquizontes nos esfregagos
sanguineos (WIKANDER et al., 2020; REICHARD et al. 2021).

Ha evidéncias de que alguns gatos domésticos infectados por Cytauxzoon spp.
permanecem assintomaticos ¢ podem nunca desenvolver a forma clinica da doenca.
Nesses casos, o diagndstico frequentemente ocorre antes da manifestacdo de qualquer
sinal clinico (ZOU et al, 2019; ZIEMAN et al., 2023). Estudos também indicam que,
apos sobreviver a doenca, os gatos podem evoluir para a cura clinica, porém, mesmo apos
o tratamento, podem permanecer cronicamente infectado por anos. Esse tipo de infec¢do
cronica também foi observado em linces infectados por Cytauxzoon felis (ZIEMAN et al,
2017; ZIEMAN et al., 2020; RAIMUNDO et al., 2021; ZIEMAN et al., 2023). Animais
assintomatico cronicamente infectados podem desempenhar um papel significativo na
epizootiologia do parasito, atuando como potenciais reservatorios e fontes de infecgao
para o vetor, contribuindo, assim, para a transmissao do parasito a outros gatos
(RAIMUNDO et al., 2021; ZIEMAN et al., 2023).
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Com o avanco dos estudos, tem-se observado que gatos portadores de Cytauxzoon
spp. sdo mais comuns do que se imaginava anteriormente. Além disso, a descoberta de
novas espécies em paises da Europa, Asia e América do Sul tem intensificado a
preocupacao com essa doenga, levando a um aumento gradativo de interesse cientifico e
clinico sobre o tema (WIKANDER et al., 2020; YANG et al., 2023).

2.8. Diagnostico

Atualmente, existem duas formas de diagnostico disponiveis: a pesquisa do
hemoparasita em esfregago sanguineo e o diagnodstico molecular por meio da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Embora amplamente utilizada, a detec¢do de piroplasmas
em hemaécias por microscopia Optica apresenta sensibilidade limitada. Além dos métodos
moleculares, a técnica de hibridiza¢do in situ tem sido empregada em amostras de tecido
para visualizagdo e confirmacdo da presenga de Cytauxzoon felis (WANG et al., 2017;
REICHARD et al. 2021). Outras metodologias, como a deteccdo de anticorpos por
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), também foram testadas experimentalmente. No
entanto, essas técnicas ainda ndo estdo disponiveis comercialmente para diagnostico, e
suas especificidades ainda ndo foram comprovadas (WANG et al., 2017).

O diagnostico geralmente ¢ realizado pela associagdo entre os sinais clinicos
apresentados pelo paciente e a pesquisa do parasito, visando a identificacao de hemacias
contendo merozoitas e/ou macrofagos com esquizontes em esfregacos sanguineos ou em
amostras obtidas por pun¢do aspirativa de 6rgdos como baco, figado, linfonodos ou
pulmdes. No entanto, a auséncia de visualiza¢do durante a pesquisa ndo deve ser utilizada
como critério para descartar a doenga. Em casos de suspeita persistente, recomenda-se a
repeticdo didria da pesquisa do hemoparasita. Além disso, ¢ importante ressaltar que
Cytauxzoon spp. pode apresentar uma morfologia variada, o que dificulta diferencia-lo de
outros piroplasmideos, de Mycoplasma spp. (sindonimo Haemobartonella felis), de
corpusculos de Howell-Jolly, de precipitado de corante ou até mesmo de artefatos
decorrentes da secagem da agua (WANG et al., 2017).

Outra abordagem diagndstica ¢ o uso da PCR, uma técnica molecular que se
destaca por sua alta sensibilidade e especificidade. Os principais genes-alvos utilizados
nessa técnica incluem: 18S rRNA, Espago de Transcricdo Interna 1 (ITSI), ITS2,
citocromo B (Cytb) e citocromo C oxidase subunidade III (cox3). Entre esses, a PCR
direcionada ao gene cox3 tem demonstrado maior sensibilidade em comparacdo a PCR
baseada no gene 18S rRNA. A PCR também apresenta sensibilidade superior a pesquisa
de hemoparasita (WANG et al., 2017; REICHARD et al. 2021). Ao associar a PCR com
o sequenciamento do DNA torna-se possivel fazer a diferenciacdo do Cytauxzoon spp.
das espécies dos géneros Theileria € Babesia. No entanto, essas técnicas moleculares
apresentam desvantagens, como o tempo de liberacdo do resultado e a incapacidade de
diferenciar casos agudos de casos cronicos da infec¢do. A demora no diagnostico pode
ser um fator critico para a abordagem clinica e terapéutica do veterinario (WANG et al.,
2017).
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2.9. Tratamento

O tratamento recomendando atualmente consiste na combinacao de Atovaquona
(15mg/kg VO q8h) e Azitromicina (10mg/kg VO q24h), associada a terapia suporte
durante 10 dias (SCHEREEG et al. 2013; KHANA et al., 2018; WIKANDER et al., 2020;
REICHARD et al. 2021; ZIEMAN et al., 2023).

As medidas de suporte devem ser aplicadas de acordo com o quadro clinico do
gato. Recomenda-se, como tratamento suporte, a terapia com fluidos cristaloides
intravenosos, uso de heparina para prevenir coagulacao intravascular disseminada, terapia
analgésica, administracao de antieméticos, transfusao de hemacias, transfusdo de plasma
fresco ou congelado, suplementacdo de oxigé€nio, toracocentese terapéutica e suporte
nutricional. Por outro lado, a terapia com antipirético ainda ¢ contraindicada, sendo
necessario mais estudos para avaliar a possivel indicagdo desses medicamentos como
parte do tratamento de suporte (REICHARD et al. 2021). A implementagdo precoce do
tratamento adequado pode favorecer em até 60% nas chances de recuperacao do paciente.
Caso o animal sobreviva a fase aguda, os sinais clinicos come¢am a sumir entre 23 e 24
dias apos a infecgao, tornando-o um portador cronico do hemoparasita (WIKANDER et
al., 2020).

Devido a gravidade da doenca, o custo elevado do tratamento e a crescente
prevaléncia da cytauxzoonose em algumas regides, torna-se cada vez mais urgente o
desenvolvimento de vacinas. Estudos preliminares ja demonstram a producdao de uma
resposta imune protetora em animais inoculados com tecidos contendo esquizontes. Esses
resultados sugerem que antigenos derivados de esquizontes podem ser um foco promissor
para o desenvolvimento de vacinas. No entanto, uma das principais dificuldades
enfrentadas ¢ o cultivo de Cytauxzoon spp. in vitro, o que representa um dos grandes
desafios para a viabilizacdo dessas vacinas (KHANA et al., 2018).

Uma abordagem promissora para o desenvolvimento de vacina ¢ o uso de
antigenos identificados no genoma, aliado a imunotriagem de microarray das proteinas.
Essa técnica avalia mais de 650 proteinas gendmicas identificadas, utilizando soros de
gatos infectados e ndo infectados por Cytauxzoon felis, pois ja existem alguns
experimentos que revelam uma resposta imune robusta para esses antigenos. Além disso,
para o desenvolvimento de vacinas eficazes, ¢ fundamental compreender a conservacao
das sequéncias desses antigenos em isolados dos Cytauxzoon spp. provenientes de
diferentes regides geograficas, bem como a expressdo de proteinas no estagio de

esquizontes, que esta associada a uma potencial resposta imune protetora (KHANA et al.,
2018).

Estudos recentes tém explorado o uso de isolados e a criopreservacao obtidos a
partir das glandulas salivares de carrapatos em pesquisa voltadas para a producgdo de
vacinas contra espécies de Theileria spp., protozoarios pertencentes 8 mesma familia do
Cytauxzoon spp. Esses estudos incluem titulagdo de doses de vacinas em bovinos, a
investigacao da relagdo hospedeiro-parasito in vitro e a identificagdo de potenciais alvos
terapéuticos e vacinas. O uso dessa técnica nos estudos com Cytauxzoon spp. tem o
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potencial de amplificar significativamente os recursos disponiveis para o estudo desse
agente (YANG et al., 2023).

No entanto, apesar disso tudo, a forma mais eficaz de prevencdo atualmente
consiste em evitar o acesso dos gatos a rua, aliado ao uso de coleiras anticarrapatos
contendo imidocloprida 10%/ flumetrina 4,5%, infelizmente, essa forma de prevengao
tem baixa adesdo por parte dos tutores (KHANA et al., 2018).
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1. RESUMO

Cytauxzoon brasiliensis EM GATOS DOMESTICOS NO DISTRITO FEDERAL,
BRASIL

Liliane Maria do Rosario Batista', Giane Regina Paludo?
'"Médica Veterinaria/Mestranda em Ciéncias Animais — PPG/UnB — Brasilia/DF

2 Médica Veterinaria/Doutora — UnB — Brasilia/DF

Cytauxzoon spp. (Apicomplexa: Piroplasmida) ¢ um protozodrio transmitido pela picada
do carrapato durante o repasto alimentar, infectando felinos domésticos e silvestres em
todo o mundo. Possui um ciclo de bioldégico complexo, sendo dividido em duas fases nos
felinos: fase tecidual, associada aos quadros mais graves da cytauxzoonose, ¢ que pode
levar ao obito do animal; e a fase eritrocitarias, associada aos quadros cronicos da
infeccdo. No Brasil, infecgdes por Cytauxzoon spp. ocorrem em felinos silvestres e
domésticos, com a maioria dos estudos demonstrando maiores ocorréncias em felinos
silvestres. Este trabalho teve como objetivo identificar a espécie de Cytauxzoon infectante
em felinos domésticos no Distrito Federal, correlacionando-a com as alteragdes
hematologicas e coinfecgdes. Foram analisadas 68 amostras de animais anémicos e 11
amostras do banco de DNA do laboratorio. As amostras foram submetidas a hemograma
e PCR para os genes 18S rDNA e Cytb. As amostras dos animais anémicos positivos para
o gene 18S rDNA dos piroplasmideos foram submetidas a PCR para hemoplasma, FIV e
FeLV. Dez amostras positivas nas PCRs foram sequenciadas e analisadas
filogeneticamente, demonstrando que os animais estavam infectados pelas espécies
Cytauxzoon brasiliensis e Babesia vogeli. Foi observado que, dos 24 animais anémicos
positivos para infec¢ao por Cytauxzoon spp., 58,33% (14/24) apresentavam coinfecgdes,
sendo 33,33% (8/24) por hemoplasmas, 41,67% (10/24) por FeLV e 8,33% (2/24) por
FIV. A avaliagdo hematologica foi diferente (P < 0,05) apenas nos animais com coinfec¢ao
por dois ou mais patogenos. Nao foram observadas alteragdes hematologicas nas amostras
do grupo do Banco de DNA, e identifica¢do da infec¢do foi um achado laboratorial. O
Cytauxzoon brasiliensis ¢ a espécie infectante dos gatos domésticos no Distrito Federal,
causando poucas alteragdes hematoldgicas.

Palavras chaves: Cytauxzoonose, felinos domésticos, anemia, diagnostico, PCR
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2. ABSTRACT

Cytauxzoon brasiliensis IN DOMESTIC CATS FROM FEDERAL DISTRICT,
BRAZIL

Cytauxzoon spp. (Apicomplexa: Piroplasmida) ¢ um protozoario transmitido por meio da
picada de carrapatos durante o repasto sanguineo, infectando felideos domésticos e
selvagens em todo o mundo. Possui um ciclo bioldégico complexo, dividido em duas fases
nos felideos: a fase tecidual, associada aos casos mais graves de citauxzoonose, podendo
levar ao 6bito do animal; ¢ a fase eritrocitica, relacionada a casos cronicos da infeccao.
No Brasil, infecgdes por Cytauxzoon spp. ocorrem em felideos selvagens e domésticos,
sendo que a maioria dos estudos demonstra maior ocorréncia em felideos selvagens. O
presente estudo teve como objetivo identificar a espécie de Cytauxzoon infectando
felideos domésticos no Distrito Federal, correlacionando-a com alteragdes hematologicas
¢ coinfecgdes. Foram analisadas 68 amostras de animais anémicos ¢ 11 amostras
provenientes do banco de DNA do laboratdrio. As amostras foram submetidas a avaliacao
hemograma completa e a PCR para os genes 18S rDNA e Cytb. Amostras de animais
anémicos positivas para o gene 18S rDNA de piroplasmideos foram também submetidas
a PCR para hemoplasmas, FIV e FeLV. Dez amostras positivas nas PCRs foram
sequenciadas e analisadas filogeneticamente, demonstrando que os animais estavam
infectados pelas espécies Cytauxzoon brasiliensis e Babesia vogeli. Observou-se que,
dentre os 24 animais anémicos positivos para infeccdo por Cytauxzoon spp., 58,33%
(14/24) apresentavam coinfecgdes, sendo 33,33% (8/24) por hemoplasmas, 41,67%
(10/24) por FeLV e 8,33% (2/24) por FIV. A avaliacao hematoldgica apresentou diferenca
significativa (P < 0,05) apenas em animais com coinfecc¢ao por dois ou mais patogenos.
Nao foram observadas alteragdes hematologicas nas amostras provenientes do grupo do
banco de DNA, sendo a identificagdo da infec¢ao um achado laboratorial. Conclui-se que
Cytauxzoon brasiliensis € a espécie que infecta gatos domésticos no Distrito Federal,
causando poucas alteragdes hematoldgicas.

Key Words: Cytauxzoonosis, domestic felines, anemia, diagnosis, PCR
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3. INTRODUCAO

Cytauxzoon spp. (Apicomplexa: Piroplasmida) ¢ um hemoparasita transmitido por
um vetor hematdofago e pode infectar felinos silvestres e domésticos (WANG et al., 2017;
PANAIT et al., 2021; WIKANDER & REIF, 2023; DUARTE et al., 2024). Possui um
ciclo bioldgico complexo e ainda ndo completamente elucidado. Contudo, sabe-se que
apresenta, no vetor, reprodugdo sexuada e assexuada, resultando no desenvolvimento da
forma infectante (esporozoito), que serd transmitida ao hospedeiro felino durante o
repasto do vetor. Por outro lado, no hospedeiro vertebrado, o parasito possui reproducao
assexuada, apresentando duas fases: uma chamada de eritrocitaria, com 0s merozoitos
infectando as hemacias, e a outra denominada de fase tecidual, quando os esquizontes s3o
encontrados nas células fagociticas mononucleares (mondcitos e macrofagos) (ANDRE
et al. 2009; WANG et al., 2017; KHANA et al., 2018; ZOU et al, 2019; WIKANDER et
al., 2020; RAIMUNDO et al., 2021).

Desde o primeiro relato de infeccao por Cytauxzoon felis em um gato doméstico,
em 1976, nos Estados Unidos, causando um quadro grave e letal, inimeros outros relatos
surgiram nas Américas, Asia, Africa e Europa. Por mais de uma década, as espécies e
nomenclatura desse género tém sido motivos de debates devido as caracteristicas
morfolégicas indistinguiveis dos merozoitas (JAKOB & WESEMEIER, 1996;
SCHEREEG et al., 2016; WANG et al., 2017; KHANA et al., 2018; PANAIT et al., 2021;
ANTOGNONI et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022). Como resultado, novas espécies
foram sendo identificadas. At¢ o momento, ja foram identificadas seis espécies de
Cytauxzoon infectando gatos domésticos e silvestres: C. felis na América do Norte; C.
manul na Asia; C. europaeus, C. otrantorum e C. banethi na Europa; e C. brasiliensis no
Brasil (WANG et al., 2017; PANAIT et al., 2021; WIKANDER & REIF, 2023; DUARTE
et al., 2024).

Os carrapatos Dermacentor variabilis (carrapato-americano-do-cdo) e o
Amblyomma americanum (carrapato-estrela-solitaria) foram identificados nos Estados
Unidos como os vetores responsaveis por transmitir Cytauxzoon felis aos felinos. Nas
demais regides do mundo, entretanto, as espécies envolvidas na transmissdo do
Cytauxzoon spp. ainda permanecem desconhecidas (WANG et al., 2017; ZIEMAN et al,
2017; KHANA et al., 2018; WIKANDER et al., 2020; ZIEMAN et al., 2020; ZIEMAN
et al., 2023).

A cytauxzoonose ¢ uma sindrome grave causada pela infec¢ao por Cytauxzoon
spp., ocorrendo quando os felinos apresentam a fase tecidual do parasito. Por muito
tempo, essa fase foi relatada como fatal em gatos domésticos nos EUA, enquanto se
acreditava que, nos felinos silvestres, a doenga ocorria de forma mais branda, sendo esses
animais apenas reservatérios do parasito. Com o passar do tempo, foi observado que
quadros graves e fatais também ocorriam em felinos silvestres, assim como gatos
domésticos apresentavam formas brandas da doenca e at¢ mesmo casos assintomaticas
(FURTADO et al., 2017; WANG et al., 2017; ZIEMAN et al, 2017; ZOU et al, 2019;
WIKANDER et al., 2020; YANG et al., 2023).
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Este estudo teve como objetivos identificar, por meio de técnicas moleculares, a
espécie de Cytauxzoon presente nas infecgdes dos gatos domésticos no Distrito Federal,
correlacionar essa infec¢do com possiveis coinfeccdes e analisar suas alteragdes
hematologicas.



25

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras

Durante o periodo de janeiro de 2022 a abril de 2024 foram analisadas em um
laboratorio particular (Laboratorio One Health Veterinary - OHV) 290 amostras de sangue
de pacientes felinos coletadas em tubo com EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético).
Dessas amostras, foram analisados os parametros hematologicos e escolhidas,
aleatoriamente, 68 amostras de gatos anémicos para compor o primeiro grupo de amostras
destinadas a realiza¢do dos testes moleculares. Os gatos foram considerados anémicos
quando apresentavam os valores de hematdcrito < 24%, hemécias < 5,0 x 10%/ul e/ou
hemoglobina < § g/dl, segundo os valores de referéncia descritos por Jain (1993). Todas
essas amostras foram congeladas para posterior realizacdo das extracdes do DNA.

O segundo grupo de amostras foi obtido do banco de DNA do Laboratorio de
Patologia Clinica Veterinaria, Setor de Biologia Molecular, da Faculdade de Agronomia
¢ Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia. Esse grupo consistia em 11 amostras
de DNA de felinos que, no ano de 2018, haviam sido testadas como positivas para
piroplasmideos em reacao em cadeia da polimerase (PCR).

4.2. Exames Hematolégicos

Os hemogramas foram realizados em um contator automatico de células de uso
veterinario (modelo BC-2800Vet, Mindray) utilizando reagentes proprios da marca.
Desse equipamento foram obtidos os valores do nimero de hemacias, de leucdcitos, de
plaquetas, do hematdcrito, da concentragdo de hemoglobina, do volume corpuscular
médio (VCM) e da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Foi
realizada a técnica de micro-hematdcrito para a obtencdo do volume globular (VG) e
assim, comparar o valor obtido com o hematdcrito do equipamento. As proteinas totais
plasmaticas (PPT) foram determinadas pelo uso de refratdmetro portétil (modelo: SZJ-
D). Foram confeccionadas laminas pela técnica de esfregago sanguineo, coradas por
pandptico rapido (Instant-Prov NEWPROV®) para realizar a contagem diferencial,
verificar a morfologia das células sanguineas, conferir a quantidade de plaquetas,
pesquisar a presenca de hemoparasitas e possiveis inclusdes.
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4.3. Ensaios Moleculares

4.3.1. Extracio

As extragoes de DNA das amostras foram realizadas utilizando o PureLink™ Kit
de Purificacdo de DNA gendmico (Invitrogen®) seguindo todas as recomendagdes do
fabricante. As amostras de DNA (200ul) foram armazenadas a -20°C para posterior
realizagdo das reagdes da polimerase em cadeia (PCR).

4.3.2. PCR do Gene GAPDH

Todas as amostras de DNA extraidas foram submetidas a PCR para a expressao
do gene GAPDH (Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase), com o objetivo de avaliar a
qualidade da extragdo, a integridade do DNA extraido e a presenga de inibidores de PCR
que poderiam acarretar resultados falso-negativos nas demais reagdes. Para a mistura da
reacdo, foram utilizados 10 pmol de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 1), 1X de
tampao (Ludwig®), 3 mM MgC(Cl, (Ludwig®), 0,4 mM de deoxinucleotideos (dNTP)
(Ludwig®), 1,25 U de Taq polimerase (Ludwig®), 10 ng do DNA extraido e, para
completar o volume de 25 pL da reacdo, foi utilizada dgua Milli-Q®. As condi¢des do
termociclador foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, com 40 ciclos de
desnaturac¢ao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 48°C por 40 segundos, extensdo a
72°C por 45 segundos e a extensdo final a 72°C por 5 minutos. Como controle negativo,
foi utilizada agua Milli-Q® no lugar da amostra de DNA. O produto da reacgdo
apresentava o tamanho de aproximadamente 400 pb.

4.3.3. PCR para Piroplasmideos

Inicialmente, foram realizadas PCRs de triagem para piroplasmideos utilizando os
oligonucleotideos BabPiro (OLMEDA et al., 1997), que amplificam um fragmento curto
do gene 18S rDNA (Tabela 1). Para as reagdes, foram utilizados 10 pmol de cada um dos
oligonucleotideos, 1X tampao (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl (Invitrogen®), 0,4 mM
de ANTP (Ludwig®), 1,25 U de Taq polimerase (Invitrogen®), 10 ng do DNA extraido
e, para completar o volume de 25 pL da reacdo, foi utilizada dgua Milli-Q®. As condic¢des
do termociclador foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, com 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 48°C por 40 segundos, extensao a
72°C por 45 segundos e a extensado final a 72°C por 5 minutos. Como controle positivo,
foi utilizado DNA extraido de amostra de c@o positiva para Babesia spp., observada na
pesquisa realizada no esfregaco sanguineo, e, como controle negativo, foi utilizada agua
Milli-Q®.
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Nas amostras positivas dessa triagem, foram realizadas PCRs para os genes 18S
rDNA e Cytb mitocondrial (Tabela 1), cujos produtos possuem tamanho de 1.335 e 1.333
pares de bases, respectivamente. As PCRs para esses genes foram do tipo nested. Como
controle positivo, as PCRs do gene 18S rDNA utilizaram DNA de cdo positivo para
Babesia spp. em esfregago sanguineo. Nas reacdes para o gene Cytb foram utilizadas
amostras de DNA de um gato-do-mato (Leopardus tigrinus) positivo para Cytauxzoon
brasiliensis (PP583821 e PP588457). Como controle negativo para essas reagdes, foi
utilizada dgua Milli-Q®.

4.3.4. Analise das Coinfecgoes

Todas as amostras positivas nas PCRs do gene 18S de piroplasmideos,
provenientes do grupo de animais anémicos do laboratdrio particular, foram testadas por
meio de PCR para FIV, FeLV e hemoplasmas, com o objetivo de avaliar possiveis
coinfecgdes por esses agentes infecciosos.

4.3.4.1. PCR para FeLV

As reagdes para FeLV utilizaram 10 pmol de cada um dos oligonucleotideos
(Tabela 1), 1X tampao (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen®), 0,4 mM de
dNTP, 1,25 U de Taq polimerase (Invitrogen®), 10 ng do DNA extraido e, para completar
o volume de 25 pL da reagdo, foi utilizada dgua Milli-Q®. As condi¢des do termociclador
foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, com 11 ciclos de 94°C por 1 minuto,
64°C (-1°C por ciclo) por 1 minuto e 72°C por 90 segundos, e com 23 ciclos de 94°C por
1 minuto, 53°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 5 minutos.
O produto dessa reagdao apresentou tamanho de 927 pb. Como controle positivo, foi
utilizado sangue de um felino com diagnostico molecular prévio de FelLV, e, como
controle negativo, foi utilizada dgua Milli-Q®.

4.3.4.2. PCR para FIV

A nested PCR para FIV utilizou os oligonucleotideos apresentados na Tabela 1.
Para a primeira reacdo, preparou-se uma mistura contendo 10 pmol de cada um dos
oligonucleotideos, 1X tampao (Invitrogen®), 2 mM de MgCl; (Invitrogen®), 0,4 mM de
dNTP, 1,25 U de Taq polimerase (Invitrogen®), 10 ng do DNA extraido e, para completar
o volume de 25 pL dareagao, foi utilizada agua Milli-Q®. As condigdes do termociclador
consistiam em desnaturagao inicial a 96°C por 4 minutos, com 12 ciclos de desnaturagao
a 94°C por 1 minuto, anelamento a 52°C (-0,5°C por ciclos) durante 1 minuto e extensao
a 72°C por 90 segundos, e 28 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
46°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 90 segundos, a extensdo final a 72°C por 5
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minutos. O controle positivo da reagdo foi uma amostra previamente positiva para FIV
em PCR, e a 4gua Milli-Q® foi utilizada como controle negativo. O produto dessa reagao
apresentou o tamanho de 684pb.

A segunda reacdo utilizou uma mistura contendo 10 pmol de cada um dos
oligonucleotideos (Tabela 1), 1X tampao (Invitrogen®), 2 mM de MgCl (Invitrogen®),
0,4 mM de ANTP, 1,25 U de Taq polimerase (Invitrogen®), foi utilizado 10 ng da reagao
do primeiro round como amostra e, para completar o volume de 25 pL da reagdo, foi
utilizada 4gua Milli-Q®. As condi¢des do termociclador foram: desnaturacdo inicial a
96°C por 4 minutos, com 40 ciclos de desnatura¢do a 94°C por 1 minuto, anelamento a
50°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 90 segundos e uma extensao final a 72°C por 5
minutos. O fragmento produzido na PCR do segundo round apresentou o tamanho de
aproximadamente 329 pb.

4.3.4.3. PCR para Hemoplasma

Para testar as amostras para hemoplasmas, foi feito uma reagdo com 25 pmol de
cada um dos oligonucleotideos (Tabela 1), 1X tampao (Invitrogen®), 2,5 mM de MgCl
(Invitrogen®), 0,4 mM de dNTP, 1,25 U Taq polimerase (Invitrogen®), 10 ng do DNA
extraido e, para completar o volume de 25uL da reagdo, foi utilizada agua Milli-Q®. As
condig¢des do termociclador utilizadas foram: desnaturagao inicial a 94°C por 10 minutos,
com 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 56°C por 30
segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e a extensao final a 72°C por 10 minutos. O
controle positivo da reacdo foi uma amostra de felino previamente diagnosticado
molecularmente para hemoplasma, e o controle negativo foi a 4gua Milli-Q®. O produto
dessa reagdo apresentou tamanho de aproximadamente 595 pb.

4.3.5. Eletroforese

Os produtos de cada uma das reacdes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose impregnado com brometo de etidio para visualizacdo no transluminador de
fluorescéncia (UV Transilluminator UVP®). Os produtos das reagoes de GAPDH, FIV,
FeLV e Mycoplasma spp. foram corridos em gel de agarose a 2%, utilizando marcador
molecular (Ludwig®) com intervalo de 100 pb. Os produtos das rea¢des dos genes 18S
rDNA e Cytb foram corridos em gel de agarose a 1%, utilizando marcador molecular com
intervalo de 1 Kb (Ludwig®) para determinar o tamanho do produto amplificado.



Tabela 1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR.
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. . A e Agentes
Oligonucleotideos Sequéncia (5°-3°) I den%ifica dos Tamanho Fontes
GAPDHR CCAAAG TTG TCATGG AGT ACC GAPDH BIRKENHEUE
GAPDHF CCTTCATTGACCTCAACTACAT Mamiferos 400pb R et. al., 2003
HBT-F ATA CGG CCC ATATTC CTA CG CRIADOFORN
16S
HBT-R TGC TCC ACC ACT TGT TGA Hemoplasma 595pb ELI;)O gg al.,
PIRO A AAT ACC CAATCC TGACACAGGG 18S OLMEDA et.
PIRO B TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC Piroplasmideos 400pb al. 1997
A2 AAT ATG ACT GTATCT ACT GC HOHDATSU et.
$2 TTT TCT TCT AGA GTA CTT TCT GG Gag FIV 684pb al., 1998
NS TAT TCAAAC AGT AAATGG AG HOHDATSU et.
NA CTG CTTGTT GTTCTT GAGTT Gag FIV 329pb al., 1998
PCR-S AGC TAC TGC AGT GGT GYC ATTTC TZAVARAS et.
al., 1990;
GRI GAC CAG TGA TCAAGG GTG AG LTR gﬁg/ Gag 927pn MIYAZAWA &
JARRETT,
1997
CY7548R GAC TGAATT CGA CTT CTC CTT CCT
TTAAG 18S PANAIT et. al.,
. , 1.726pb
CY7549F GTC AGG ATC CTG GGT TGATCC TGC  Piroplasmideos 2021
CAG
CYSSUF2 CAT GGATAA CCG TGC TAATTG 18S PANAIT et. al.,
CYSSUR4 AGG ATG AAC TCG ATG AAT GCA Piroplasmideos 1.335pb 2021
CYTBF1 CTT AAC CCA ACT CAC GTA CC Cytb L434pb PANAIT et. al.,
CYTBR3 GGT TAATCT TTC CTATTC CTT ACG Piroplasmideos : 2021
CYCYFinn ACC TAC TAAACC TTATTC AAG CRT
T Cytb PANAIT et. al.,
: Piroplasmideos 1.333pb 2021
CYCYRinn AGA CTC TTA GAT GYAAAC TTC CC

Onde: GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase; Cytb, Citocromo b; Gag, Antigeno de grupo
especifico; FIV, Virus da imunodeficiéncia felina; LRT, Repeti¢oes terminais longas, FeLV, Virus da
Leucemia Felina.

4.3.6. Sequenciamento e Analise Filogenética

Foi realizado o sequenciamento de 10 amostras positivas para o gene 18S rDNA,
selecionadas com base na presenca de bandas fortes e do tamanho esperado para o agente
no gel de agarose (Figura 1). Além disso, foi sequenciada uma amostra positiva para o
gene Cytb. Para o sequenciamento genético, foram realizadas novas reagdes utilizando os
produtos das reagdes do primeiro round das amostras selecionadas. As misturas foram
preparadas para um volume final de 50 pL. Em seguida, os produtos das novas reagdes
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, com posterior visualizagao no
transiluminador, para verificar se as PCRs funcionaram adequadamente. As reacdes que
apresentaram produtos de tamanho adequado foram purificadas usando kit comercial
(PuriLink™ Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit da marca
Invitrogen®), seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds a purificagdo, as amostras
foram quantificadas no equipamento NanoVue Plus® Spectrophotometer (General
Electric-GE) e, apenas as amostras com concentragdo de DNA acima de 45ng/pl e pureza
de A260/A280 acima de 1.700 foram enviadas para o sequenciamento de DNA. As
amostras foram sequenciadas pelo método de SANGER no Centro de Recursos
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Biologicos e Biologia Genomica (CREBIO) do Departamento de Tecnologia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal (FCAV).

Utilizou-se o software de bioinformatica Geneious Prime para analisar e organizar
as informagdes obtidas no sequenciamento das amostras. O fragmento obtido de cada
amostra foi comparado no GenBank® para identifica¢do do parasito.

Foi realizada a confec¢do de uma arvore filogenética de maxima verossimilhanga
baseadas no 18S rRNA. Foi incluido um alinhamento de 126 sequencias (1.070 pb),
cobrindo todas as espécies do género com sequéncias disponiveis no banco de dados do
GenBank® e que possuiam fragmentos maiores que 1.070 pb. O alinhamento foi
realizado por meio do algoritmo ClustalW, e a construgdo da arvore foi feita pelo software
RaX-ML-NGv1.2.1, enraizadas com Hepatozoon spp. (MH615006) como ramo externo.
Utilizou-se a ferramenta jModelTest v2.1.10 para estimar o melhor modelo de
substitui¢do (HKY+G+I). Foi feito andlise Bootstrap com pelo menos 1.000 réplicas, e a
convergéncia foi avaliada.

4.4. Analises Estatisticas

Foram aplicados testes estatisticos para avaliar possiveis diferengas nos resultados
hematologicos dos animais do grupo de paciente anémicos. Para essa avaliagdo, os
resultados hematologicos de cada animal foram organizados em grupos: animais positivos
para o gene 18S rDNA e animais negativos; animais sem coinfeccdo e com coinfecgao;
animais sem coinfec¢ao e os com coinfecgdes foram agrupados pelos tipos de coinfecgao.

A andlise estatistica dos dados foram realizadas no SAS® OnDemand for
Academics (Statistical Analysis System Institute, Cary, NC). Foram calculadas a média e
o desvio padrao dos parametros em cada grupo avaliado. O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para verificar se a distribui¢do dos dados de cada variavel seguia a normalidade,
a fim de determinar a aplicacao de testes paramétricos ou ndo paramétricos para avaliar a
existéncia de diferencas significativas entres as variaveis analisadas em cada grupo.

O teste paramétrico realizado foi o General Linear Model (GLM), enquanto o teste
ndo paramétrico aplicado foi o Wilcoxon Rank-Sum. Esses testes estatisticos foram
utilizados para comparar os grupos: animais positivos para o gene 18S rDNA com os
animais negativos e animais sem coinfec¢ao com aqueles que apresentam coinfeccao.
Para a avaliacdo do grupo de animais sem coinfec¢do comparado com cada tipo de
coinfecgdo, foi realizado o teste ANOVA de uma via (One-way ANOVA) como teste
paramétrico e o teste de Kruskal-Wallis, associado a um pos-teste de Dunn, como teste
nao paramétrico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Analise do Gene GAPDH

A PCR realizada para o gene GAPDH nas 79 amostras extraidas apresentou
resultados positivos (Figura 1). Esses resultados indicam que o DNA extraido das
amostras possui alta qualidade, demonstrando, também, a auséncia de inibidores das
reacdes de PCR. Esse gene ¢ amplamente utilizado como controle interno nos estudos
com PCR, sendo essencial para validar a qualidade e a integridade do DNA nas analises
moleculares (REBOUCAS et al, 2013). A detecgdo bem-sucedida em todas as amostras
assegura a confiabilidade do protocolo de extragdo empregado e a eficiéncia do método
de amplificagdo utilizado. Com base nesses resultados, concluiu-se que as amostras
estavam aptas para serem utilizadas nas analises posteriores.

Figura 1: Resultado da PCR para o gene GAPDH. Legenda: 1- Controle
Negativo; 2 ao 10 - Amostras extraidas.

5.2. Analise das Infeccoes por Piroplasmideos

No presente estudo, realizou-se a andlise molecular por meio de PCR
convencional de amostras de felinos domésticos, utilizando conjuntos de
oligonucleotideos capazes de amplificar fragmentos de DNA de aproximadamente 1.335
pb para o gene 18S rDNA (Figura 2) e fragmentos de aproximadamente 1.333 pb para o
gene Cytb dos piroplasmideos (PANAIT et al., 2021; DUARTE et al., 2024). Como
resultado desses ensaios, demonstrou-se que 35,29% dos felinos anémicos analisados no
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laboratério foram positivos para o gene 18S rDNA dos piroplasmideos, e 72,73% das
amostras do banco de DNA foram positivas para esse gene (Tabela 2). A infeccdo por
Cytauxzoon spp. ja foi relatada em diversas regides, como Africa, Asia, Europa, Estados
Unidos ¢ no Brasil (KHANA et al., 2018; ZOU et al, 2019; FAGUNDES-MOREIRA,
2022; OLIVEIRA et al., 2022; ZIEMAN et al., 2023). No Brasil, existem poucos estudos
sobre Cytauxzoon spp. €, em sua maioria, descrevem casos de infeccdo em felinos
silvestres (FURTADO et al., 2017; SILVA et al., 2020; RAIMUNDO et al., 2021). Nos
gatos domésticos, ja foram relatados casos de infecgdes por esse hemoprotozoario nos
estados de Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte,
Rondo6nia, Minas Gerais, Santa Catarina, Pernambuco e no Distrito Federal (OLIVEIRA
et al.,2022; DE MELO et al., 2023).

12 3 45 6 78 9 10 1112 13 1415

S 8 8 8 o

Figura 2: Resultado da PCR para o gene 18S de piroplasmideos utilizando
os oligonucleotideos CY7548R, CY7549F, CYSSUR4 e¢ CYSSUF2.
Legenda: 1- marcador de peso molecular (1 kb, Ludwig®); 2- Controle
Negativo; 3 — Controle Positivo; 4, 5, 6, 8, 10, 12 ¢ 15 — Pacientes Positivos;
7,9, 11, 13 e 14 — Pacientes Negativos.

Tabela 2: Numero total e porcentagem de animais positivos ¢ negativos em cada PCR
realizadas com os animais dos grupos do Banco de DNA e Animais Anémicos.

Ensaios moleculares Banco de DNA Animais Anémicos
Positivos Negativos Positivos Negativos
PO para o Gene 185 8(72.73%)  3(2727%) 24 (3529%) 44 (64,71%)
PCR para o Gene Cytb 0 11 (100%) 1(4,17%) 23 (95,83%)
PCR para Hemoplasma 0 8 (100%) 8 (33,33%) 16 (66,67%)
PCR para FIV Nao testado Nao testado 2 (8,33%) 22 (91,67%)
PCR para FeLV Nio testado Nio testado 10 (41,67%) 14 (58,33%)

Onde: PCR, Reagdo em cadeia da polimerase; Cytb, Citocromo b; FIV, Virus da imunodeficiéncia felina;
FeLV, Virus da Leucemia Felina.
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A alta ocorréncia de infec¢do por Cytauxzoon observada nos ensaios moleculares
do presente estudo pode ter sido influenciada pelo tipo de populagdo escolhida para a
analise. Com base nos dados obtidos a partir da populagdo de gatos domésticos do grupo
dos anémicos, ¢ possivel que os resultados reflitam uma alta prevaléncia de gatos
anémicos infectados por Cytauxzoon spp. Portanto, € necessario aumentar o numero de
amostras de animais anémicos testados para confirmar se esses dados se mantém
consistentes. Embora a alta ocorréncia tenha sido observada no grupo das amostras do
Banco de DNA do laboratério de Patologia Clinica Veterindria da Universidade de
Brasilia (UnB), esses nimeros estdo sujeitos a viés, uma vez que foram selecionadas
apenas amostras previamente diagnosticadas molecularmente para piroplasmideos. Dessa
forma, ndo ¢ possivel afirmar com precisdo se essa populagao de gato apresentavam, de
fato, uma alta ocorréncia de infec¢ao por Cytauxzoon spp. Em um estudo conduzido com
gatos domésticos do Centro-Oeste do Brasil, foi relatada uma prevaléncia moderada de
infeccao por Cytauxzoon spp. (7,2%; 12/166). Outro estudo, que avaliou 390 amostras de
gatos domésticos provenientes de trés estados brasileiros (Minas Gerais, Sdo Paulo e
Rondoénia), identificou que 27,2% das amostras foram positivas para Cytauxzoon spp.,
com prevaléncia de 41,9% (65/155) em Minas Gerais, 24,5% (37/151) em Sao Paulo e
4,8% (4/84) em Rondonia. Em contrapartida, um levantamento conduzido com 151 gatos
na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, revelou apenas um animal positivo
para Cytauxzoon spp. De forma semelhante, um estudo realizado em 2021 com 197 gatos
saudaveis atendidos em clinicas veterindrias no Rio de Janeiro detectou um tnico paciente
positivo (0,51%) para Cytauxzoon spp. (ANDRE et al., 2015; RAIMUNDO et al., 2021;
ANDRE et al., 2022; OLIVEIRA et al.,2022).

Das dez amostras sequenciadas para o gene 18S rDNA, as andlises moleculares e
filogenéticas dos fragmentos de DNA obtidos demonstraram que nove estavam infectadas
por Cytauxzoon brasiliensis € um por Babesia vogeli (Tabela 3). Entre essas amostras
sequenciadas, quatro eram amostras provenientes do grupo de animais anémicos do
laboratorio particular, sendo todas identificadas como Cytauxzoon brasiliensis. As demais
amostras pertenciam ao grupo do banco de DNA do Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da UnB.

Infecgdes por Babesia vogeli também foram descritas em gatos domésticos em
dois outros estudos (ANDRE et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022). Os achados desses
autores, juntamente com os encontrados no presente estudo, sugerem que a populagado de
felinos domésticos no Distrito Federal estd exposta a infecgdes por piroplasmideos das
espécies de Cytauxzoon e Babesia. Devido a isso, torna-se necessario a correta
identificacdo molecular dessas espécies para obtencdo do diagndstico e, desse modo,
possibilitar que os médicos veterinarios apliquem o tratamento adequado a esses animais
quando necessario.
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Tabela 3: Resultados das identidades de alinhamento das amostras sequenciadas positivas para
piroplasmideos e comparadas com outras amostras depositadas no GenBank.

Amostra Tamanho Gene Melhor hit Blastn
Cytauxzoon brasiliensis -

: LAzt 165 TONA PP583821 (1-99.64%/ C-100%)
: B 165 1DNA PpabaB1 (1000 C.100%)
’ i 165 1DNA PP 100.66%! 0.100%)
! B 185 1DNA PPSaaR21 08,60 6.1009%)
5 1.159pb 18S rDNA Babes’z ngl; 3\/;05’71(/: : 1/2(;/701195.1
‘ o 165 1DNA Pps8aB1 100.6806 0 100%)
! B 185 1DNA PP 196.00%! 0 100%)
8 e 185 1DNA PpaBab1 (1000 C.100%)
: ot Cyto Ppasisy (100% C.100%)
: srenseat ool o0
10 748pb 185 rDNA Cytauxzoon brasiliensis -

PP583821 (I-100%/ C-100%)
Onde: pb, pares de base; tDNA, Acido desoxirribonucleico ribossomal; Cytb, Citocromo b.

Das amostras identificadas como Cytauxzoon brasiliensis, cinco apresentavam
fragmentos de DNA acima de 1.000 pb, enquanto as demais apresentaram fragmentos
menores, sendo o menor com tamanho de 661 pb (Tabela 3). Todos os fragmentos obtidos
apresentaram cobertura de 100% do alinhamento e identidades entre 99,64% e 100% com
o Cytauxzoon brasiliensis identificado por Duarte et. al. (2024). O tnico paciente que
teve tanto o gene 18S rDNA quanto o gene Cytb sequenciado, apresentou tamanhos de
fragmentos de 898 pb e 868 pb, respectivamente. Embora os fragmentos tenham sido
pequenos, quando foi realizado o alinhamento com outras sequencias depositadas no
GenBank, foi observado que, com base nesses dois genes, o agente identificado
apresentava 100% similaridade genética com a espécie C. brasiliensis.

Cytauxzoon brasiliensis foi descrito e identificado pela primeira vez infectando
um gato-do-mato (Leopardus tigrinus) em Brasilia, Brasil. Andlises moleculares e
filogenéticas, baseadas nos genes 18S rDNA e Cytb, demonstraram diferencas
significativas entre essa nova espécie e aquelas previamente detectadas na Asia, América
do Norte e Europa (DUARTE et al., 2024). Anterior a isso, trés novas espécies de
Cytauxzoon haviam sido identificadas em felinos silvestres na Europa (PANAIT et al.,
2021). Os estudos que descreveram essas novas espécies destacaram que estas poderiam
ter sido erroneamente identificadas como Cytauxzoon felis em andlises moleculares
anteriores. Isso ocorreu porque essas andlises frequentemente utilizavam fragmentos
curtos (entre 100 e 600 pb) do gene 18S rRNA, o que ndo permitia um posicionamento
filogenético preciso, levando a possiveis classificagdes equivocadas como C. felis
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(PANAIT et al., 2021; DUARTE et al., 2024). Além disso, foi relatada, anteriormente, a
identificagdo de uma nova espécie de Cytauxzoon em amostras de dois gatos-de-Pallas
(Otocolobus manul), previamente sugerida como uma possivel nova espécie. Essa espécie
foi formalmente nomeada como Cytauxzoon manul e foi a segunda espécie descrita com
capacidade de infectar felinos (REICHARD et al., 2005). Ao analisar os achados desses
estudos, que identificaram novas espécies de Cytauxzoon com base em analises
filogenéticas de fragmentos de DNA maiores que 1.000 pb e, muitas vezes, fazendo a
caracterizagcdo com fragmentos também longos de outras genes, ¢ possivel inferir que os
resultados obtidos no presente estudo, utilizando amostras de gatos domésticos do Distrito
Federal, realizaram o posicionamento filogenético adequado das espécies identificadas
como Cytauxzoon brasiliensis.

A arvore filogenética foi realizada com as cinco amostras que apresentavam os
fragmentos de DNA com mais de 1.000 pb no sequenciamento e demonstrou que a espécie
de Cytauxzoon dos gatos domésticos no DF encontra-se no mesmo clado que a espécie
Cytauxzoon brasiliensis (PP583821 e PP588457) previamente identificada (DUARTE et
al., 2024) e distinta das demais espécies, incluindo Cytauxzoon felis, descrita nos Estados
Unidos. Esta analise reforca que a identidade da espécie infectante dos gatos do presente
estudo é o C. brasiliensis. E possivel visualizar na arvore que, no clado brasileiro,
encontra-se o C. brasiliensis, dois individuos identificados como C. felis (DQ382277 e
GU903911) e as cinco espécies do presente estudo (Figuras 3 e 4). Como essas duas
espécies (DQ382277 e GUY03911) que anos atrds foram classificados como C. felis
infectando felinos silvestres e a andlise foi realizada com base em fragmento parcial do
gene 18S rRNA (PEIXOTO, et al. 2007; FILONI et al, 2012), encontram-se na mesma
linha que o C. brasiliensis, uma espécie que foi identificada e caracterizada com base em
dois genes (18S rDNA e Cytb), e desse modo estdo posicionadas em um clado distinto
que a espécie americana C. felis, pode-se supor que essas duas amostras foram
classificadas de forma equivocada como C. felis e possivelmente precisem ser
reanalisadas para uma revisao nessa classificacao.

Um estudo conduzido com trés gatos domésticos da regido de Umbria, Italia,
realizou uma andlise filogenética utilizando amostras de Cytauxzoon spp. depositadas no
GenBank. Ao observar a arvore filogenética, € possivel ver que a espécie Cytauxzoon felis
encontra-se em um clado distinto dos isolados de Cytauxzoon spp. reportados no Brasil.
Essa separacdo em dois clados diferentes ¢ sustentado por um valor de bootstrap >70%
(ANTOGNONI et al., 2022). A arvore filogenética apresentada no estudo, que identificou
trés novas espécies de Cytauxzoon na Europa, também demonstra que os isolados de
Cytauxzoon spp. brasileiros encontram-se em um clado distinto dos isolados de
Cytauxzoon felis americanos (PANAIT et al., 2021). O posicionamento dos isolados
brasileiros e dos isolados americanos em dois clados diferentes nas arvores desses dois
artigos corrobora o observado na arvore do presente estudo. Este ¢ o primeiro trabalho
que identifica a espécie de Cytauxzoon brasiliensis como a espécie infectante dos gatos
domésticos no Brasil.
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Figura 3: Arvore filogenética circular de maxima verossimilhanga do género
Cytauxzoon, com base em sequéncias de nucleotideos de 18S rRNA (n = 126; 1.070 pb).
A arvore foi enraizada utilizando Hepatozoon sp. (MH615006) como um grupo externo.
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Figura 4: Arvore filogenética de méxima verossimilhanca do género Cytauxzoon, com
base em sequéncias de nucleotideos de 18S rRNA (n = 126; 1.070 pb), na forma regular
e com clados colapsados para facilitar a visualizac¢do das espécies de Cytauxzoon no clado
brasileiro. A arvore foi enraizada utilizando Hepatozoon sp. (MH615006) como um grupo
externo.

Outra observacdo que se pode fazer sobre os individuos do presente estudo ¢ que
trés deles (amostras 1, 4 e 9) destacam-se da ramificagdo do clado do Cytauxzoon
brasiliensis (Figuras 3 e 4), sendo que apenas a amostra 1 apresenta um valor de 73% na
analise de Bootstrap. Com isso, podem-se levantar duas hipoteses: (1) existe uma
variabilidade genética significativa nessa amostra, possivelmente decorrente de uma cepa
variante do C. brasiliensis; (2) essa amostra apresenta uma variagao genética significativa
que pode ser indicativa de uma nova espécie que se originou do mesmo ramo filogenético
do C. brasiliensis. Contudo, apenas com o fragmento de 18S rDNA amplificado, ndo ¢
possivel chegar a conclusdo de qual hipdtese esta correta, sendo necessario realizar a
caracterizagdo do DNA dessa amostra por meio de outros genes, como o Cytb ou COIL.

Todas as 32 amostras positivas para o gene 18S rDNA foram testadas para o gene
Cytb, mas apenas uma amostra apresentou produto amplificado para este gene (Tabela
2). O sequenciamento do fragmento de DNA do gene Cytb confirmou a identidade de
Cytauxzoon brasiliensis, previamente observada pelo sequenciamento do gene 18S rDNA
dessa amostra (Tabela 3). Enquanto, um estudo europeu conseguiu amplificar o gene
Cytb em 79 das 82 amostras positivas para Cytauxzoon spp. (PANAIT et al., 2021). A
ndo amplificagdo desse gene nas demais amostras pode ter ocorrido por varios motivos,
dentre eles a possibilidade de uma mutagdo pontual na regido iniciadora dos
oligonucleotideos, que inviabilizou o anelamento e, consequentemente, a amplificacdo.
Outra possibilidade seria a presenca de um gendtipo diferente desse gene, que poderia
estar associada as espécies identificados, e para o qual o conjunto de oligonucleotideos
utilizado neste estudo nao seria capaz de anelar.
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Um estudo com 69 amostras de gatos com Cytauxzoon felis realizou um
experimento associando possiveis mutacdes no gene Cytb a resisténcias aos tratamentos
para cytauxzoonose. Esse estudo, por meio da andlise de trés fragmentos do gene,
demonstrou que o Cytb apresentava alta variabilidade genotipica, provavelmente devido
ao fato desse gene ser um fragmento de DNA extracromossdmico que fica dentro do
apicoplasto ou mitocondria. Foi observado a ocorréncia de substituicdes de aminoécidos
unicos em diferentes regides dos fragmentos do gene, sendo algumas dessas substituigdes
nao sindnimas, o que resultava na mudanga dos aminoacidos (SCHEREEG et al., 2013).
Os achados desse estudo ajudam a justificar a ndo amplificacdo desses genes nos
pacientes positivos para Cytauxzoon brasiliensis no gene 18S rDNA do presente trabalho.
Logo, torna-se necessario trabalhar com amplificagdes de varios fragmentos menores
deste gene, no intuito de favorecer o anelamento dos oligonucleotideos e,
consequentemente, sua amplificagdo, para posteriormente unir esses fragmentos, visando
sequenciar o gene completo e, desta maneira, caracterizar o agente dessas amostras.

Dentre as espécies de Cytauxzoon identificadas até o momento, o Cytauxzoon felis
¢ a espécie mais estudada, sendo endémica em diversas regides do Estados Unidos
(KHANA et al., 2018; ZOU et al., 2019; FAGUNDES-MOREIRA, 2022; OLIVEIRA et
al., 2022; ZIEMAN et al., 2023). Infecc¢des por C. felis em gatos domésticos nos EUA
foram associadas a casos fatais de cytauxzoonose durante muito tempo. Contudo, com o
crescente aparecimento de casos documentados de gatos que sobreviveram a essa doenga
juntamente com relatos de casos assintomaticos, as infec¢des por esse agente vém
mudando esse status de doenga fatal. Desse modo, ¢ provavel que gatos sobreviventes a
cytauxzoonose desempenhem um papel importante como reservatorio doméstico para
infecgdes por C. felis para outros gatos (REICHARD et al., 2021). A patogenicidade da
espécie de Cytauxzoon que circula nos gatos e felinos silvestres do Brasil ainda ¢
desconhecida e pouco se sabe sobre a epidemiologia da cytauxzoonose no pais. Embora
no Rio de Janeiro tenha sido descrito o primeiro relato de caso de infeccdo por uma
espécie de Cytauxzoon, em que o paciente foi a obito, ¢ relatado por outros autores que
ndo houve caso de cytauxzoonose fatal em felinos domésticos no Brasil (MAIA et al.,
2013; ANDRE et al., 2015).

5.3. Hematologia dos Piroplasmideos

Quando avaliamos os parametros hematoldgicos dos gatos anémicos positivos
para Cytauxzoon spp. em comparacao com os pardmetros dos gatos negativos, € possivel
observar que houve diferenca significativa apenas nos valores de plaquetas (P <0,05). Os
animais que eram positivos para infec¢do por Cytauxzoon spp. tendiam a apresentar
valores mais baixos de plaquetas em relacdo aos pacientes negativos. Além disso, nao
foram observadas diferencas nos parametros eritrocitarios ou leucocitarios entre esses
grupos (Tabela 4). Em outras amostras de gatos do Distrito Federal, Brasil, também nao
foi observada diferengas significativas entre os parametros hematoldgicos dos animais
negativos e positivos para Cytauxzoon spp. Esse estudo demonstrou ndo existir diferencas
significativas para a ocorréncia de anemia, leucopenia, trombocitopenia entre os grupos
de animais positivos ou negativos para piroplasmideos, bem como ndo encontraram
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estruturas sugestivas de piroplasmideos na populacdo de gatos do estudo (OLIVEIRA et
al., 2022).

Tabela 4: Médias e desvio padrao dos parametros hematologicos dos animais positivos e
negativos para o gene 18S rDNA do grupo dos gatos anémicos do laboratério OHV.

. Animais Negativos Animais Positivos
Parametros - - Valores de
Hematologicos Média Desvlo Média Desvlo P-Valor Referéncia
Padrao Padrao
Hematocrito (%) 15,34 5,55 15,73 5,17 0,7737% 24 - 45
Hemacias (x10%/ul) 2,84 1,28 3,05 1,23 0,5056™ 5,0-10,0
Hemoglobina (g/dl) 5,03 1.71 5,19 1,84 0,7318* 8-15
VCM (f1) 57,07 11,75 56,02 10,63 0,7173™ 39-55
CHCM (%) 32,37 1,74 33,05 1,19 0,0921™ 30 - 36
Leucocitos (ul) 19.283 20.717 15.409 13.276 0,5810™ 5.500 -19.500
Metamielocitos (ul) 22 147 29 129 0,2753™ 0
Bastonetes (ul) 405 1.625 194 471 0,2708™ 0-300
Neutrofilos (ul) 13.231 17.684 11.818 11.287 0,9846™ 2:;500 -12.500
Linfécitos (ul) 4.665 8.398 2.512 2.456 0,2254™ 1.500 - 7.000
Monécitos (ul) 796 1.838 659 1.726 0,2753™ 0 -850
Eosinoéfilos (ul) 162 246 197 311 0,6131™ 0-1.500
Basoéfilos (ul) 2 14 0 0 0,4643> 0-1
PPT (g/dl) 7,8 1,6 7,9 1,6 0,7579* 6,0 —8,0
Plaquetas (x103/ul) 190 174 300° 236 0,0460> 195 - 624

Legenda: As médias seguidas de letras diferentes diferiram significativamente (P < 0,05). Onde: <-, Teste
paramétrico; X, Teste ndo paramétrico; VCM, Volume corpuscular médio; CHCM, Concentragdo de
hemoglobina corpuscular média; PPT, Proteinas plasmaticas totais.

Por outro lado, ao analisarmos as onze amostras do banco de DNA do laboratorio,
previamente positivas nas PCR de triagem para piroplasmideos, observamos que esses
animais ndo apresentavam anemia. Em um dos pacientes positivos para Cytauxzoon
brasiliensis, foram visualizadas inclusdes sugestivas de piroplasmideos em laminas, e
esse gato apresentava leucocitose de 42.500ul. Outros dois felinos apresentavam
leucopenia (3.500ul e 4.400ul), sendo que um deles teve o diagndstico por Cytauxzoon
brasiliensis confirmado pelo sequenciamento, enquanto o outro ndo foi sequenciado. Os
demais animais desse grupo ndo apresentaram nenhuma alteragdo hematoldgica. Ao
avaliar o historico clinico dos trés animais que apresentaram alteracdes na série branca,
observa-se que os dois animais leucopénicos possuiam doencas ndo correlacionadas a
infeccdo pelo parasito. Um desses gatos apresentava dermatite alérgica, e o outro doenga
periodontal e cardiopatia. O paciente que apresentava leucocitose estava realizando uma
avaliagdo clinica, pois tinha acabado de ser resgatado e apresentava apenas lesdes nos
coxins. Os demais pacientes ndo apresentavam alteragcdes que pudessem ser associadas a
infeccdo por hemoparasitas, pois os motivos das consultas incluiam epilepsia, doenca
renal cronica ou pré-operatorio de castragdo. Desse modo, pode-se supor que a infec¢do
por Cytauxzoon spp. foi um achado laboratorial.

Um estudo realizado no Distrito Federal, Brasil, demonstrou que os achados
clinico-patologicos observados nos animais infectados eram mais parecidos com os
descritos em gatos na Europa, onde os animais ndo apresentavam doenga clinica,
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diferentemente dos sinais clinicos comumente relatados em gatos dos Estados Unidos,
que desenvolviam quadros agudos de cytauxzoonose. Neste estudo, os autores sugerem
que os achados dao maior suporte a possiblidade de o Cytauxzoon spp. infectando os gatos
da América do Sul seja uma cepa ou espécie diferente, com menor patogenicidade em
comparagdo ao Cytauxzoon felis. Contudo, o estudo comenta que, por nio terem
trabalhado com animais gravemente doentes, ndo se pode descartar a possibilidade de que
esses animais tenham passado por uma fase de esquizogonia autolimitante e se tornado
portadores cronicos do Cytauxzoon spp., podendo, desse modo, em algum momento,
terem se recuperado da doenga clinica e ndo terem sido assintomaticos durante todo o
periodo da infec¢do, ou mesmo nao terem apresentado sinais semelhantes aos observados
nas infec¢des por C. felis nos EUA (OLIVEIRA et al., 2022). Esses achados sao
corroborados com os encontrados por outros autores que demonstraram infecgdes em
gatos domésticos assintomaticos (MOGHADDAM et al., 2020, ANDRE et al., 2022).

Em outro estudo, gatos positivos e aparentemente sauddveis apresentaram
leucocitoses por neutrofilia com discreto desvio a esquerda, além de monocitose e
trombocitose durante a avaliagdo hematologica. Como achados hematologicos adicionais,
foi visualizada uma estrutura sugestiva de piroplasmas no esfregaco sanguineo
(RAIMUNDO etal., 2021). Em estudos das regides de Minas Gerais e Sao Paulo, também
foram visualizadas estruturas sugestivas de piroplasmas nos esfregacos sanguineos. Os
autores relataram que os gatos positivos para Cytauxzoon spp. eram animais
aparentemente saudaveis e que haviam sido apenas submetidos a castragdo. Os autores
acreditam que esses gatos tenham sido infectados por uma cepa menos patogénica do
Cytauxzoon spp. (ANDRE et al., 2022). Os relatos apresentados por todos esses autores,
juntamente com os achados observados nos animais do grupo de amostras do banco de
DNA analisados no presente trabalho, demonstram que gatos domésticos do Distrito
Federal, sem indicios de doenga clinica, podem provavelmente apresentar infec¢ao por
Cytauxzoon brasiliensis.

E provavel que os gatos positivos possam apresentar hemécias infectadas por um
longo periodo, atuando, assim, como possiveis reservatorios do parasito no Brasil. No
entanto, para confirmar tal hipdtese, torna-se necessario realizar infec¢des experimentais
(ANDRE et al. 2022). Até o momento, nio foram relatados esquizontes infectando células
fagociticas mononucleares em infec¢des por esse hemoparasita nos felinos domésticos
brasileiros. Embora haja o relato de um caso de infec¢do por Cytauxzoon spp. no qual o
gato evoluiu a 6bito poucos dias apds o diagnostico, os autores desse relato sugerem que
provavelmente esse desfecho do quadro clinico do animal ocorreu devido as
complicagdes clinicas e hematologicas desenvolvidas pela coinfec¢do por hemoplasmas.
Isso leva a supor que o 6bito do animal ndo foi causada pela cytauxzoonose, assim como
outros autores tém relatado a auséncia de casos fatais relacionados a essa sindrome. Esses
dados sugerem que, possivelmente, existem diferentes isolados de Cytauxzoon spp.
circulando no pais, os quais podem apresentar patogenicidade diferente da espécie
Cytauxzoon felis (MAIA et al., 2013; ANDRE et al. 2022).
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5.4. Analise das Coinfecgoes

Embora tenhamos utilizado amostras de pacientes anémicos com o intuito de
aumentar a possibilidade de identificar animais infectados por Cytauxzoon spp., também
aumentamos as chances de encontrar coinfeccdes por outros agentes, o que pode ser
considerado um ponto negativo do trabalho. Porém, mesmo realizando a triagem dessa
maneira, identificamos que 41,67% (10/24) dos animais ndo apresentavam coinfecgoes.
Infelizmente, o presente trabalho ndo teve acesso a informagdes sobre o quadro clinico
dos pacientes deste grupo, impossibilitando avaliar se a infec¢do por Cytauxzoon
brasiliensis ou as coinfec¢des resultaram no 6bito ou, ainda, se houve cura clinica dos
gatos. Nos Estados Unidos, foi realizado um estudo recente do tipo caso-controle, que
avaliou 229 animais divididos em 39 positivos para Cytauxzoon spp. € 190 negativos.
Nesse estudo, foi observado que a anemia estava presente em 35,9% (14/39) dos gatos
positivos, e ndo houve uma associac¢ao de infeccdo com a anemia quando comparado ao
grupo controle. No entanto, ao avaliar os animais com base na auséncia de sinais clinicos,
os casos de anemia eram mais frequentes nos animais positivos. Por outro lado, ao
analisar os animais que apresentavam sinais clinicos, foi observado que a anemia ndo
estava associada a infecgdo. Nesse estudo, foi relatado que os sinais clinicos observados
nos animais positivos eram inespecificos (sinais neurologicos, emagrecimento, diarreia,
estomatite, dermatite, entre outros) (CARLI et al., 2022). A anemia ocorre frequentemente
nos estagios iniciais de infeccdo dos eritrdcitos, mas, quando os gatos sobrevivem ao
estagio de esquizogonia da doenca, esses animais podem manter niveis baixos de
piroplasmas nas hemacias por periodo indefinido, mesmo sem a doenga clinica, tornando-
se persistentemente infectados (SLEZNIKOW et al., 2021; REICHARD et al. 2021). Os
achados hematoldgicos mais comumente associados a infec¢do por Cytauxzoon spp. sdo
citopenias, anemia, leucopenia com granulagdo toxica, linfopenia e trombocitopenia
(OLIVEIRA et al., 2022).

Ao avaliar os ensaios moleculares para possiveis coinfecgdes por FIV, FeLV e
hemoplasmas, realizados nos pacientes do grupo dos animais anémicos oriundos do
laboratorio particular, foram obtidos os resultados descritos na tabela 2. Observou-se que
58,33% (14/24) desses pacientes apresentavam coinfeccdes por um ou mais desses
agentes, como ¢ possivel visualizar na tabela 5. Entre esses pacientes, 28,57% (4/14)
eram positivos apenas para FELV, 28,57% (4/14) tinham coinfec¢do apenas por
hemoplasma, 28,57% (4/14) eram infectados tanto com hemoplasmas quanto com FeLV
e 14,29% (2/14) eram FIV e FeLV positivos. Um estudo com gatos de trés estados
brasileiros avaliou possiveis coinfecgdes de Cytauxzoon spp. com outros agentes
infecciosos. Entre as amostras analisadas, 10 aprestavam coinfec¢ao, sendo 8 animais
infectados por Cytauxzoon spp. € Anaplasma spp., um por Cytauxzoon spp. € Ehrlichia
spp. € um por Cytauxzoon spp. € Babesia vogeli. Nesse estudo, ndo foram realizadas
analises hematologicas para avaliar os efeitos dessas coinfecgdes nos exames
hematologicos desses animais (ANDRE et al., 2022).
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Tabela 5: Resultados das PCR para coinfec¢iao por
hemoplasma, FeLV e FIV dos gatos anémicos
positivos no gene 18S rDNA.

Pacientes Hemoplasmas FelLV FIV
1 - + +
2 - + -
3 + + -
4 - - -
5 + - -
6 + - -
7 - - -
8 + - -
9 - - -
10 - + +
n + + -
12 - + -
13 - - -
14 - - -
15 - - -
16 - + -
17 - - -
18 + - -
19 + + -
20 - + -
21 - - -
22 - - -
23 - - -
24 + + -
TOTAL: 8 10 2

Onde: FeLV, Virus da Leucemia Felina; FIV, Virus da
imunodeficiéncia felina.

5.5. Hematologia das Coinfeccoes

Ao comparar os valores hematologicos dos grupos de animais infectados apenas
por Cytauxzoon spp. com 0s que apresentaram alguma coinfec¢do, podemos observar que
existem diferencas significativas nos parametros de hematocrito, nimero de hemaécias e
VCM (p < 0,05). Demonstra-se, dessa forma, que os pacientes que possuiam coinfecgdes
apresentavam quadros de anemias mais graves € macrocitoses em relagdo aos que ndo
possuiam coinfec¢des (Tabela 6).
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Tabela 6: Médias e desvio padrao dos parametros hematoldgicos dos animais com e sem coinfec¢des e de cada coinfec¢do do grupo dos gatos
anémicos do laboratério OHV.

. S infecci C infecci Coinfec¢io
Param(ftr'os em comnieceao om colieceao Hemoplasmas FelLV FIV e FeLV Hemoplasmas e FeLV Valorfs d.e
hematologicos —_ —_ — —_ — — Referéncia
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Hematocrito (%) 18,222 4,27 13,96%° 5,15 18,48* 3,5 15,85° 4,45 10,55 0,92 9,25%b 3,66 24 -45
Hemacias (x106/pl) 3,67* 0,99 2,61 ¥b 1,22 3,77* 0,55 2,982 1,31 1,742 0,37 1,52%b 0,57 5,0-10,0
Hemoglobina (g/dl) 5,97% 1,34 4,632 1,98 5,9* 1,15 5,7% 2,27 3,452 0,49 2,88%b 1,33 8-15
VCM (f) 50,79* 6,54 59,76 *b 11,58 47,5* 4,63 59,85 2,47 61,65* 7,85 70,980 12,76 39-55
CHCM (%) 33,38 1,40 32,82 1,01 32,58 0,61 33,73 0,92 32,6 1,84 32,28 0,66 30-36
Leucécitos (ul) 18.180 14.696 13.430 12.336 7.550 2.891 23.300 16.499 6.550 3.041 12.881 12.693 5.500 -19.500
Metamieldcitos (ul) 7 22 45 169 0 0 0 0 0 0 158 316 0
Bastonetes (ul) 258 624 148 343 121 167 82 164 0 0 315° 631 0-300
Neutroéfilos (ul) 15.084 14.026 9.486 8.669 5.573% 2.849 15.067 11.180 5.718 3.357 9.702 10.831 2;500 -12.500
Linfécitos (ul) 2288 1.610 2.672 2.968 1.345 796 5539 4493 702 377 2.116 996 1.500 - 7.000
Monécitos (ul) 333 278 892 2.253 413 372 2.394 4.193 131 61 250 156 0 -850
Eosindfilos (ul) 210 288 188 336 99 124 218 438 0 0 341 467 0-1.500
Plaquetas (X103/p,l) 367 243 253 228 244 161 192 173 496 571 201 111 195 - 624
PPT (g/dl) 8,1 1,5 7,8 1,7 8,6 2,5 7,4 0,7 7,3 1,3 7,6 1,9 6,0 — 8,0

Legenda: As médias seguidas de letras diferentes diferiram significativamente (P < 0,05). Onde: <, Teste paramétrico; X, Teste ndo paramétrico, VCM, Volume corpuscular
médio; CHCM, Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; PPT, Proteinas plasmaticas totais.
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Quando comparado os grupos de diferentes tipos de coinfec¢do com aqueles sem
coinfec¢do, ndo foi observada diferenga significativa nos parametros hematologicos dos
animais coinfectados por hemoplasma, FeLV ou FIV/FeLV (P > 0,05). No entanto, ao
comparar os animais sem coinfec¢do com aqueles coinfectados por hemoplasmas
associado a FeLV, observou-se uma diferenca significativa na maioria dos parametros
eritrocitarios (P <0,05), sendo possivel observar que alguns animais apresentaram anemia
mais graves, possivelmente devido a coinfec¢do por trés agentes infecciosos. Contudo, ¢
importante destacar que, devido ao tamanho reduzido da amostra, a divisdo dos animais
em grupos distintos resultou em um ntimero amostral pequeno para cada grupo, o que
pode ter causado vieses nos resultados.

Estudos relatam casos de coinfec¢do de Cytauxzoon spp. com agentes como
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma spp., FIV e FeLV. Em casos isolados, gatos
infectados apresentaram sintomas graves, como anemia € imunossupressao, sugerindo
que a coinfec¢do pode agravar o quadro clinico, especialmente quando mais de dois
patogenos estao presentes (MAIA etal., 2013; DE MELO et al., 2023). No entanto, alguns
estudos relatam casos de animais sem sinais clinicos associados diretamente a infeccao
por Cytauxzoon spp., indicando que esses gatos poderiam ser portadores cronicos e
assintomaticos (MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2007; ANDRE et al., 2017). Nao foi
observada maior suscetibilidade de infec¢@o por Cytauxzoon spp. nos gatos FIV positivos
(MENDES-DE-ALMEIDA et al., 2007; DE MELO et al., 2023). Resultados de pesquisas
europeias confirmam a presenga de Cyfauxzoon spp. € sua associagao frequente com FIV
e hemoplasmas, mas sugerem que os sintomas graves geralmente se devem a outras
condigoes concomitantes (ANTOGNONI et al., 2022; WILLI et al., 2022).
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6. CONCLUSOES

As analises moleculares demonstraram que Cytauxzoon brasiliensis foi a espécie
infectante dos gatos domésticos deste estudo. Os animais infectados por essa espécie
apresentam poucas alteracdes hematoldgicas. Essa observacao pode indicar uma variagdo
genotipica ou uma baixa patogenicidade do C. brasiliensis, sendo necessario mais estudos
para confirmar tal hipotese.

A analise dos animais do presente estudo revelou que a presenca de multiplos
patogenos pode agravar o quadro clinico do gato, especialmente os animais anémicos, o
que enfatiza a necessidade de diagnosticos completos e cuidadosos, sendo importante
investigar possiveis coinfecgdes, como as que envolvem FeLV, FIV e hemoplasmas.
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CAPITULO 3

1. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo auxilia no entendimento da ocorréncia e dos aspectos
moleculares da infeccdo por Cytauxzoon brasiliensis em gatos domésticos no Distrito
Federal, Brasil, ressaltando a importancia dos estudos moleculares na caracterizacao dos
hemoparasitas, especialmente aqueles do género Cytauxzoon, que infectam os felinos
domésticos e silvestres no pais. Esses estudos sao fundamentais para expandir a
compreensao sobre as espécies infectantes dos felinos.

Apesar de existirem poucos estudos sobre casos de Cytauxzoon spp. em felinos
domésticos no Brasil, a maioria das analises moleculares foram feitas com base em curtos
fragmentos de DNA. o que pode ter levado a possiveis erros na identificagdo da espécie.
Ha ainda menos trabalhos que correlacionem os achados hematologicos da infec¢do por
esse parasito com os efeitos de coinfec¢do por outros agentes. Sendo o trabalho mais
completo, o realizado por Oliveira et al., (2022), que apresentou uma abordagem voltada
a caracterizagcdo dos casos de infec¢des por piroplasmideos, associando caracteristicas
epidemiologicas, clinico-patologicos e moleculares dos gatos estudados.

O presente estudo apresenta alguns vieses, como o fato de as amostras
selecionadas para os testes serem provenientes de animais anémicos ou terem sido
escolhidas por apresentarem resultados previamente positivos para piroplasmideos. Dessa
forma, € possivel observar uma alta ocorréncia de animais positivos. Para o objetivo desse
estudo, que era principalmente a identificacdo da espécie de Cytauxzoon presente no
Distrito Federal, essa abordagem favoreceu o estudo. No entanto, torna-se importante
realizar novos estudos utilizando amostras randomicas, para assim ser possivel avaliar a
prevaléncia desse parasito no Distrito Federal, a real correlagdo entre a infecg¢do por esse
parasito e a ocorréncia de animais anémicos, ou mesmo compreender como ocorrem 0s
casos de coinfec¢do desse parasito com outros agentes infeccioso de importancia clinica
para a saude dos felinos.

Os resultados deste trabalho indicam que a infec¢@o por Cytauxzoon brasiliensis
em gatos domésticos, apresenta manifestagao clinica mais brandas quando comparada as
infec¢des causadas por C. felis nos Estados Unidos. A presenca de coinfec¢des, como
FeLV, FIV e hemoplasmas, reforca a importancia de uma abordagem diagndstica
abrangente em felinos com alteracdes hematologicos, uma vez que essas coinfecgdes
podem intensificar a gravidade dos sintomas, especialmente nos casos de anemia. Essa
informagdo ¢ essencial para que médicos veterindrios considerem a possibilidade de
multiplos agentes infecciosos ao avaliar gatos com sinais inespecificos, particularmente
aqueles expostos a ambientes de alto risco para transmissao pelo vetor. Ao correlacionar
as coinfecc¢des aos quadros hematologicos graves por meio de um diagndstico abrangente,
o médico veterinario poderd adotar uma abordagem terapéutica mais eficaz.
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Além disso, os achados deste trabalho sugerem que gatos domésticos
assintomaticos ou que obtiveram a cura clinica podem atuar como reservatorios
potenciais para o Cytauxzoon spp. no Brasil, contribuindo para a circulagdo do parasito
entre populagdes de felinos.



