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O presente trabalho ¢ dedicado a todos os Médicos Veterindrios que atuam na area de
pequenos animais e que lidam no dia a dia com a Leishmaniose Visceral Canina. Ainda temos
muito o que descobrir sobre essa doenga.
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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ uma doenga infecciosa causada pelo protozodario
Leishmania infantum, o qual ¢ transmitido pela picada do flebotomo Lutzomyia longipalpis
infectado. Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, a LVC estd presente em 88 paises,
sendo o cdo doméstico o principal reservatorio para o agente etiolégico da doenca humana. O
Brasil registrou entre 2010 a 2018 um crescimento exponencial no nimero de casos humanos
e caninos de Leishmaniose Visceral. O diagndstico da LVC ¢ realizado rotineiramente nas
clinicas veterinarias por meio de exame clinico associado a métodos sorologicos, conforme
recomendacdo do Ministério da Saude. O objetivo deste trabalho foi estudar a LVC na
Macrorregido de Tedfilo Otoni através do diagnostico molecular, isolamento e identificacdo
de espécies de Leishmania sp nos caes. No presente estudo, foram utilizados caes
provenientes da Clinica Veterinaria S3o Francisco e do Canil Municipal de Teéfilo Otoni,
MG, para coleta das amostras com aprovacdo da CEUA-Mucuri da UFVIM. Foram
selecionados 132 cdes com resultado DPP positivo. Posteriormente, os animais foram
avaliados quanto a sintomatologia, sexo e tratamento. Foi realizado o Teste Rapido e feita a
coleta de pele de orelha esquerda e aspirado de medula dssea. O aspirado de medula foi
enviado para a Fiocruz para visualizagdo, identificagdo do protozodrio e confirmagdo do
diagnostico. Pelo menos um sinal clinico, possivelmente associado a LVC foi observado em
77,27% dos animais e 83% dos animais apresentavam pelagem curta. Os animais com mais de
6(seis) anos de idade apresentaram um percentual de positividade menor em relacdo a faixa de
animais adultos-jovens. Os locais de maior incidéncia da LVC aconteceram em dareas da
regido Norte da Cidade de Teodfilo Otoni. Ao se avaliar os resultados das culturas realizadas
com as amostras de aspirado de medula Ossea, observou-se que 86 animais (65,15%)
apresentaram cultura de Leishmania sp negativa e a leitura de laminas prévias a cultura,
verificou-se presenga de formas amastigotas de Leishmania sp em 26,52% das laminas de
medula e em 18,18% das laminas de pele de orelha. Ao se avaliar os resultados de PCR e
RFLP observou-se que dos 132 animais avaliados, 56 amostras apresentaram resultado
positivo para PCR (42,42%) e 69 amostras (52,27%) apresentaram resultado positivo para
RFLP (identificacao da espécie de Leishmania sp), sendo 56 amostras de sangue de medula e
13 amostras de macerado de cultura positiva que tiveram resultado negativo na PCR. A L.
infantum foi a unica espécie encontrada nas amostras analisadas. No resultado final, 88 caes
(66,67%) deste estudo tiveram o diagndstico confirmado com positividade em pelo menos um

dos testes realizados (parasitologico e/ou molecular). Este estudo demonstrou que, o



diagnéstico da LVC ainda enfrenta sérios desafios e requer o uso de varios testes diagnosticos.
Especialmente na Macrorregido de Tedfilo Otoni, MG, existem poucos dados
epidemiologicos sobre a LVC, portanto, a deteccao precoce de caes infectados € essencial

para o direcionamento e melhoria das agdes estratégicas no controle da LV.

Palavras chave: Leishmaniose, LVC, Caes, Diagnoéstico, Leishmania sp



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is an infectious disease caused by the protozoan
Leishmania infantum, which is transmitted by the bite of the infected sand fly Lutzomyia
longipalpis. According to the World Health Organization, LVC is present in 88 countries,
with the domestic dog being the main reservoir for human disease. Between 2010 and 2018
Brazil registered an exponential growth in the number of human and canine cases of Visceral
Leishmaniasis. The diagnosis of CVL is routinely performed in veterinary clinics through
clinical examination associated with serological methods, as recommended by the Ministry of
Health. The objective of this work was to study the situation of CVL in the Macroregion of
Teofilo Otoni through molecular diagnosis, isolation and identification of species of
Leishmania sp in dogs. In the present study, dogs from the Sdo Francisco Veterinary Clinic
and the Municipal Kennel of Teo6filo Otoni, MG, were used to collect samples with approval
from CEUA-Mucuri of UFVIM. Dogs with a positive PPD result were selected.
Subsequently, the animals were evaluated for symptomatology, sex and treatment. The Rapid
Test was performed and the skin from the left ear and bone marrow aspirate were collected.
The marrow blood was sent to Fiocruz for visualization, identification of the protozoan and
confirmation of the diagnosis. At least one clinical sign, possibly associated with CVL, was
observed in 77.27% of the animals and 83% of the animals had short fur. Animals over 6(six)
years of age had a lower percentage of positivity in relation to the range of young-adult
animals. The places with the highest incidence of LVC were in areas in the northern region of
the city of Teofilo Otoni. When evaluating the results of cultures performed with the samples
of bone marrow aspirate, it was observed that from the samples of 132 animals, 86 (65,15%)
had negative Leishmania culture and the reading of slides prior to the culture, there was the
presence of amastigote forms of Leishmania spp in 26.52% of marrow lamina and in 18.18%
of ear skin lamina. When evaluating the results of PCR and RFLP, it was observed that of the
132 animals evaluated, 56 samples were positive for PCR (42.42%) and 76 samples were
negative for PCR (57.58%) and 69 samples had a result positive for RFLP (Leishmania
Species Identification), 56 marrow blood samples and 13 culture macerate positive samples
were PCR negative. The species of Leishmania infantum was the only species found in the
analyzed samples. In the final result, 88 dogs (66.67%) in this study had the diagnosis
confirmed with positivity in at least one of the tests performed (parasitological and/or
molecular). This study demonstrated that the diagnosis of CVL still faces serious challenges

and requires the use of various diagnostic tests. Especially in the Macroregion of Teofilo



Otoni, MG, there are few epidemiological data on CVL, therefore, the early detection of

infected dogs is essential for targeting and improving strategic actions to control VL.

Keywords: Leishmaniasis, CVL, Dogs, Diagnosis, Leishmania sp
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1-INTRODUCAO

As leishmanioses representam, na atualidade, uma das mais importantes zoonoses
do mundo e sdao causadas por espécies variadas de protozodrios pertencentes ao género
Leishmania spp. E considerada pela Organizagio Mundial da Satde (OMS), uma das doengas
infecciosas de grande importancia e a segunda principal doenga causada por protozodrio
ficando atras apenas da malaria (BRASIL, 2009; OLEAGA et al 2018). E capaz de infectar
diferentes espécies de mamiferos e dentre eles o homem, cdo, raposas, marsupiais
(TEIXEIRA NETO 2014; RIBEIRO et al 2019) e ha relatos de casos em felinos (FERREIRA
2010; SANTOS et al 2018). A dificuldade no controle das infec¢des leishmanidticas explica-
se pela grande diversidade de agentes etiologicos, grande nimero de espécies vetoras, e pela
diversidade de animais que podem ser reservatorios destas doencas (TEIXEIRA NETO 2014).
Cada area de transmissdo possui caracteristicas unicas que tornam necessarios estudos
epidemioldgicos locais para investigar a(s) espécie(s) de Leishmania(s) circulante(s), bem
como o0s vetores e reservatorios. Somente através desta avaliagdo ¢ possivel propor medidas
de controle mais especificas e eficientes para a realidade de cada localidade estudada
(TEIXEIRA NETO 2014). A doenca pode apresentar diferentes formas clinicas, dependendo
da espécie de Leishmania sp envolvida e da relagdo do parasita com seu hospedeiro, e pode
ser dividida em dois tipos: a Leishmaniose Tegumentar (LT) a Leishmaniose Visceral (LV)
(BRASIL 2017).

A LT tem ampla distribuicdo mundial e no Continente Americano, denominada
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), ha registro de casos desde o extremo sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, com exce¢do do Chile e Uruguai. A LTA ¢
popularmente conhecida como “Ulcera de Bauru” e o principal agente causador é a L.
braziliensis, mas possui outras espécies que fazem parte da cadeia epidemiologica da LT
(BRASIL 2017). Nas Américas, sao atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de
Leishmanias causadoras de doenga humana e oito espécies descritas, somente em animais. No
entanto, no Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e uma
do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das regides Norte e
Nordeste (LANA 2014). Os agentes etiologicos causam lesdes de pele € mucosa com sinais
clinicos que variam conforme a espécie do agente causador e a resposta imunoldgica do

hospedeiro (BRASIL, 2017; GAMA et al, 2009; JESUS et al, 2006; LANA 2014). A LTA ¢
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considerada um sério problema na saiude publica, causando a leishmaniose cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) e cutanea difusa (LCD) (DIAS et al 2018: GAMA et al, 2009). Alguns
animais podem ser assintomaticos e por isso possuem um importante papel no ciclo da doenga
(JESUS et al, 2006).

A LV ¢ uma doenca infecciosa sistémica grave, zoondtica, popularmente
conhecida como “Calazar” causada por parasitos do complexo Donovani, sendo a espécie L.
(L.) donovani na Africa e na Asia, e L. (L.) infantum no Mediterraneo, China, norte da Africa,
no Brasil e no restante da América Latina. (ALVARENGA 2013; BRASIL 2006;
CORTEGIANO e CHUCRI 2020; SILVA 2007). Existe uma grande polémica em torno da
origem da LV no Novo Mundo — se ela foi introduzida na época da colonizagdo europeia e
causada pela espécie L. infantum, ou hé varios milhdes de anos, juntamente com a introdugao
dos canideos, devendo a espécie ser classificada como L. chagasi (GONTIJO e MELO 2004).
Os achados de altas taxas de infec¢@o em canideos origindrios da Amazonia sugerem a origem
autdctone. Entretanto, estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L.
chagasi e a L. infantum uma Unica espécie e aceitam a hipdtese de origem recente nas
Américas (GONTIJO e MELO 2004). A L. donovani ¢ responsavel pela infeccdo em
humanos, enquanto que a L. infantum e L. chagasi causam LV tanto em humanos quanto em
caes (SILVA 2007). Atualmente L. infantum e L. chagasi sao consideradas por muitos autores
como espécies indistintas, portanto, trataremos do assunto da LV no continente americano
como L. infantum, acatando a maioria dos trabalhos concernente a este tema (SILVA 2007).

As Leishmania spp sdo protozodrios que parasitam as células do sistema
fagocitico mononuclear de hospedeiros vertebrados. Os caes, quando infectados, podem nao
apresentar nenhuma sintomatologia clinica ou podem apresentar sintomas cldssicos como
lesdes e descamagdo cutaneas, onicogrifose, esplenomegalia, linfoadenopatia, hepatomegalia,
alopecia, dermatites, ceratoconjuntivite, edemas de patas e eventualmente vOmitos que
possivelmente estdo relacionados a insuficiéncia renal (BRASILEISH 2015; CONTRERAS et
al, 2019; FARIA 2012). Nos hospedeiros vertebrados, quando infectados, predomina a forma
amastigota do parasito e nos flebotomineos vetores, a forma promastigota. A transmissdao do
parasito para seres humanos e animais ocorre primariamente por meio da picada da fémea de
flebotomineos infectados, popularmente conhecidos por “mosquito palha” (BRASIL 2014;
BRASILEISH 2015: LANA 2014; NEVES 2005). Embora a principal forma de transmissao
seja por intermédio da picada do flebotomineo existem relatos de literatura de transmissao por
transfusdo sanguinea se um cdo infectado for usado como doador (BRASILEISH 2015;

FRANCA A. O, 2018: FREITAS et al, 2006), transmissao venérea (BRASILEISH 2015;
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SILVA et al., 2009a) e transplacentaria (BRASILEISH 2015; SILVA et al., 2009b).

As Leishmanioses fazem parte do grupo das 17 Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTN’s) segundo a OMS, causadas por agentes infecciosos e parasitarios (virus, bactérias,
protozoarios ¢ helmintos) para as quais ha um desinteresse comercial por parte dos grandes
laboratérios, devido ao fato dessas doengas afetarem principalmente populagdes pobres
(ALMEIDA et al, 2017; INCT — IDN 2013; SILVA; FIGUEIREDO ¢ CARVALHO 2016), e
se disseminam em meios em que hd precaria estrutura sanitaria, condigdes de moradia e
alimentacdo deficientes, além da dificuldade de acesso ao sistema de saude pelas pessoas
(ALMEIDA et al, 2017; SILVA; FIGUEIREDO e CARVALHO 2016). S3o doengas
negligenciadas pelo capital por sua irrelevancia enquanto nicho econdmico rentdvel, nao
atraindo o interesse de investimentos por instituigdes financeiras internacionais, ou mesmo da
industria de medicamentos, embora, estudos recentes mostram a necessidade de investir em
prevenc¢ao, pois certamente ird minimizar o impacto econdmico causado por essa endemia que
acomete um ter¢o da populagdo mundial, conferindo elevada morbidade as populagdes
acometidas (VASCONCELOS et al, 2016).

O estudo epidemioldgico desta doenga torna-se importante, pois nosso pais
apresenta quadros graves de epidemias e endemias (GONTIJO e MELO, 2004; ROEDER-
FERRARI et al 2020; SOUZA et al 2013). Considerando o potencial zoonético da doenga, o
controle de infeccdes nos reservatorios € vital para restringir a transmissao da leishmaniose
visceral para humanos (NOLI ¢ SARADOMICHELAKIS 2014; ROEDER-FERRARI et al
2020). A complexidade do controle ¢ mais evidente quando consideramos que existem
lacunas no conhecimento sobre cada aspecto estudado, incluindo a distribui¢do geografica do
parasito, insetos vetores, fontes de infec¢do, fatores historicos e socioeconémicos, integragao
dos servigos de saude, técnicas utilizadas para o diagndstico, tratamento e imunoprofilaxia
(DANTAS-TORRES et al 2012; GONTIJO e MELO 2004).

No programa de controle da leishmaniose visceral no Brasil, a acdo direcionada ao
reservatorio canino ¢ restrita ao abate animais soropositivos, que sdo identificados pela
conducdo da pesquisa de amostras ou censos. Nas recomendacdes do Ministério da Satde,
ndo ha atividades diretamente relacionadas a investigacdo de potenciais fatores de risco
associados a infeccdo em cdes examinados (BRASIL, 2014). Dada a relevancia de tais
atividades para melhor compreensao da dinamica da doenga e para definir melhores medidas
de controle de alvo (COURA-VITAL et al, 2011), ¢ importante esse tipo de investigagao
através de pesquisas e na rotina do Servico de Saude e Vigilancia Sanitaria dos municipios

(ROEDER-FERRARI et al 2020).
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A aquisi¢do de conhecimento e medida de controle sobre os fatores envolvidos na
dindmica de transmissdo da LV em dareas urbanas e periurbanas ¢ ainda um grande desafio
para a saude publica e pouco ainda se sabe sobre as variaveis que determinam a distribui¢ao
da doenca nestes ambientes, particularmente sobre infeccdo canina (CORTEGIANO e
CHUCRI 2020; COURA-VITAL 2011; ROEDER-FERRARI et al 2020; SILVA et al, 2012;
SOUZA et al 2013). Além disso, ha um desconhecimento e lacunas conceituais nos
profissionais de saude acerca das causas para surgimento da doenga e fatores relacionados o
que dificulta um trabalho eficaz para a vigilancia sanitdria dos municipios no intuito de
controlar essa doenga (ARAUIJO et al, 2020; BELO et al., 2013; OMS, 2015)

Dessa forma, estudar e identificar as espécies de Leismania spp presentes na
infeccdo canina na macrorregido de Teofilo Otoni, MG, ¢ de interesse para estabelecer
medidas eficientes de controle, j4 que a qualificacdo e a quantificacdo parasitdria em
diferentes amostras caninas podem ser tteis na indicacdo do grau de participagdo do mesmo

como fonte de infec¢do para humanos.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Leishmaniose Visceral

E considerada pela Organizagio Mundial da Saude (OMS), uma das doengas
infecciosas de grande importincia e a segunda principal doenca causada por protozoario
ficando atrds apenas da maldria (OMS, 2010). Cerca de 200.000 a 400.000 novos casos de
Leishmaniose Visceral (LV) ocorrem no mundo todos os anos. No Brasil, a LV esta presente
em praticamente todos os estados, com uma média de 3000 novos casos por ano, com
prevaléncia variando de 1,9% a 35% em areas endémicas e com alta taxa de letalidade (OMS,
2019).

A LV ¢ uma zoonose, causada por um protozoario do género Leishmania
(Kinetoplastida, Trypanosomatidac). No Brasil, a transmissdo desse parasita ocorre
essencialmente através da picada do mosquito palha fémea Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) (Figura 1) previamente infectado com Leishmania infantum. A
fémea flebotoma ao fazer o repasto sanguineo — pois necessita de sangue para maturar o
aparelho reprodutor e¢ fazer a oviposi¢do — ¢ infectada ao ingerir formas amastigotas do
hospedeiro contaminado (CORTEGIANO e CHUCRI 2020; ROSYPAL, ZAJAC e
LINDSAY 2003; VAZ et al, 2020). Os caes sdo os principais reservatorios domésticos desse
agente etiologico (CORTEGIANO e CHUCRI 2020; ROCHA et al, 2020) e podem apresentar
amplos sintomas dependendo das interagdes entre a resposta imune do hospedeiro e o parasita
(MARCELINO et al, 2020).

Figura 1 — Fémea de flebotomineo Lutzomyia sp

Fonte: Collins 2011

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ uma doenga infecciosa sistémica. E
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uma importante questdo veterinaria e também um desafio a saude publica, devido ser uma
potencial zoonose (COURA-VITAL et al, 2011). Hoje, ao tratarmos de questdes de saude, ¢
preciso pensar de uma maneira mais global e entender que a saude deve ser tratada como
saude Unica ja que existe uma relagdo direta entre humanos, animais € meio ambiente
(SOUZA et al 2013).

A Leishmaniose Visceral Humana (LVH) estd em franca expansdo e distribuida
nas cinco regides geograficas do Brasil, sendo o Nordeste a regido em que ha o maior nimero
de casos registrados. O principal reservatorio urbano do agente etiologico da LVH ¢ o cao
doméstico e sabe-se que casos caninos antecedem o aparecimento de casos humanos
(ALVAR et al, 2004; DIAS et al 2018: OLEAGA et al 2018; RIBEIRO et al 2019; VAZ et al,
2020). Devido ao desequilibrio ecologico ocasionado pela invasdo das cidades para areas
rurais, cada vez aumenta mais o niumero de casos de LVC e consequentemente o nimero de
casos humanos. A presenga de mata nas proximidades das residéncias, cdes errantes e outros
animais silvestres circulando pelas cidades, a falta de saneamento basico e destino inadequado
de residuos sdo fatores que podem estar associados a manutencao da L. infantum nos centros
urbanos (LIMA et al, 2019; RIBEIRO et al 2019). Uma vez que a soro prevaléncia de LVC
em areas urbanas aumente, ¢ preciso refor¢ar o monitoramento de cdes soro reagentes e outras
medidas de controle que sejam eficientes para impedir a transmissdo do parasito de cdes para
humanos.

Uma das medidas de controle usadas para controlar a LVC ¢ a eutanasia de caes
soro positivos baseada no DECRETO N° 51.838, DE 14 DE MARCO DE 1963 (BRASIL
2020) (Anexo 6). A identificacdo e sacrificio do cdo sdo atividades preconizadas pelo
Ministério da Saude para o controle da LVH. Esta recomendagdo esta respaldada, dentre
outras, na consideracdo de que, sendo o cdo importante reservatorio da doenga para o ser
humano, a doenga canina precede a doenga humana, sendo a primeira um dos responsaveis
pelo avango tanto espacial como temporal da segunda (ALVES e BEVILACQUA, 2004;
RIBEIRO et al 2019).

O método de eutanasia de caes infectados ¢ questionavel, devido as dificuldades
na realiza¢do de pesquisas nas areas silenciosas, a eficidcia das medidas de controle para
prevencao da LVC, posicionamento favoravel do tratamento para caes infectados pela maioria
dos médicos veterinarios ¢ falta de consenso na literatura (MARCELINO et al, 2020;
PALATNIK de SOUSA et al, 2001; RIBEIRO et al 2019; SOUSA-PAULA et al, 2019).
Existe controvérsia relativa a esta estratégia incluindo a correta identificagdo dos caes
positivos e a variacao temporal da relacdo hospedeiro-parasita, o que torna esta medida ainda
mais desafiadora (NUNES et al, 2015).

Contrapondo a afirmacio acima, OLIVEIRA ¢ ARAUJO (2003) afirmam que: “a
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observagao da curva de casos humanos e dos indices da sorologia em caes no pais revela que
na ultima década foi constatado aumento dos casos humanos apesar da reducdo das taxas de
soropositividade canina”. Portanto, somente a eutanasia de cdes soro positivos ¢ ineficiente
para controlar a LVC e frear o aumento de casos humanos (MARCELINO et al, 2020). O
diagnostico da LVC tem por objetivo confirmar a presenga do parasito e aliar ao histdrico,
sinais clinicos e anormalidades compativeis com a doenga € sua manifestacao. Isso permite
investigar a presenca da infeccdo, seja para fins epidemiologicos ou clinicos em regides
endémicas, para prevenir a transmissao do parasito e para monitorar resposta ao tratamento
(SOLANO-GALLEGQO et al., 2009). A¢des de controle integradas devem ser implementadas
como medidas de controle do vetor, ampliagdo de programas de saneamento basico com
investimentos em infraestrutura sanitaria e investimento maci¢o em educacdo da populagdo
para se obter éxito no controle desta Zoonose (VAZ et al, 2020). Um ponto importante a ser
considerado ¢ a diferenciacdo entre animais ndo infectados sadios, expostos, infectados sadios
e infectados doentes (BRASILEISH 2015). O Diagnéstico em caes infectados ¢ uma
prioridade para permitir medidas apropriadas de contenc¢ao da doenga (VAZ et al, 2020).

Torna-se assim, importante estabelecer medidas eficientes de diagndstico e
controle, ja que a qualificagdo e a quantificagdo parasitaria em diferentes amostras clinicas
nos cdes podem ser uteis na indicacdo do grau de participagdo do mesmo como fonte de
infeccdo (GAMA et al, 2009).

2.2 — Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

Existem dois principais ciclos de transmissdo da doenga no mundo: o
antroponético e o zoondtico. O ciclo antropondtico ocorre principalmente na Asia e Africa,
em paises como India, Nepal, Bangladesh, Etiépia e Suddo. Nesse ciclo, o ser humano ¢é o
principal reservatorio do parasita Leishmania donovani e a transmissao ocorre de homem para
homem através de vetores que sdo flebotomineos de espécies diferentes das que estdo
envolvidas no ciclo que ocorre nos paises da Europa e das Américas (BRASIL, 2020; SILVA
et al, 2013).

Na Europa e nas Américas, o ciclo de transmissdo ¢ zoonético, no qual o
protozoario da espécie Leishmania infantum ¢é transmitido por meio da picada de um
flebotomineo infectado que fez o repasto sanguineo em reservatorio animal (SILVA et al,
2013). As espécies de flebotomineos vetores nas Américas e na Europa sdo diferentes. Na
Europa, a principal espécie ¢ a Phlebotomus perniciosus. No Brasil, a L. longipalpis ou L.
cruzi sdo as espécies incriminadas, enquanto que, em outros paises da Américas (Colombia,

Venezuela, Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Nicaragua e México), além da L. longipalpis,
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a L. evansi é considerada um vetor da doenga (BRASIL 2020; RIBEIRO et al 2019).

A LV tem ampla distribui¢do mundial sendo endémica em 75 paises, no entanto,
90% dos casos sdo reportados em sete paises: Brasil, India, Sudio do Sul, Sudio, Etiopia,
Quénia e Somalia (Figura 2) (BRASIL, 2020).

Figura 2 - Leishmaniose Visceral no Mundo, 2018.
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Fonte OMS (BRASIL 2020)

Nas Américas, a LV ¢ uma zoonose de ampla distribui¢do, endémica em 12 paises
e anualmente sdo reportados a Organizagdo Pan-americana da Saude (OPAS/OMS) cerca de
3.500 casos. No periodo de 2014 a 2018 foram registrados 18.085 casos na Argentina, Brasil,
Colombia, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Uruguai e Venezuela, no
entanto, o Brasil ¢ responsavel por 96% (17.372) dos casos, seguidos por Paraguai (327),
Venezuela (162) e Colombia (134) (SisLeish-OPS/OMS — Dados disponiveis pelos paises
endémicos) (Brasil, 2020).

No Brasil desde a década de 1980 a doencga deixou de ser considerada tipicamente
rural e passou a ser diagnosticada em grandes centros urbanos (ROEDER-FERRARI et al
2020). Em 2018 foram registrados 3.466 casos distribuidos em 920 municipios de 23 UFs,
com incidéncia de 1,66 casos/100.000 hab., segundo a populacio geral do Pais.
Aproximadamente 3.500 casos humanos de LV sdo notificados anualmente no Brasil, sendo

que aproximadamente 70% estdo concentrados na regido Nordeste (BRASIL 2015). Nos
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ultimos trés anos, dentre as regides com a tendéncia crescente na taxa de letalidade,
destacamos os estados com as maiores € menores taxas: a) regido Nordeste: Sergipe (15,3%),
Piaui (9,6%), Pernambuco (6,83%) e Alagoas (6,96%); b) regido Norte: Pard (5,76%),
Roraima (5,36%) e Tocantins (4,50%); c) regido Sudeste: Rio de Janeiro (15,33%); Minas
Gerais (11%) e Espirito Santo (2,23%) (Brasil, 2020) (Figura 3).

Figura 3 - Mapa de estratificacio dos municipios segundo indice Composto do Triénio

para Leishmaniose Visceral, Brasil, 2016-2018.
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Fonte: SisLeish — OPS/OMS — Dados disponiveis pelos paises

Quanto aos casos de leishmaniose visceral canina, os numeros divulgados
restringem-se a determinados estados ou municipios, € ndo sdo encontrados dados oficiais
quantificando os casos totais no Brasil ou na América do Sul. Sabe-se que o nimero de caes
infectados ¢ muito maior que o nimero de casos clinicos confirmados, dificultando, do ponto
de vista epidemioldgico, o controle da doenca (GHARBI et al 2015; ROEDER-FERRARI et
al 2020).

Na regido sudeste, Minas Gerais ¢ um dos estados com maior prevaléncia da

doenca (Brasil 2020). Além disso, nos ultimos anos, as estatisticas da Secretaria Municipal de



Satde de Tedfilo Otoni apontam um aumento significativo no nimero de casos de LTA

e LVH neste Municipio. (Figura 6)

Tabela 1: Casos de Leishmaniose Visceral Humana em Minas Gerais nos anos 2016 a 2020

Casos notificados (suspeitos/confirmados) de LVH por local de residéncia - Minas Gerais
Ano da notificagao Notificagoes

2017 2151

2019 1512

Total (n) 8034

Fonte: SINAN/CPDE/DIE/SVE/SubVS/SESMG - Acesso: 12/01/2021
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Figura 4 - Casos de Leishmaniose Visceral Humana em Minas Gerais nos anos 2016 a 2020.
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Tabela 2: Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana em Minas Gerais nos anos 2016 a
2020

Casos confirmados de LTA Humana por local de residéncia - Minas Gerais

Ano do diagnéstico Notificagoes

2017 1725

2019 2089

Total (n) 8703

Fonte: SINAN/CPDE/DIE/SVE/SubVS/SESMG - Acesso: 12/01/2021

Figura S - Casos de Leishmaniose Tegumentar em Minas Gerais nos anos 2016 a 2020
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De acordo com os dados da Secretaria de Satide de Minas Gerais, verificamos que

a maior prevaléncia tanto da LVC como da LTA estd concentrada nas regides Norte e

Nordeste do Estado.

Tabela 3: Frequéncia de casos Humanos confirmados de LTA e LVH na macrorregiao

de Teofilo Otoni, nos anos de 2016-2020

Frequéncia de notifica¢do por ano
2016 2017 2018 2019 2020
LTA 21 28 58 112 93

LVH 14 25 10 3 3
Dados coletados no SINAN NET.

Segundo dados atualizados da Vigilancia Sanitaria da Secretaria Municipal de

Saude de Tedfilo Otoni estes foram os nimeros de animais eutanasiados no periodo de 2015 a

2020. Estes numeros estao relacionados com a frequéncia de realizagdo de testes nos diversos

bairros pelo setor de vigilancia sanitaria do municipio (Tabela 2)

Tabela 4 - Resultados de Exames para detec¢cio de LVC e eutanasias realizadas pelo Canil

da Prefeitura Municipal de Teo6filo Otoni — MG, no periodo de 2015 a 2020.

Municipal de Teo6filo Otoni — MG, no periodo de 2015 a 2020

Resultados de Exames para detec¢do de LVC e Eutanasias realizadas pelo Canil da Prefeitura

Ano Reagil;a) dos DPP + Dl:/l: " Ri]filzsaﬁos ELISA + ELI;A " Eutanasias
2015 1274 139 10,91% 105 88 83,81% 245
2016 1926 682 35,41% 59 42 71,19% -
2017 2588 377 14,57% 422 291 68,96% 293
2018 2361 318 13,46% 318 254 80,00% 277
2019 1733 205 11,83% 166 102 61,14% 160
2020 601 114 18,97% 148 90 60,81% 113
Total 10.483 1835 | 17,50% 1218 867 71,19% 1088
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Figura 6 - Representacdo por cores de casos de LVH e LVC em Teo6filo Otoni nos anos
2015 a 2019

Pampulhinha

Sao*Jacinto

Fonte: Geréncia de Inteligéncia de Informagdes de Saude\SinanNet\Tabwin*. Gerenciador de
Ambiente Laboratoria\FUNED.SMS-TO.

2.3 - Ciclo de transmissao da LVC em ambiente urbano

No ciclo epidemioldgico da LV, os caes (Canis familiaris) sdo os animais
domésticos mais importantes reservatorios de L. infantum (Figura 7) (ALVES 2006;
CORTEGIANO e CHUCRI 2020; COURA-VITAL et al 2014; DANTAS-TORRES et al
2012; ROEDER-FERRARI et al 2020; ROCHA et al, 2020). A alta prevaléncia de infec¢ao
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canina em areas endémicas, o parasitismo cutineo intenso apresentado por animais infectados
e sua estreita relacdo de convivéncia com os humanos reforcam a importancia dos caes no
ciclo de transmissdo da doenca (COURA-VITAL 2011; ROEDER-FERRARI et al 2020;
SCHIMMING e PINTO, 2012).

Figura 7 — Ciclo de transmissido da LVC em ambiente urbano: Infec¢io ocorre através
da picada do flebétomo L. longipalpis em caes infectados que infectam outros

caes e os seres humanos.

CICLO DADOENCA
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Fonte: DIVE 2018 - Guia de Orientacdo para a Vigilancia da Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) - Santa Catarina - 2018

Com o objetivo de impedir a disseminagdo da LV no pais, o Ministério da Saude
no Brasil adotou agdes integradas, por meio do Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (PVCLV) (ROCHA et al, 2020) sendo seu enfoque centrado nao
apenas nos estados e municipios com transmissao, mas também o de incorporar nas a¢des de
vigilancia e controle da mesma, os estados e municipios silenciosos, ou seja, sem ocorréncia
de casos humanos ou caninos da doenga, visando assim evitar ou minimizar os problemas
referentes a este agravo em novas areas (BRASIL 2006).

O PVCLYV possui diretrizes focadas em vigilancia epidemiologica (caso humano,
entomologica e de reservatdrio), agdes preventivas e agdes de controle. Os objetivos do
Programa sdo o de reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade através do diagndstico
e tratamento precoce dos casos humanos, bem como diminuir os riscos de transmissao

mediante controle da populacdo de reservatérios e do agente transmissor. A andlise da
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situacdo epidemioldgica indicara as agdes de prevencao e controle a serem adotadas (ALVES
2006; COURA-VITAL 2014; PEDRASSANI et al, 2019).

Uma das medidas de controle da leishmaniose visceral (LV) no Brasil se baseia na
identificacdo e eliminagao do reservatdrio canino (ALVES 2006; COURA-VITAL et al 2014;
NUNES et al, 2015). A partir de 2011, o Ministério da Satde Brasileiro implementou a
eutanasia de caes soropositivos para LV como uma medida para impedir a expansdo da
doenca no pais, usando o sistema imunocromatografico da Plataforma de Caminho Duplo
Teste Rapido (TR-DPP) como método de rastreamento e imunoensaio enzimatico (ELISA)
como teste confirmatério para o diagnostico. Caes assintomdaticos e sintomaticos com
resultados positivos em ambos o0s testes sao considerados soropositivos e recomendados para
a eutandsia (ALMEIDA et al, 2017; ROCHA et al, 2020). Caes com divergéncia na sorologia
entre esses testes permanecem na casa de seus proprietarios ¢ parte deles, mesmo nado
apresentando resultado positivo no teste inicial podem se tornar positivos num segundo teste
que devera ser realizado dentro de trinta dias (ALMEIDA et al, 2017). Portanto, mesmo
adotando a eutandsia de cles soropositivos, parte da populagdo canina continuard a servir
como fonte de infeccdo por Leishmania spp para o flebétomo L. longipalpis, causando novos
casos caninos e¢/ou humanos da doenga (ALMEIDA et al, 2017; ROCHA et al, 2020). Com o
objetivo de impedir a expansdo da LVH e LVC no municipio de Tedfilo Otoni, acdes de
controle integradas devem ser implementadas por meio de Programas de Vigilancia e

Controle de Leishmanioses.
2.4 - Ciclo Biologico da Leishmania infantum

A leishmaniose canina ocasiona impacto na medicina veterindria e também na
saude humana (BRASIL, 2006). E importante conhecermos bem o ciclo de vida do parasito
para melhor evitar a transmissdo da doenga.

A L. infantum € um parasita difasico heteroxénico que completa o seu ciclo de
vida em dois hospedeiros, um inseto diptero flebotomineo hematdéfago da subfamilia
Phlebotominae (Diptera: Psychodidae), onde somente as fémeas sao hematofagas, que alberga
a forma flagelada chamada promastigota, € um mamifero no qual se desenvolve a forma
intracelular ndo flagelada chamada amastigota. As formas promastigotas (Figura 8A)ao serem
inoculadas pelo mosquito na pele dos mamiferos sdo fagocitadas por macrofagos e se
diferenciam em formas amastigotas (Figura 8B)que se multiplicam por divisdao simples e
infectam novos macrofagos. Esses macrofagos se rompem e as formas amastigotas caem na
corrente sanguinea, geralmente sdo ingeridas pelo flebétomo L. longipalpis e sao liberadas no

seu intestino onde se diferenciam em promastigotas prociclicas que se multiplicam e se
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diferenciam em promastigotas metaciclicas. As formas promastigotas metaciclicas migram

para a valvula faringeana e assim, durante o repasto, recomeca o ciclo com a picada do
flebotomo em mamiferos (ALVARENGA 2013) (Figura 9). Os flebotomineos vivem em

bidtopos abundantes em matéria organica e umidade. A sua atividade ¢ fundamentalmente

crepuscular
2015).

e s6 as fémeas sdo hematofagas (CORTEGIANO e CHUCRI 2020; SILVA,

Figura 8 - Formas evolutivas da Leishmania sp.

AP

Fontes: Science Photo, 2008; Leish Domus, 2008.

Formas promastigotas encontradas no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado

(A) e Formas amastigotas (seta) encontradas parasitando os macrdéfagos do hospedeiro

vertebrado (B).

Figura 9 — Ciclo de vida da Leishmania infantum
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Transmissdo pela picada do flebétomo L. longipalpis em mamiferos; Formas
promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos; Formas promastigotas se diferenciam em amastigotas e
se multiplicam por divisdo simples; Amastigotas infectam novos macréfagos; Amastigotas saem das
células infectadas e caem na corrente sanguinea; Formas amastigotas (livres na corrente sanguinea ou
dentro de macrofagos) sdao ingeridas pelo flebotomo L. longipalpis; Amastigotas sdo liberadas no
intestino dos flebo6tomos; Formas amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas; Formas
promastigotas prociclicas se multiplicam e se diferenciam em promastigotas metaciclicas; Formas
promastigotas metaciclicas migram para a valvula faringeana; e recomeca o ciclo com a picada do

fleb6tomo em mamiferos.

Assim que L. infantum se localiza na derme do hospedeiro a progressao da infegao
depende principalmente da eficacia da resposta imunitdria do hospedeiro (ALVAR et al,
2004; PAPADOGIANNAKIS & KOUTINAS, 2015; TEIXEIRA 2019). Se o cao for capaz de
desenvolver uma resposta imunitaria eficaz, a infe¢do € controlada e o cdo permanece
infectado, mas sem desenvolver sinais clinicos nem lesdes (infe¢do subclinica e animal ¢
assintomatico). Pelo contrario, quando o cao desenvolve uma resposta imunitaria que nao ¢
eficaz, a infecdo evolui e o cao desenvolve os sinais clinicos classicos da doenga. Deste modo,

a leishmaniose canina ¢ uma doenga em que a infe¢do nao ¢ sinonimo de doenga clinica
(SOLANO-GALLEGO et al, 2001; BANETH et al, 2008).

2.5 - Resposta Imune na Leishmaniose Visceral

O processo de instalagdo da Leishmaniose no hospedeiro ¢ determinado por uma
complexa associacdo de fatores como a espécie de Leishmania sp, sua viruléncia e tropismo,
além da condig¢do genética, imunologica e nutricional do hospedeiro. Em decorréncia disso, €
importante compreender os mecanismos da resposta imune contra o protozodrio, os tipos
celulares, as citocinas e o perfil da resposta imune envolvida nesse processo, uma vez que,
esses fatores podem conferir resisténcia ao parasito (ESPIR 2013). Isso ocorre primariamente,
devido aos genes que codificam proteinas de escape no "DNA" extranuclear do cinetoplasto
(kDNA), presente nestes organismos, constituindo assim, uma caracteristica marcante da
ordem Kinetoplastida com peculiaridades Unicas € um mecanismo impar de replicagdo
(ALVARENGA 2013; FERREIRA 2010; LOPES 2010; SOARES 2007), aumentando a
chance do hospedeiro sair ileso da infeccdao, ou favorecer o desenvolvimento da infecgao,
permitindo varias formas de manifesta¢des clinicas.

Assim como as infec¢des parasitarias, as infec¢des por Leishmania spp levam a
uma ativacdo especifica da resposta imunoldgica por parte do hospedeiro. Quando ocorre a
infeccdo o macrofago infectado ¢ ativado e ocorre uma expansdo de varios tipos de células,
que pode ser caracterizada pelo aumento de células T CD4+, apresentando um perfil de
citocinas Thl ou Th2 (HOLZMULLER, BRAS-GONCALVES ¢ LEMESRE 2006; REIS et
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al., 2006). Se a resposta for do tipo Thl, citocinas como IL-2, IFNy, TNF-a e IL-12 serdo
produzidas, ativando os macrofagos e, consequentemente, levando a destruicdo dos parasitos
(PAPADOGIANNAKIS & KOUTINAS, 2015). Mas, se a resposta for do tipo Th2 serdo
produzidos IL-4 e IL-10, que inibem a ativacdo de macréfagos e, consequentemente, as
formas clinicas aparecerdo (ALMEIDA et al.,, 2017; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998;
REIS et al., 2006; TEIXEIRA 2019).

A IL-4 tem importante papel na resposta imune, pois leva a diminui¢do da
expressdo da subunidade  da IL-12 nas células Thl, levando ao desenvolvimento de Th2,
proporcionando assim o aparecimento da doenga. A IL-10 ¢ outra citocina presente que
abaixa a apresentacao de antigenos e a producao de IFN-y, inibindo a ativagao do macrofago,
levando a uma resposta humoral com favorecimento da instalagdo e permanéncia da infec¢ao.
Por sua vez, a IL-12 ativa as células NK e cé¢lulas T (CD4+ e CD8+) para produzirem IFN-y
que ¢ uma citocina pré-inflamatoria e mediadora da resisténcia inata contra o parasita (ESPIR
2013).

As Leishmania spp sao capazes de direcionar a diferenciacdo de células T para
uma resposta do tipo Th2 (BOGDAN e ROLLINGOHOFF, 1998; REIS et al., 2006). O
principal fator responsavel pela patologia é o estado imunolégico do hospedeiro. A
predominancia da Resposta Celular (Thl) leva a imunidade e cura, e a Resposta Humoral
(Th2) leva as formas cronicas da doenga (PAPADOGIANNAKIS & KOUTINAS, 2015;
TEIXEIRA 2019). H4 um consenso geral que as células T e a imunidade mediada por células
contribuem para a patogénese da LVC. Embora altos titulos de anticorpos sejam observados
em todas as manifestagcdes clinicas, ainda ndo estd completamente esclarecido o papel de
anticorpos especificos na imunidade contra as Leishmania spp (SOUZA et al, 2005;
TRUJILLO et al, 1999).

2.6 — Sintomas e Manifestacoes Clinicas na Leishmaniose Visceral Canina

A presenga de sinais clinicos da doenga varia dependendo das interagdes entre a
resposta imune do hospedeiro e o parasita (DIVE 2018). Alguns fatores como a espécie de
Leishmania e sua patogenicidade, além da condicdo genética, imunoldgica e nutricional do
hospedeiro estdo diretamente relacionados com o aparecimento de sintomas ou nao
(CONTRERAS et al 2019; ESPIR 2013). A infecgao em caes por espécies de Leishmania €
clinicamente semelhante a infeccdo humana, embora no cdo, além do acometimento das
visceras, sdo frequentemente encontradas lesdes de pele nos animais infectados e sintomaticos
(SILVA 2007). Atualmente, a infec¢ao por leishmaniose visceral canina (LVC) tem sido mais
prevalente em caes do que no homem, sendo fundamental estudar o perfil epidemiolédgico da
enfermidade e suas caracteristicas (CORTEGIANO e CHUCRI 2020).
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A apresentagdo clinica da LVC ¢ complexa e dificil de ser definida com exatidao,
por ser extremamente variada devido aos fatores que podem influenciar o desenvolvimento
dessa enfermidade. Dentre esses, a multiplicidade de 6rgdos que podem ser afetados, (bago,
linfonodos, pele, medula 6ssea, sangue e epitélio conjuntival) as caracteristicas patogénicas e
a diversidade de sinais que a Leishmania infantum pode provocar, a resposta imunologica do
animal, a variabilidade do periodo de incubagdo, e a presenca de outras doengas com espectro
clinico similar ou que se comportam como coinfec¢cdes (GHARBI et al. 2015; MARCELINO
et al, 2020; SOLANO-GALLEGO et al. 2011; TEIXEIRA 2019).

Nos caes o periodo de incubagdo pode variar de 3 meses a 1 ano ou mais, mas na
média fica entre 3 e 6 meses (BRASIL 2019; ROEDER-FERRARI et al 2020), podem estar
infectados e ndo apresentarem sintomatologia alguma bem como podem apresentar sintomas
classicos como ceratoconjuntivite (Fig 110a), onicogrifose (Fig 4b), edemas de patas, alopecia,
lesdes e descamagdo cutineas (Fig 10c), dermatite generalizada com seborréia (Fig 10d),
linfoadenopatia (Fig 10e), perda de peso (Fig 10f), esplenomegalia, hepatomegalia, e
eventualmente vomitos que possivelmente estdo relacionados a insuficiéncia renal (FARIA e
ANDRADE 2012; ROEDER-FERRARI et al 2020); SOLANO-GALLEGO et al, 2011;
TEIXEIRA 2019).

Figura 10 — Manifestacoes clinicas mais comuns de LVC em cies; (a) ceratoconjuntivite
purulenta e dermatite periocular, (b) Onicogrifose, (c) lesdes de pele, dermatite

esfoliativa, (d) dermatite generalizada com seborreia, linfoadenomegalia, (e) e

caquexia (f).

Fonte: Arquivo proprio
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Animais infectados podem ser assintomadticos, mesmo sendo sorologicamente
positivos, ndo apresentam nenhum sintoma clinico, portanto ndo levantam qualquer suspeita
clinica da doenca, tendo um bom progndstico (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012;
SOLANO-GALLEGO et al, 2011). Alguns animais infectados apresentam sintomas quase
imperceptiveis (Oligossintomaticos) como linfoadenomegalia isolada e dermatite com
localizagao definida e bem discreta com prognostico bom a reservado. Temos animais com
sintomatologia moderada que apresentam uma sintomatologia mais significativa com lesoes
cutaneas difusas ou simétricas, dermatite esfoliativa generalizada, onicogrifose,
hiperqueratose (Focinho e coxins), ulceragdes (plano nasal, coxins, proeminéncias dsseas,
jungdes mucocutaneas), linfoadenomegalia generalizada, perda de apetite e perda de peso.
Nestes casos ja temos um progndstico reservado a ruim e a recuperacao clinica do animal ¢
bastante comprometida. Além de toda a sintomatologia dos sintomaticos moderados alguns
animais ainda apresentam lesdes relacionadas a deposi¢cdes de imunocomplexos (Uveite,
ulceras profundas em pontas de orelha e glomerulonefrite), que sdo considerados sintomas
graves e o animal apresenta um progndstico reservado a ruim (BRASIL 2015; BRASILEISH
2018; SOLANO GALLEGO et al, 2011; TEIXEIRA 2019). E por ultimo, temos aqueles
animais sintomaticos muito graves com prognoéstico totalmente desfavoravel, pois ja se
encontram num estado de satde totalmente comprometido e, além do quadro clinico dos
sintomdticos graves, o animal apresenta tromboembolismo pulmonar e Sindrome

nefrotica/doenga renal grave (BRASILEIH 2018; GHARBI et al. 2015; TEIXEIRA 2019).

2.7 — Diagnostico

O diagnostico das leishmanioses pode ser realizado através de métodos clinicos,
epidemioldgicos, parasitologicos, imunoldgicos e moleculares. Em d4reas endémicas o
diagnostico clinico e epidemioldgico dessas zoonoses € dificultado pela similaridade clinica
com outras doencas, tornando a utilizagdo de exames laboratoriais de suma importancia para
confirmacao diagnostica (CORTEGIANO e CHUCRI 2020; MEDEIROS 2013). Além disso,
o diagndstico clinico da LVC ¢ bastante dificil, principalmente devido a grande ocorréncia de
animais assintomaticos; pois esses animais podem passar despercebidos, mesmo quando
examinados pelo mais experiente especialista. Podemos dizer que nenhum dos sinais da LVC
¢ patognomonico, podendo ser confundidos com inumeras outras patologias caninas, como
hemoparasitoses, dermatopatias, desnutri¢ao, entre outras (CORTEGIANO e CHUCRI 2020;

SILVA 2009). Em areas rurais, diversos fatores podem estar associados, especialmente endo-
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ectoparasitoses e desnutricdo, o que pode modificar ou mascarar o quadro clinico da LVC
(LANA 2014; SILVA 2009; SILVA et al. 2017).

Diversas técnicas tém sido avaliadas ou utilizadas na detec¢ao de anticorpos no
diagnostico do calazar canino: imunoenzimaticas, testes de aglutinagdo direta (DAT) e testes
imunocromatograficos e imunoenzimaticos que utilizam como antigenos, proteinas
recombinantes derivadas de leishmanias (BISUGO et al, 2007; CONTRERAS et al, 2019).
Antigenos recombinantes de Leishmania t€m sido testados como ferramentas para melhorar o
diagnostico da LVC. A proteina K39, membro da familia das cinesinas, que ¢ bastante
conservada entre as espécies viscerotropicas de Leishmania, tem sido amplamente avaliada
sob a forma recombinante (rK39) como antigeno em ELISA (ALVARENGA 2013; FARIA ¢
ANDRADE 2012; FERREIRA 2010). O uso de antigenos recombinantes, de um modo geral,
aumenta a especificidade de testes diagnosticos se comparado ao uso de antigenos brutos
(FARIA ¢ ANDRADE 2012). Recentemente uma nova versao do Teste Rapido de Anticorpo
contra Leishmania donovani foi produzida que difere pelo acréscimo de um segundo antigeno,
0 K26 (também uma cinesina conservada no complexo L. donovani) (DANTAS TORRES et
al 2017; HARALAMBOUS 2008), como forma de corrigir a sensibilidade do seu ensaio, haja
visto que o K39 apenas identifica casos de LV ativa, deixando de reconhecer as formas
assintomaticas da infeccdo (TAVARES 2012). Antigenos brutos fornecem especificidade de
87%, enquanto os antigenos recombinantes rK26 (especificidade de 96%) e rK39
(especificidade de 100%). A limitacdo do uso de antigenos brutos consiste na ocorréncia de
reacdes cruzadas com outras doengas que frequentemente ocorrem em areas endémicas para
LVC, o que leva a sugestao de que a associagdo do uso de antigenos brutos e recombinantes e
ELISA seja uma estratégia interessante a ser utilizada em programas de controle da doenca
(FARIA ¢ ANDRADE 2012).

Os principais métodos de diagndstico para a LVC sdo os soroldgicos,
parasitologicos e moleculares (PCR) (BRASIL 2015; PAPADOGIANNAKIS e KOUTINAS,
2015). O diagnéstico laboratorial da LVC ainda representa um desafio apesar dos progressos
no desenvolvimento de varios métodos de diagndstico. Além disso, o diagnostico ¢ uma
importante ferramenta para o combate e controle dessa doenga (TAVARES 2012). Um teste
de diagnostico eficaz, deve ser precoce (SOUZA et al 2013), além de ser capaz de confirmar
uma suspeita clinica, deve detectar a infeccao em caes assintomaticos, ter alta sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade, deve ser simples, de facil execugdo, de baixo custo, vidvel
em laboratorios regionais ou adaptaveis para condi¢des de campo. O ideal ¢ que ele detecte

todos os caes infectados por Leishmania sp, utilizando preferencialmente, métodos de coleta
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de amostras bioldgicas ndo invasivas (MAIA e CAMPINO, 2008). Cabe ao Médico
Veterinario conhecer todos os métodos de diagndstico, suas limitacdes e indicacdes, para
poder aplica-los corretamente na rotina clinica (SOUZA et al 2013).

Nos ultimos anos, o padrdo referéncia para o diagnostico de Leishmaniose foi a
visualizac¢ao do parasita por meio de microscopia dptica ou de uma cultura de nédulo linfatico,
baco ou aspirados de medula 6ssea (ANTUNES 2018; GONCALVES 2010; SILVA 2009;
SOUZA 2013). Contudo, sabemos que nao existe priorizagao de teste ¢ embora sempre se
inicie um processo de diagndstico a partir dos testes soroldgicos, o uso de qualquer teste
laboratorial unico ndo tem sido eficaz e aumenta o potencial de erros de diagndstico,
juntamente com todos os riscos associados ao cao, bem como a saude publica (GHARBI et al.,
2015; SOLANO-GALLEGO et al, 2011; VULPIANI et al, 2011; PAPADOGIANNAKIS e
KOUTINAS, 2015). Diversas formas de PCR foram desenvolvidas para o diagndstico das
Leishmanioses com diversas finalidades, porém para vigilancia epidemioldgica, ¢ necessario
ndo sé a detec¢do do parasita, mas também a identificacdo de espécies, particularmente em
areas endémicas com ocorréncia simultanea de formas visceral e cutinea da doenca

(QUARESMA et al., 2009).

2.7.1 - Métodos Sorologicos

A deteccdo de animais infectados ¢ uma prioridade para permitir medidas
apropriadas de contengdo da doenga. Os métodos soroldgicos permitem a sorologia
quantitativa (na presen¢a de imunoglobulina G especificos para Leishmania) e qualitativa, e
sao considerados essenciais ferramentas de diagndstico quando usados juntamente com sinais
clinicos compativeis com LVC (BRASIL 2006; FARIA 2012; SANTAREM et al, 2020).
Além disso, sorologia quantitativa ¢ importante ndo apenas para o diagnostico da doenga, mas
também para estudos epidemioldgicos que permitam a adocdo de medidas de contengdo e
controle da LVC (SANTAREM et al, 2020; TEIXEIRA 2019). A maioria dos testes
soroldgicos apresentam alta especificidade e sensibilidade permitindo um diagnostico preciso
da LVC (SANTAREM et al, 2020; SOUZA et al 2013). Contudo, os testes sorologicos devem
ser interpretados com cuidado, pois podem falhar na identificagdo de animais no periodo preé-

patente e antes da soroconversao (CORTEGIANO e CHUCRI 2020).
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2.7.1.1 - Método Sorolégico Quantitativo (Teste rapido DPP® Biomanguinhos)

O Ministério da Satde do Brasil determinou em 2012 que o protocolo oficial para
diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) seria a plataforma de duplo caminho
(DPP®) para triagem, seguida por Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) para
confirmacdo (ALMEIDA et al, 2017; BRASIL 2011; ROCHA et al, 2020). Até entdo, exames
soroldgicos eram realizados por ELISA e os resultados positivos eram confirmados pelo teste
de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

O TR DPP® Biomanguinhos Leishmaniose Visceral Canina ¢ um Teste Réapido
imunocromatico quantitativo de triagem a base de ouro coloidal desenvolvido pela Fundacao
Oswaldo Cruz (Fiocruz/Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil) concebido para detectar
anticorpos especificos aos antigenos rK9, rK26 e rK39 reativos em soro de caes infectados
com L. infantum (CORTEGIANO e CHUCRI 2020; GRIMALDI et al, 2012; PEDRASSANI
et al, 2019). E de facil execugio, fundamental para as a¢des de campo dos servigos municipais
da Secretaria de Vigilancia em Saude, especialmente em locais distantes ou impossibilitados
de enviar material para laboratorio de referéncia (ALMEIDA et al. 2017). Desde 2012, ele
vem sendo usado como triagem para inquéritos caninos, sendo permitido o uso de sangue
periférico total (“ponta de orelha”), venoso, soro ou plasma (RIBOLDI, 2015).

Por ser um teste de triagem, permite que apenas 0s casos positivos sejam levados
para confirmag¢do, desonerando, desta forma, gastos com outros exames laboratoriais. E um
teste com alta sensibilidade e especificidade sendo assim, muito Util no diagndstico de caes
assintomaticos, favorecendo um melhor controle da LVC (LAURENTI et al, 2014;
GRIMALDI JR et al, 2012; RIBOLDI 2015).

2.7.1.2 — Método Soroligico Qualitativo — SNAP — ELISA (Teste rapido)

O Teste rapido SNAP ¢ um ensaio imunoldgico qualitativo baseado na tecnologia
imunoenzimatica (ELISA) e desenvolvido pelo laboratério Idexx (IDEXX Laboratories Inc.,
Westbrook, ME, USA) com o intuito de diagnostico rapido para deteccdo do antigeno de L.
infantum em soro, plasma ou sangue total canino (RIBOLDI 2015).

O teste SNAP ¢ um teste confirmatério e assim como o DPP,
funciona com amostras de sangue, tornando o produto uma excelente ferramenta como um
teste de triagem para diagnostico de LVC em clinicas veterindrias e em estudos de vigilancia

de campo (MARCONDES et al, 2011).
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E um “mini ELISA” com alta sensibilidade e especificidade semelhantes aos
descritos pela técnica ELISA padrao (MARCONDES et al, 2011), que utiliza conjugado e
substrato exclusivos que amplificam os resultados (FERROGLIO et al, 2007).

2.7.2 — Método Parasitologico

O diagnostico parasitologico ¢ o método de elei¢do, considerado padrao-ouro para
diagnostico da LVC. E baseado na visualizagdo de formas amastigotas do parasito por pungio
aspirativa de orgdos-alvo (bago, figado, linfonodos e pele por fragmentos de bidpsia dos
mesmos) € por pun¢do aspirativa de medula 6ssea (ANTUNES 2018; BRASIL 2015;
GONCALVES 2010; SILVA 2009; SOUZA 2013). Do material aspirado ou do fragmento ¢
realizado esfregaco ou impressdo em laminas, respectivamente, coradas por derivados de
Giemsa ou Panotico Rapido. O diagndstico microscopico de laminas coradas pode se tornar
dificil se o animal apresentar baixa carga parasitaria; além disso, a leitura completa da [dmina
exige tempo e treinamento adequados (ANTUNES 2018; FARIA e ANDRADE 2012; SILVA
2009).

Outro método de detec¢do de parasitos do género Leishmania em condi¢des
laboratoriais ¢ através do isolamento e cultivo de formas promastigotas em meios de cultura
axénicos, ou seja, fora das condigdes fisioldgicas do vetor, utilizando meios de cultivo que se
assemelham as propriedades e condigdes observadas no inseto (MOREIRA et al., 2012). Os
principais meios de cultura utilizados sao o NNN (Novy-McNeal-Nicole), LIT (Liver Infusion
Triptose) e o Schneider (Schneider's Drosophila Medium), a partir dos aspirados ou
fragmentos dos orgdos. Mesmo sendo uma técnica de certeza, pois a visualizacdo do parasito
nao deixa duvida sobre a infec¢do, ainda assim possui limitagdes, pois ¢ um método laborioso,
de alto custo, lento, além de necessitar de pessoal altamente treinado e acompanhamento
sistematico (COSTA 2019; SILVA 2009).

Outros métodos parasitolégicos sdo a inoculacdo experimental em mamiferos
susceptiveis, como o hamster Sirio (Mesocricetus auratus) e xenodiagnostico, ambos
extremamente laboriosos € demorados; estes devem ser realizados com extrema cautela e,
portanto, ficam restritos a centros de referéncia (NERY et al 2017; SILVA 2009).

A andlise histopatoldgica de 6rgaos infectados também pode ser utilizada para a
deteccdo dos parasitos intracelulares. Esses métodos tem a desvantagem de apresentar baixa
sensibilidade, sdo muito invasivos e requerem mao-de-obra altamente especializada (FARIA e

ANDRADE 2012; SILVA 2009).
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O diagnoéstico por imunohistoquimica, seja pelo método de revelagdo pela
imunoperoxidase ou pela imunofluorescéncia direta em tecidos, facilita a visualizacdo de
formas amastigotas nos tecidos, devido a utilizagdo de anticorpos especificos marcados que se

ligam aos antigenos presentes nos cortes histologicos (SILVA 2009).

2.7.3 — Métodos Moleculares

O Diagnostico Molecular ¢ realizado pela detecgdo do material genético do agente
infeccioso, através da técnica de reagcdo em cadeia da polimerase (HAAS e TORRES 2016;
ROSSETTI, SILVA ¢ RODRIGUES 2006). A PCR pode ser bastante util para a vigilancia
epidemioldgica de areas onde casos de LV canina ainda ndo tenham sido descritos e onde
estratégias de controle podem ser implantadas para limitar a dissemina¢do da doenca. Apesar
de todo o avango nas ferramentas diagnosticas, ainda ¢ um grande desafio estabelecer um
diagnéstico preciso para a LVC (NUNES et al, 2015).

M¢étodos moleculares baseados em PCR que identificam espécies de Leishmania
sp diretamente das amostras clinicas sdo ferramentas importantes que otimizam a investigagao
da LVC. PCR ¢ o método mais sensivel para deteccao de LVC (PALTRINIERI et al. 2010)
mas devido a falta de padronizacdo, ainda é usado somente para pesquisa e diagnodstico
individual. Diferentes alvos foram desenvolvidos para deteccdo de Leishmania sp por PCR.
Os mais especificos sdo usados para identificacdo de espécies e os mais sensiveis para
diagnodstico genérico. O diagnostico etioldgico (identificacdo da espécie) se torna essencial,
uma vez que as medidas de controle e o tratamento sdo diferenciados para cada espécie
(BRASILEISH 2018; DANTAS TORRES 2009: RIBEIRO et al, 2013: PAZ et al, 2018). Em
geral, os laboratérios usam testes “internos" padronizag¢do individual, sem repetitividade e
reprodutibilidade em outros laboratérios (MARCELINO et al, 2020; REITHINGER e
DUJARDIN, 2007; VAN der AUWERA e DUJARDIN, 2015).

2.8 — Tratamento

A LVC nao tem cura (RIBEIRO 2001), porém existe tratamento que somente
reduz a carga parasitaria do paciente, elimina os sinais clinicos e potencializa o
desenvolvimento de uma forte resposta celular que ¢ controladora da infec¢ao (BRASILEISH
2018; FERRER 1997).

O tratamento da LVC deve ser feito baseado no estadiamento clinico da doenga
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em protocolos que produzam melhora clinica e reducdo da carga parasitaria (BRASILEISH
2018; NOLI ¢ SARADOMICHELALIS 2014). Mesmo em tratamento, todos os animais
devem utilizar inseticidas topicos com propriedade repelente a fim de minimizar o risco de
transmissdo (CONTRERAS et al 2019; BRASILEISH 2018). A decisdao por parte dos
Meédicos Veterindrios pelo tratamento de um cdo com calazar deve considerar parametros
ligados a condigdo clinica do paciente e a participacdo consciente do proprietario, os quais
irdo determinar os critérios de tratamento e sua viabilidade (LAMOTHE J, 1999).
Primeiramente o paciente deve ser avaliado pelo médico veterinario através de detalhado
exame clinico e laboratorial que permitirdo ao clinico prognosticar e decidir sobre a indicacdo
do tratamento (RIBEIRO, 2001). O esclarecimento detalhado sobre a doenga, sua condigao de
enfermidade cronica e incuravel, a necessidade de medida profilatica concomitante ao
tratamento e seus custos devem ser relatados ao proprietario (RIBEIRO, 2001).

A leishmaniose canina ¢ mais resistente ao tratamento do que a leishmaniose
humana, mesmo assim, as recidivas sao frequentes (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012).
Quando ndo tratada possui alta letalidade e vem apresentando perfis epidemiologicos distintos
para cada regido onde ocorre. (ALMEIDA et al., 2009; CORTEGIANO e CHUCRI 2020).
Até a década de 1990 acreditava-se que o tratamento da LVC nio era viavel, devido a sua
elevada toxicidade (RIBEIRO 2007). Dentre as drogas indicadas, destacam-se o antimoniato
de n-metilglucamina, alopurinol, combinagdes dos dois, anfotericina B, pentamidina,
aminosidina e miltefosina (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012). A maioria dos
protocolos e associagdes de drogas tem mostrado bons resultados quanto a reducdo dos sinais
clinicos e melhora clinica dos animais tratados (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012).

Antimoniais pentavalentes, sdo utilizados 2 compostos, n-metil glucamina
(Glucantime) e estibogluconato de sédio (Pentostam). O metabolismo de acdo dessas drogas
ainda ndo ¢ completamente elucidado. Entretanto, parece que se baseia no bloqueio do
metabolismo do parasita por meio da inibicdo da enzima fosfofrutoquinase, enzima chave da
gluconeogénese, levando a inibicdo da sintese de ATP e a replicagdo do seu DNA,
determinando a sua morte (OLIVEIRA, ANTONIO e PICCININ 2008; RIBEIRO, 2007). As
melhores vias de aplicacdo sdo a subcutanea e Intramuscular (OLIVEIRA, ANTONIO e
PICCININ 2008), que alcanga o maior nivel sérico cinco horas apds a administragao,
mantendo niveis terapéuticos durante doze horas (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012).
No Brasil, a produ¢do do antimoniato de n-metilglucamina ¢ distribuida exclusivamente para
0 Ministério da Satde (MS), ndo havendo, portanto, disponibilidade do produto para uso em

caes. Dessa forma, ¢ proibido o uso desse produto para o tratamento da LVC, quando o
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mesmo for de distribuicdo do MS; diferentemente da Europa, onde o mesmo ¢ distribuido
para uso veterindrio, como terapéutica da LVC. Na Espanha, o antimoniato de n-
metilglucamina ¢ o medicamento de eleicdo para o tratamento da LVC. Este ¢ utilizado como
solucdo injetavel (Glucantime® Merial) (RIBEIRO, 2007), e a dosagem recomendada dessa
droga para o tratamento canino ¢ aproximadamente dez vezes maior que o recomendado para
o tratamento humano. E contraindicado para animais com nefropatias, pois é nefrotoxico e
possui excre¢ao renal (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012).

O Alopurinol inibe o metabolismo das purinas, exercendo efeito inibitério no
crescimento de Leishmania sp “in vitro”. A utilidade dessa droga tem sido demonstrada no
controle das recidivas da leishmaniose canina e efeitos colaterais sdo incomuns (OLIVEIRA,
ANTONIO e PICCININ 2008). O mecanismo de a¢dao do Alopurinol consiste na incorporacao
a0 RNA do parasita, alterando sua sintese proteica, inibindo sua multiplicacdo e,
posteriormente, levando-o a morte. Tem baixa toxicidade, ¢ utilizado por via oral e pode ser
administrado isoladamente ou combinado a outros fairmacos (CONTRERAS et al 2019).
Embora de baixa toxicidade e com efeitos colaterais nao muito frequentes, tem sido relatado
febre, leucopenia, distarbios cutaneos e elevacdes de enzimas de baixa intensidade. A dose
recomendada ¢ de 10 a 20 mg/kg BID, via oral, apresentando boa disponibilidade no cao
(RIBEIRO ¢ MICHALICK, 2001).

Anfotericina B, utilizada no tratamento das infec¢des micoticas, atua rompendo a
membrana celular e provocando a morte dos parasitos. E altamente nefrotoxica quando
utilizada necessita rigorosa monitora¢do do paciente. De acordo com a literatura, os casos
tratados com anfotericina B tem alcancado 93% de cura clinica, queda da sorologia e
normalizag¢do da fragdo albumina/ globulina (LAMOTHE J. 1997; OLIVEIRA, ANTONIO e
PICCININ 2008).

A Aminosidina também é um dos medicamentos indicados, € um antibidtico e seu
metabolismo de agdo ¢ complexo, inclue a inibicdo da sintese protéica e alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica dos parasitos. As vias de aplicagdo podem ser
subcutdnea e intramuscular. Os efeitos colaterais conhecidos sdo principalmente a
nefrotoxidade e surdez por lesdo do VIII nervo craniano. O uso deste medicamento em nosso
meio nao tem sido freqiiente, uma vez que o produto somente ¢ comercializado na Italia
(OLIVEIRA, ANTONIO e PICCININ 2008). Administrada uma vez ao dia em uma dosagem
revisada mostra alguma promessa, mas sdo necessarios estudos controlados adicionais (NOLI
¢ SARADOMICHELALIS 2014).

A tUnica droga leishmanicida aprovada para tratamento da LVC no Brasil ¢ o
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antimoniato de meglumina, ou Miltefosina, por algumas semanas isoladamente ou em
combinagdo com Alopurinol por vérios meses (BRASIL 2016; NOLI e
SARADOMICHELALIS 2014). Em 2016 por meio da nota técnica n® 001/2016 foi registrado
o Milteforan no MAPA, permitido, assim, o tratamento de caes com este farmaco (BRASIL
2016). A Miltefosina, além de ser toxica para os amastigotas, também estimula a imunidade
celular, aumentando os niveis sanguineos de IFN-', o que potencializa o seu efeito
leishmanicida. No entanto, mesmo com todos esses beneficios, a miltefosina ndo consegue
alcancar a cura parasitologica nos caes. Esse medicamento apenas diminui a carga parasitaria
e consegue melhora clinica dos cies (NOGUEIRA et al. 2019). E necesséario determinar o
estagio clinico da doenca em que o animal se encontra. O protocolo terapéutico a base da
miltefosina pode ser associado ao tratamento como o alopurinol, antimoniato de meglumina,
domperidora, corticosteroides, bem como uso de coleiras repelentes para evitar o vetor, €
outra op¢ao seria a imunoterapia (CONTRERAS et al 2019).

A evolucdo da doenca e a resposta inadequada ao tratamento sdo atribuidas
principalmente a imunossupressao induzida pelo parasita. As alteragdes do sistema imune se
traduzem pelo estimulo da imunidade humoral e pela depressao da imunidade celular, que
implicam conseqiiéncias negativas para o enfermo. Algumas drogas imunomoduladoras,
imunossupressoras ou imunoestimulantes, mesmo ndo exercendo acdo direta sobre as
Leishmanias spp, tem sido empregadas juntamente com os farmacos leishmanicidas e
leishmaniostaticos. Os corticosterdides, mais freqlientemente a prednisona e a prednisolona,
tém sido usados como drogas imunossupressoras com o objetivo de suprimir a imunidade
humoral, diminuindo a produ¢do de anticorpos evitando assim, a formacdo de
imunocomplexos responsaveis por alteragdes em varios 6rgaos. As drogas imunoestimulantes
sdo utilizadas com o intuito de ativar inicialmente os linfocitos T, que secundariamente
ativam os macrofagos, contribuindo na resposta celular de eliminagdo das Leishmanias. A
droga mais utilizada € o levamisol, na dose de 0,5 a 2mg/kg, em dias alternados, pela via oral.
A domperidona também tem sido usada na dose de 1mg/kg bid, durante trinta dias. Sao
também citadas como imunoestimulantes a interleucina 12, o Interferon a (RIBEIRO 2013).

A imunoterapia ¢ uma opg¢ao de protocolo de tratamento e geralmente ¢ associada
ao uso concomitante com drogas leishmaniostaticas. O objetivo do tratamento ¢ a reposicao
da resposta imunitaria, melhora clinica do paciente e reducao da carga parasitéria, retirando-o
assim da cadeia epidemioldgica de transmissdo (ARAUJO ¢ GONDIM 2020; BRASILEISH
2017; ROATT et al, 2017).

Uma Portaria Interministerial baixada pelo Governo Federal, de numero 1.426, de
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11 de julho de 2008, proibe os médicos veterinarios de realizarem tratamento da LVC em caes
infectados ou doentes, com produtos de uso humano ou ndo registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Mesmo proibidos e sujeitos as infragdes e
penalidades previstas em lei, ha médicos veterinarios que tratam a LVC com medicamentos
de uso humano (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012; CARNEIRO, 2016). Esta conduta
interministerial estd na contramao das constatacdes cientificas, pois ¢ de conhecimento da
comunidade cientifica de que os cdes em tratamento apresentam, pela prova de
imunohistoquimica de pele, sucessivos resultados negativos, ndo oferecendo riscos para a
saude piblica. E com base em conhecimentos como este que a leishmaniose visceral canina é
tratada em diversos paises (SCHIMMING e PINTO E SILVA 2012). Outro fato que chama a
atencao ¢ que nao ha correlagao entre o tratamento dos caes e o aumento do numero de casos
humanos, visto que os paises que permitem o tratamento da LVC ha muito tempo ndo figuram
entre os que apresentam maior incidéncia de casos humanos confirmados (OMS 2019;
ROEDER-FERRARI et al 2020). Apesar da Nota Técnica n°® 001/2016, permitindo o uso do
Milteforan, o Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), continua a declarar, até o
momento, que ndo hd nenhuma droga autorizada para o tratamento da LVC (CFMV 2016;
NERY 2017). Desta forma, ainda h4 necessidade de desenvolvimento de protocolos para o
tratamento de caes que ndo incluam drogas utilizadas para o tratamento de casos de LVH
(NERY et al, 2017).

Devido ao fato de haver varias espécies de Leishmania se torna quase impossivel
a obten¢do de uma unica maneira capaz de controlar e combater a leishmaniose em todas as
suas variagoes clinicas (CORTEGIANO e CHUCRI 2020). Na rotina diéria da clinica médica
no controle da LVC percebemos que ¢ importante aliar medidas de preven¢ao de novos casos
de caes infectados para evitar sua a disseminagdo. Segundo Ribeiro (2007), um principio
basico para a prevencdo da LVC ¢ evitar o contato entre o vetor infectado e o cdo. Dessa
forma, medidas contra o vetor devem ser adotadas no ambiente e centradas no cdo. As
medidas direcionadas aos caes parecem ser as mais adequadas nos grandes centros urbanos.
Algumas medidas tem sido recomendadas aos proprietarios dos caes livres da infec¢do ou em
tratamento, como o uso do colar impregnado com deltametrina 4%, o qual deve ser
substituido conforme orientacdes do fabricante, ¢ em caes alérgicos ao colar, uso de
inseticidas de aplicagdo topica a base de permetrina; cuidados de limpeza do ambiente, como
retirada de matéria orginica excessiva; aplicacdo de inseticidas ambientais centrados nos
canis (ambientes em que o animal permanece por mais tempo), como aqueles a base de

deltametrina e cipermetrina, em aplicagdes semestrais; uso de plantas repelentes de insetos,
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como a citronela; ndo realizagdo de passeios crespusculares ou noturnos, horarios de maior
atividade dos flebotomineos, privilegiando os passeios diurnos (SCHIMMING e PINTO E
SILVA 2012) ou manutengao do animal em ambiente telado, especialmente em momentos de
alta circulacao do vetor (REGUERA et al. 2016).

Algumas dessas drogas disponiveis no mercado tém mostrado uma relativa
toxicidade e contraindicagdo em animais muito debilitados (SCHIMMING e PINTO E
SILVA 2012; OLIVEIRA, ANTONIO e PICCININ 2008), e em alguns casos, tem ocorrido
resisténcia por parte do parasito. Diante disso, inimeras pesquisas t€ém sido realizadas com o
objetivo de encontrar novas alternativas para o tratamento da LVC (HELLMANN;
MARCHESAN; VELASQUEZ, 2018; SILVA; FIGUEIREDO ¢ CARVALHO 2016). Por
isso, o interesse por fitoterapicos e produtos naturais vem crescendo muito nos ultimos anos
no Brasil e no mundo (OLIVEIRA; GILBERT; VILLAS BOAS, 2013; ESSIR et al, 2015).

Tratamentos naturais alternativos t€m surgido especialmente para humanos, e a
OMS tem considerado uma prioridade a investigagdo farmacoldgica de plantas (OLIVEIRA;
GILBERT; VILLAS BOAS, 2013). As vantagens da utilizagdo da fitoterapia incluem o baixo
custo, baixa incidéncia de efeitos colaterais e sua efetividade (HELLMANN; MARCHESAN;
VELASQUEZ, 2018; SILVA; FIGUEIREDO ¢ CARVALHO 2016). Os produtos naturais
sdo potenciais fontes de grande variedade de substancias de atividade biologica (OMS, 2011;
BAPELA; KAISER; MEYER, 2017; ESSID et al, 2015). J& tem sido demonstrado que a
atividade biologica antileishmania, com efeito leishmaniostatico, de extratos de varias plantas
se associa a substancias pertencentes a diversos grupos quimicos que incluem alcaloides,
flavonoides, taninos, esteroides, chalconas e naftoquinonas (KLEIN et al., 2009). Muitos
tutores tém lancado mao de tratamentos naturais alternativos para controlar a LVC nos seus
animais (HELLMANN; MARCHESAN; VELASQUEZ, 2018).

E necessaria muita atencdo as diretrizes publicadas sobre tratamento e
acompanhamento para alcancar o melhor resultado terapéutico possivel (NOLI et ali, 2014).
A recomendag@o do Ministério da Saude € clara e objetiva e diz que os tutores que optarem
por ndo tratar o seu cdo deverdo autorizar a eutanasia do animal. Tutores que ndo optarem
pelo tratamento e nem pela eutanisia do seu animal podem ser responsabilizados pela
vigilancia sanitaria, pois aquele animal que apresenta resultado positivo e ndo € tratado se
torna um risco de saude publica (BRASIL 2020).

A inexisténcia de tratamento efetivo para a cura da LVC, e a polémica sobre a
eliminagdo indiscriminada dos caes infectados, tornam urgente a adocdo de novas estratégias
de prevencao e controle, como por exemplo, o uso de vacina contra a LVC (SCHIMMING e
PINTO E SILVA 2012).
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2.9 — Politicas Publicas no controle da Leishmaniose Visceral
O Territério do Vale do Mucuri ¢ composto por 29 municipios distribuidos em 3
Microterritérios € os municipios mais populosos sao Teofilo Otoni (134.745 hab.), Nanuque

(40.834 hab.) e Itambacuri (22.809 hab.) (Governo de Minas Gerais 2015) (Figura 11).

Figura 11 — Estado de Minas Gerais com Destaque para a Regido do Vale do Mucuri

Fonte: Governo de Minas Gerais - Plano Mineiro de Desenvolvimento Integrado - 2016 a 2027 — Perfis

Territoriais. Belo Horizonte 2015 — Vol. 3

Essa regido foi uma das ultimas do territorio mineiro a ser desbravada, devido a
sua vegetagdo original, a Mata Atlantica, que dificultava o acesso e a viabilidade a agricultura.
(Apolinédrio 2011). Atualmente, ela ocupa a posicdo de uma das mais pobres regides do
territorio mineiro com indicadores como PIB, IDH e renda per capita bem abaixo das médias,
tanto estadual quanto federal (Apolinario 2011).

A Populagdo Rural do Vale do Mucuri corresponde a aproximadamente 3,25% da
populacdo total sendo que esta propor¢do ¢ a quarta maior em compara¢do com os demais
Territérios do Estado. A proporcao de pobres no Vale do Mucuri € de 53,91% e a de pessoas
consideradas “extremamente pobres” ¢ 25,82%. Ja a Renda per capita observada no Territorio
Mucuri é de R$ 432,95, correspondendo ao quarto pior do Estado, conforme dados do Censo
Geografico de 2010 (Governo de Minas Gerais 2015). O IDHM (indice de Desenvolvimento
Humano Municipal) do Vale do Mucuri, que avalia as dimensdes Renda, Educagdo e
Expectativa de vida, ¢ de 0,611 e estatisticamente ¢ o segundo pior do Estado (Governo de

Minas Gerais 2015).
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Teofilo Otoni ¢ uma importante cidade média do estado de Minas Gerais (Batella
2013) localizada na Regido Nordeste do Estado e a principal cidade do Vale do Mucuri,
porém ¢ uma cidade marcada pelas desigualdades sociais, o que favorece a prevaléncia de
DTN’s (Batella 2018).

As DTN’s, como a Leishmaniose Visceral, sacrificam especialmente as
populagdes mais pobres e a Regido Norte ¢ Nordeste de Minas Gerais sdo as regides com
maior registro de casos de Leishmaniose, conforme dados do SINAN/CPDE/DIE/SVE -
SubVS/SESMG.

O governo € o principal responsavel no controle de forma efetiva para a prevencao
das DTN’s (VASCONCELOS et al., 2016) e por meio das politicas publicas, poderia
combater e controlar tais doengas e condigdes sociais, com planos econdmicos para a
diminui¢do da desigualdade social, com investimento em saneamento, politicas preventivas
para garantir o acesso ao tratamento adequado, incentivo a instituigdes de pesquisa e as
industrias farmacéuticas para favorecer o desenvolvimento de medicamentos que colaborem
com a prevencao, controle e tratamento das DTN’s (REIS et al, 2016).

Grisotti em 2010, destacou que desigualdade social, baixo indice de
desenvolvimento humano, baixo grau de escolaridade, sdo de fato condigdes ideais para
incidéncia de doencas, principalmente as negligenciadas, como a Leishmaniose Visceral. As
baixas condi¢des sanitarias, saneamento basico, descaso governamental e escasso orgamento
para o investimento em novas tecnologias, pesquisa e desenvolvimento cientifico corroboram
para o quadro critico da persisténcia e avanco da Leishmaniose no Brasil e no mundo.

Para o efetivo controle da Leishmaniose sdo necessarias uma vontade politica e
acoes efetivas com investimentos em educagdo, politicas publicas de conscientizagdo da
populacdo, investimentos em tecnologias e farmacos para uma quimioprofilaxia adequada,
controle do vetor, agua potavel apropriada para consumo e saneamento basico, para que se
consiga controlar esta e outras zoonoses. A populacdo também precisa estar envolvida e
contribuir com a disseminacao de informacdes sobre as politicas publicas voltadas ao combate
e extin¢do dessa doenga, para que possamos ter uma diminui¢do do numero de contaminados.
(GRISOTTI, 2010) (Figura 12).

Se faz urgentemente necessario que o poder publico construa politicas publicas
pertinentes que contemplem as deficiéncias da nossa regido e que favorecam o
desenvolvimento socio econdmico das comunidades locais, e consequentemente diminua a

incidéncia da Leishmaniose Visceral na Macrorregido de Teofilo Otoni, MG.
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Acgoes integradas de Politicas Publicas no combate a Leishmaniose Visceral

Figura 12 — Esquema representativo de acoées integradas de Politicas Publicas ao

combate a Leishmaniose Visceral
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3.0 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar a infec¢ao por Leishmania sp em caes provenientes da Macrorregido de

Teofilo Otoni, Minas Gerais.

3.2 — Objetivos Especificos

- Realizar o diagndstico soroldgico (DPP®/Biomanguinhos e SNAP/ELISA) em caes
provenientes de clinica particular e do canil da PMTO;

- Avaliar clinicamente os cdes soro reagentes;

- Realizar o diagnoéstico parasitoldgico (isolamento em meio de cultura, leitura de 1aminas);

- Realizar o Teste Molecular de PCR para confirmagdo de diagnostico da LVC nas amostras
pesquisadas;

- Identificar as espécies de Leishmania sp dos isolados e das amostras de aspirado de medula
ossea;

- Estabelecer a relagdo dos diversos parametros analisados com a presenga ou ndo de sintomas
e manifestacoes clinicas da doenga nos animais avaliados;

- Contribuir com a sensibilizagdo do poder publico local para implantacdo de politicas
publicas pertinentes que favoregam o controle da LVC e LVH na Macrorregido de Tedfilo

Otoni.
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4.0 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Estratégia experimental

A coleta das informagdes foi realizada no periodo de agosto de 2019 a fevereiro
de 2020, na Clinica Veterinaria S3o Francisco em Teofilo Otoni, MG, e no Canil Municipal
da Prefeitura Municipal de Teo6filo Otoni, MG. Foram incluidos no estudo todos os animais
que tiveram resultado positivo no Teste Rapido DPP®/Biomanguinhos, sintomaticos ou
assintomaticos. Dos animais selecionados, foram coletados sangue venoso para realizacdo do
teste rapido (SNAP), fragmento de pele de orelha para realizagdo do imprint por aposicao e
aspirado de medula 6ssea para realizagdo de esfregagco em laminas, isolamento em meio de
cultura e diagnostico molecular (Figura 13).

O calculo amostral foi realizado para se ter uma amostragem significativa dos
animais infectados na cidade de Teofilo Otoni, possibilitando assim alcangar os objetivos
propostos. Conforme o ultimo relatdrio de programagdo das agdes do inquérito canino, (2014)
existem 24.200 caes na cidade de Tedfilo Otoni com prevaléncia da LVC observada/esperada
>10%. Portanto, foram coletadas 147 amostras de cdes de ambos os sexos e idades variadas
com intuito de manter no minimo 130 amostras de caes (O total de amostras utilizado foi de
132) para nivel de significancia de 5%. Este numero foi calculado com base em tabela do
Ministério da Satde do Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (BRASIL
2014).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFVIJM, sob o protocolo 03/2019 (Anexo 1). Os responsaveis legais pelos cdes foram
informados sobre os objetivos da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento (Anexo 2),
e a Declaracdo de Consentimento (Anexo 3) antes da coleta das amostras (Sangue venoso,
Pele de Orelha e Sangue de Medula Ossea) e preencheram uma Ficha epidemiolégica (Anexo
4) para pesquisa de dados. Os mesmos foram igualmente informados de que, ao final da
pesquisa, receberiam um relatério contendo os resultados obtidos pelos diferentes testes
realizados, assim como suporte técnico em relacdo a dividas sobre LVC. A coleta de material

foi realizada e a ficha com presenca ou nao de sintomas preenchida. (Anexo5).
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Figura 13 — Esquema representativo da estratégia experimental e metodologia usada na

presente pesquisa.
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4.2 - Local do estudo

O estudo foi realizado em Teo6filo Otoni, MG, com amostras de caes atendidos na
Clinica Veterinaria Sdo Francisco e cdes provenientes do Canil Municipal de Tedfilo Otoni,
MG. As amostras coletadas foram oriundas das cidades de Teofilo Otoni, Carlos Chagas,

Itambacuri, Ataléia e Catuji. (Figura 14)

Figura 14 - Mapa de Minas Gerais com destaque para os municipios da Regido do Vale

do Mucuri de onde originaram os cies selecionados para o estudo.
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Fonte: mapasparacolorir.com.br/mapa/estado/mg/estado_minas_messorregioes.png - (Adaptado)

4.3 - Avaliacio clinica dos animais e ficha epidemiologica

Em todos os animais selecionados para o estudo foi realizado o exame clinico e
coletadas informagdes sobre as caracteristicas dos animais, como: procedéncia, presenca de
sinais clinicos, pelagem, idade, raca, sexo, e nos animais provenientes da Clinica foram
coletadas informagdes sobre vacina e tratamento, conforme apresentado na ficha

epidemioldgica (Anexo 2 e Anexo 5).

4.4 - Diagnostico sorolégico

Foi coletado sangue venoso para realizagdio de Teste Rapido
DPP®/Biomanguinhos. Os fatores de exclusdo foram cdes com temperamento agressivo ou
ariscos. Conforme as orientacdes do fabricante o teste DPP® foi realizado adicionando 5 pL.
de sangue total (aproximadamente uma gota) ao pogo 1 (amostra + tampao), ¢ em seguida
foram adicionadas 2 gotas do tampao no mesmo poco. Apos 5 minutos as duas linhas azuis,
controle (C) e teste (T), desapareceram. A seguir colocou-se 4 gotas do tampao no pogo 2
(tampao), aguardando de 10 a 15 minutos, ap0s esta etapa foi realizada a leitura dos resultados.
O resultado é considerado positivo se ocorrer o aparecimento de uma linha de coloragao
vermelha nas linhas Teste (T) e Controle (C) (Figura 15 A), e negativo quando nenhuma linha

aparecer na linha T (Figura 15 B) e invalido se a linha C falhar em aparecer.

Figura 15 — Dispositivo de Teste rapido LVC DPP Biomanguinhos® com resultado

positivo A (Amostra Positiva) e com resultado negativo B (Amostra Negativa)

Fonte: Arquivo Proprio
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A linha esquerda representa a banda de teste, indicando um resultado positivo.

Em casos de caes DPP positivos, foi feito o Teste Rédpido SNAP/ELISA da
IDEXX.

Para a realizagao do teste SNAP® LEISHMANIA para detec¢do de anticorpos
anti -Leishmania donovani e L. infantum, apo6s coleta do sangue, as amostras foram retiradas
com pipeta e duas gotas do sangue foram colocadas em um microtubo, ao qual foram
adicionadas seis gotas de conjugado, homogeneizando em seguida. Com o dispositivo SNAP
posicionado em uma superficie plana colocou-se o conteido do microtubo na cavidade da
amostra. Em seguida o dispositivo foi ativado e a leitura realizada depois de seis minutos.
Para determinar o resultado do teste leu-se os trés pontos de reacdo na janela do resultado: o
ponto de controle negativo, o de controle positivo e o da amostra teste. Foram consideradas
reagentes as amostras onde houve aparecimento de cor no local definido para o controle
positivo do teste e no local definido para resultado da amostra teste (Figura 16 A) e,
consideradas ndo reagentes, aquelas amostras nas quais houve aparecimento de cor apenas no

local definido para o controle positivo do teste (Figura 16 B).

Figura 16 — Dispositivo de TR ELISA SNAP®/IDEX com resultado positivo A (Amostra

Positivo) e com resultado negativo B (Amostra Negativa)

Fonte: Arquivo Proprio

4.5 — Diagnostico parasitologico

Para o diagnostico parasitologico direto foram coletadas amostras de pele da
orelha esquerda e aspirado de medula 6ssea. A coleta do fragmento da orelha foi realizada
apos prévia higieniza¢do e infiltracdo de anestésico local, Lidocaina 2%. A coleta foi
realizada com Punch descartavel de 5 mm.

Logo apods a coleta foi realizada a confec¢do das laminas por aposicao (imprint)
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do fragmento, as laminas foram fixadas com metanol e coradas pelo método Pandtico Répido.
A confec¢do das laminas foi realizada na Clinica Veterinaria Sao Francisco. As laminas foram
analisadas em microscopio para visualizagdo de formas amastigotas de Leishmania sp,
considerando-se positivos os resultados em que o leitor visualizou formas amastigotas do
parasito.

As amostras de aspirado de medula 6ssea foram obtidas por meio de puncao
aspirativa com agulha fina (PAAF) de 40mm x 12mm para a confec¢do de esfregagos em
laminas. Apo6s tricotomia e desinfec¢ao da pele, anestesiamos a area sobre 0 0sso externo com
lidocaina 2%, introduzimos uma agulha acoplada a uma seringa de 10 ml com duas gotas de
EDTA e por pressdo aspirativa coletamos aproximadamente 0,5 ml de sangue de medula. Foi
colocada uma gota de sangue diretamente sobre uma ldmina de vidro e com outra 1amina em
sentido perpendicular, espalhamos o sangue em uma camada fina pela sua superficie, com o
objetivo de produzir uma monocamada de células. As laminas contendo os esfregacos apos
secagem ¢ fixacdo com metanol foram coradas pelo método Panotico Rapido (Romanovski)
(OLIVEIRA et al, 2011; ALENCAR et al, 2002). O exame foi realizado por microscopia
Optica em objetiva de imersdo para a observagdo de formas amastigotas de Leishmania spp e
confirmagdo do diagnostico parasitologico, conforme descrito por HONSE (2014) e RAMOS
e cols. (2012).

4.6 - Isolamento do parasito em meio de cultura

As amostras provenientes dos aspirados de medula foram armazenadas em
geladeira (aproximadamente 4°C) durante 24 horas em solucdo salina com antibidticos
(estreptomicina 100pg/mL e penicilina 500U/mL), em seguida adicionadas a tubos contendo
meio de cultura NNN (NOVY e Mc NEL, 1903; NICOLLE, 1908) enriquecidos com meio
LIT (Liver Infusion Triptose) e mantidos a 25° C + 1°C. As amostras foram avaliadas uma vez
por semana, durante 6 semanas, através da observacao de lamina, contendo uma gota da
cultura, em microscopio 6tico. Os parasitos isolados das amostras foram crescidos para serem
utilizados nas técnicas moleculares (10® parasitas/total). Quando niio ocorreu o aparecimento
de formas flageladas depois de seis semanas, a cultura foi considerada negativa. As amostras
isoladas foram criopreservadas e depositadas no banco de cepas do Grupo de Estudos em
Leishmanioses (GEL) do Instituto René Rachou/Fiocruz Minas, para posterior caracteriza¢ao
por métodos moleculares.

Para obtencdo do numero suficiente de parasitos (10® parasitos/total), para
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extracdo de DNA, foram transferidos 2,5mL das amostras de cultura em crescimento
exponencial (5—e 6-dia) para garrafas de 25mL contendo NNN e LIT (5mL). Apos
crescimento, esse volume foi sendo ampliado até SO0mL de cultura para cada amostra com
adicao de LIT e realizada a contagem em camara de Neubauer. Posteriormente foi feita a
lavagem e realizada a extragdo da massa de parasitos que foi estocada para a realizagdo de
PCR.

Quando os parasitos se encontravam na fase exponencial de crescimento, a massa
celular foi preparada transferindo-se o contetido dos erlenmeyers para tubos FALCON de 50
ml. O meio LIT contendo cerca de 10® parasitas foi centrifugado a 1500 xg durante 10
minutos a 4° C, desprezou-se o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em solugdo PBS
estéril pH 7,2. Os parasitas foram lavados por trés vezes com PBS 1x, a 1500 xg, 4°C por 10
minutos. O sedimento ressuspendido em 1,5 ml de PBS foi transferido para tubos de
criopreservacdo e lavado como anteriormente. Parte do sobrenadante foi desprezada e o
restante foi deixado em quantidade suficiente para cobrir o sedimento. Os tubos foram
estocados a — 20°C até o uso.

As promastigotas, isoladas das amostras positivas em cultura, foram congeladas
em 10% de glicerol, adicionado gota a gota e mantendo-se no agitador por 15 minutos, e
entdo transferidas para tubos de criopreservagdo. Os tubos eram mantidos a - 70°C overnight

e depois transferidos para o botijao de nitrogénio liquido.

4.7 - Diagnostico Molecular

A presenga do parasito foi investigada também através da amplificacdio do DNA
1solado diretamente das amostras do aspirado de medula e das culturas positivas. O DNA das
amostras foi extraido utilizando o protocolo do kit de extracdo “PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit” (Invitrogen®). O DNA foi dosado, aliquotado e estocado a -20° C. Reagdes de PCR
que amplificam um fragmento do espacador interno transcrito 1 (ITS1) de Leishmania sp
foram utilizadas para detectar e identificar o parasito nestas amostras.

Os iniciadores LITSR 5> CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L58S 5
TGATACCACTTATCGCACTT 3’ amplificam um fragmento de aproximadamente 350pb
através da seguinte reacdo: solucdo tampao I1x (200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI),
1,5mM de MgCl2, 0,2mM de mistura de dNTPs, 0,5 pmol do primer LITSR, 0,5 pmol do
primer L5.8S, 1 U de Taqg DNA polimerase platinum® (Invitrogen), 2 pul de DNA molde em

um volume final de 25 pl. A amplificacdo foi realizada alternando 33 ciclos de desnaturacao a
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95° C por 30 seg, anelamento a 53° C por 1 min e extensdo a 72° C por 1 min em equipamento
termociclador automatico. A RFLP subsequente pode distinguir as seguintes espécies: L.
donovani, L. infantum, L. chagasi, L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, e L. panamanensis. A reacdo de digestdo foi
preparada para um volume final de 15 pL, contendo 1pL de Haelll (10 U/L), 1,5 puL de
tampao da enzima e 10,0 uL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas,
os perfis de restri¢gdo foram analisados em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo e
comparados com o padrao obtido pela digestao do produto de PCR de cepas controle descritas
acima.

As reagdes de amplificacao foram realizadas utilizando-se um volume total 10ul
de DNA, a regido espacadora interna transcrita 1 (ITS1- Internal Transcribed Spacer) do DNA
ribossomal foi amplificada utilizando 0s iniciadores LITSR (5-
CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5TGATACCACTTATCGCACTT-3") que se
anelam nas seqiiéncias conservadas SSU e 5.8S gerando um produto de 300-350 pb,
visualizados em gel de agarose a 1%, comparado ao peso molecular de 100pb (Promega)

Foi feito um total de 240 microlitros da Solugdo Mix de PCR-ITS-1, foi pipetado
20 microlitros e acrescentado 5 microlitros de Extrato do DNA de cada amostra no microtubo
e acrescentado também 5 microlitros dos controles das amostras de DNA de L. infantum, L.
amazonensis, L. brasiliensis e L. guyanensis ¢ um microtubo controle sem DNA. Verificamos
as formagdes das bandas para identificar a espécie de Leishmania sp da amostra em pesquisa.

Os produtos da PCR foram digeridos com a enzima de restricio Haelll nas
seguintes condigdes: 10 pl do produto amplificado e 5Sul de solucdo contendo 1,5 ul de
tampao 10X (15mM), 1,0 pl da enzima (Haelll), 0,15 pl de BSA e 2,35 ul de H20 livre de
DNA e RNA. A solucao foi incubada em banho Maria por 2 horas a 37°C.

Os fragmentos resultantes da digestdo com a enzima Haelll foram separados em
gel de agarose 2% e visualizados em transluminador Termociclador automatico Eppendorf®™
Mastercycler Gradient sob luz ultravioleta e fotografados em aparelho Sistema de
Fotodocumentacdo L-Pix EX® (Loccus Biotecnologia) para posterior andlise. Os perfis de
restricdo de ITS1 foram analisados visualmente comparados ao peso molecular.

O exame parasitologico direto (exame de laminas e isolamento em cultura) e o
diagnoéstico molecular (PCR para detec¢do e identificacdo das espécies de Leishmania sp)

foram realizados na FIOCRUZ Minas — Instituto René Rachou em Belo Horizonte — MG.

4.8- Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo Teste exato de Fisher através do
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programa GraphPad Prism, sendo considerado p<0,05.

5.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Muito pouco se estudou até hoje sobre a LVC e LVH na cidade de Teofilo Otoni,
MG. Na revisao bibliografica encontramos dois estudos (RIBEIRO et al, 2007; TEIXEIRA et
al, 2015) na regido de Teofilo Otoni e em cidades do Estado de Minas proximas temos alguns
trabalhos de pesquisa em LVH e LTA (FARIAS et al, 2019; MONTEIRO et al, 2005;
VALDIVIA et al, 2017).

Com intuito de facilitar a compreensdo da Leishmaniose Visceral Canina,
desenvolvemos uma Cartilha informativa que tem como publico alvo tutores, voluntarios de

ONG’s e populacdao da Macrorregido de Teofilo Otoni, MG. (Anexo 7).

5.1 — Caracteristicas dos animais

A coleta de dados foi realizada na Clinica Veterinaria Sdo Francisco e no Canil
Municipal de Teofilo Otoni, MG. O diagnostico sorologico foi realizado no local da coleta
através do teste rapido DPP Biomanguinhos. Foram selecionados os primeiros 147 animais
que deram resultado positivo no teste rapido, atendidos na Clinica Veterinaria Sdo Francisco e
no Canil Municipal de Teoéfilo Otoni. Deste total, foram descartados 15 animais que
apresentaram contaminagdo nas amostras coletadas, permanecendo um total de 132 caes.

Todos os animais provenientes do Canil Municipal (84) foram sacrificados,
usando critérios clinicos padronizados como justificativa e diagndstico sorologico através da
realizagdo de protocolo padrdo proposto pelo Ministério da Saide em consonancia com o
protocolo da Vigilancia Sanitaria do Municipio de Tedéfilo Otoni, MG.

Quanto a presenca de manifestacdes clinicas de LVC, este estudo mostrou que a

maioria dos cdes avaliados apresentaram sinais clinicos da doenga (Figura 17).
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Figura 17 — Representacio Grafica do percentual dos 132 cies avaliados e classificados

de acordo com os sinais clinicos.
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[J 22.73% Assintomatico
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Em relacdo aos sinais clinicos da doenca nos cdes soropositivos, 77,27% (102
caes) apresentaram pelo menos um sinal clinico possivelmente associado a LVC e 22,73% (30
cdes) eram assintomaticos mesmo sendo sorologicamente positivos. Esses dados reforgam a
importancia desses cdes na epidemiologia da doenga e sdo coincidentes com os de Feitosa et
al (2000), que relatou que 20% a 40% dos cdes soropositivos nao apresentavam sinais
clinicos. Os sinais clinicos mais frequentes foram lesdes cutianeas difusas ou simétricas com
dermatite esfoliativa, onicogrifose e hiperqueratose em focinho e coxins. Alguns animais,
especialmente os provenientes do canil municipal apresentaram também magreza e lesdes
relacionadas a deposi¢cdo de imunocomplexos como uveite e ulceras em pontas de orelha.

Quanto a distribui¢do por sexo, observa-se que ha homogeneidade na distribui¢ao
de machos e fémeas entre os animais estudados, mesmo que o resultado tenha apontado um
nimero maior de caes machos infectados. (Figura 18). Além disso, ao se analisar a propor¢ao
de machos e fémeas em relacdo a presenga de sinais clinicos, observou-se que 75,68% dos
machos apresentaram-se sintomaticos e 24,32% assintomaticos e nas fémeas 79,31% de
sintomaticas e 20,69% de assintomaticas (Figura 19) (OLIVEIRA et al, 2010). Silva e cols
(2017) relataram que, numa pesquisa realizada entre os meses de marco a outubro de 2015,
em 13 assentamentos rurais na Mesorregido do Sertdo da Paraiba, fémeas foram mais
expostas ao risco de infeccdo, que pode estar associado as variagdes hormonais e
imunoldgicas que ocorrem nas fémeas nos periodos de estro e gestacdo, tornando-as mais
susceptiveis a infec¢do. Estudos anteriores, relatam niveis significativamente maiores de
infeccdo em machos (MONTEIRO 2014), no entanto, essa frequéncia difere de acordo com a
regido estudada, ndo existindo um consenso entre os pesquisadores sobre a frequéncia da
doenca de acordo com o sexo (BRASIL 2006; GONTIJO e MELO 2004). Para Bordoni 2014

e Oliveira e cols 2010 o sexo também ndo foi considerado importante na ocorréncia da
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doenga.

Figura 18 — Representacio grafica do percentual dos 132 caes avaliados e classificados

por sexo.
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Figura 19 - Representacio grafica do percentual dos 132 cées avaliados e classificados

por sexo e sinais clinicos da doenca.
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Considerando o tipo de pelagem, os resultados apontam para um niimero maior de
caes com pelagem curta (83%) em relagdo ao nimero de cdes com pelagem comprida (17%)

(Figura 20).
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Figura 20 — Representacio grafica do percentual dos 132 cies avaliados e classificados

por tipo de pelagem

Bl 16.67% Longo
1 83.33% Curto

Total=132

Corroborando os dados desta pesquisa, Cardoso (2013) relatou que 75%

dos cdes pesquisados em seu experimento apresentavam pelagem curta e Bordoni, em 2014,

observou que pelagem curta ¢ um dos fatores predisponentes que favorecem a infec¢do por

Leishmania infantum, pois a pele do animal fica mais exposta para a picada pelo flebotomo.

Penaforte e cols 2013 também afirmam que cdes com pelagem curta estdo mais propensos a
serem picados pelo vetor, o que poderia justificar a maior frequéncia.

Em relacdo a idade, a maior frequéncia (64,39%) de cdes com leishmaniose

ocorreu em caes adultos-jovens entre 2 a 4 (40,15%) e 4 a 6 anos de idade (24,24%) e a menor

em animais considerados filhotes com 0 — 2 anos de idade (6,81%). Nos animais acima de 8

anos a prevaléncia foi de 16,66%. (Figura 21)
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Figura 21 — Representacio Grafica do percentual dos 132 cies avaliados e classificados

por idade
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A ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania foi observada em todas as faixas
etarias. Os animais com 0 a 2 anos de idade apresentaram o menor indice percentual e animais
com mais de mais de 6 anos de idade apresentaram um percentual de positividade menor em
relagdo a faixa de animais entre 2 e 6 anos de idade. A manuten¢ao de resultados positivos em
testes sorologicos, mesmo por longos periodos apos a infeccdo, pode ser uma importante
causa de maior prevaléncia em caes adultos jovens. (PENAFORTE et al, 2013;
SRIVASTAVA etal., 2011). Além disso, esses animais sdo geralmente mantidos fora de casa,
0 que aumenta o contato com o vetor (MATOS 2006). Associado a este fator, Figueiredo et al
(2014) relatam que a positividade soroldgica estatisticamente significativa nos caes adultos
jovens pode estar associada a imaturidade imunoldgica, tornando-os bastante vulneraveis para
contrair a infeccdo. A baixa frequéncia em animais acima de 6 anos pode estar relacionada
com uma melhor resposta imune o que favoreceria a menor infec¢do dos mesmos.
Corroborando com nosso estudo Feitosa et al. (2000), avaliando somente animais positivos
para LVC, relataram maior positividade em animais adultos jovens entre trés e seis anos de
idade.
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Figura 22 - Representacio dos casos de LVC coletados de agosto/2019 a fevereiro/2020

na Clinica Veterinaria Sao Francisco e no Canil Municipal de Teéfilo Otoni/MG

Quanto a distribui¢cdo geografica, os resultados apontam para um maior nimero de
casos de LVC no municipio de Tedfilo Otoni sendo 22 cdes da Area Rural, 17 cies do Bairro
Sao Jacinto, 9 caes do Centro, 7 caes do Bairro Joaquim Pedrosa, 6 cdes do Bairro Concordia
e 66 caes de outros Bairros, perfazendo um total de 127 cdes e 5 caes de outros municipios
(Figura 22). Estes resultados mantém a tendéncia encontrada em anos anteriores, uma vez
que, de acordo com dados fornecidos pela Secretaria de Saude de Tedfilo Otoni, no periodo

de 2015 a 2019, os locais de maior incidéncia da LVC e LVH aconteceram em areas da regido
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Norte da Cidade de Teofilo Otoni, nos Bairros Joaquim Pedrosa, Bela Vista, Sdo Cristovao e
at¢t mesmo na regido Central (SinanNet\Tabwin*. Gerenciador de Ambiente
Laboratoria\FUNED.SMS-TO). Destaca-se o Bairro Sao Jacinto, na regido nordeste, que
apresentou um nuamero alto de casos. Com relacdo as demais localidades, as diferengas
observadas entre as referidas prevaléncias podem ser atribuidas a diversos fatores como
numero de amostras, forma de selecao dos cdes ou da populagdo (amostragem) adotada
(BORDONI 2014; SOLLANO-GALLEGO et al., 2000; MADEIRA et al., 2004; JULIAO et
al., 2007).

Observa-se que a distribuicdo da prevaléncia de LVC entre as diferentes areas
geograficas ndo foi constante, sendo a prevaléncia no centro foi de 6,82% e no total de bairros
(50%) e outros municipios vizinhos (3,78%). Além disso, obteve-se uma amostragem
significativa da Area Rural (16,67%). Os bairros da cidade de Te6filo Otoni que apresentaram
maiores indices de prevaléncia sdo bairros localizados em regides menos centrais. Estes
valores encontrados nos bairros mais periféricos e na area rural sugerem a existéncia local de
variaveis facilitadoras do ciclo bioldgico do parasito e do vetor, proporcionando uma intensa
atividade de transmissdo. Fatores bioldgicos e climaticos estdo relacionados com a
prevaléncia da LVC como a presenca de grande quantidade de arvores favorecendo o acimulo
de lixo e matéria organica criando um ambiente propicio para a presenga do vetor (BORDONI
2014).

Nos ultimos anos, a cidade de Teofilo Otoni, sofreu drasticas modificac¢des
ambientais; areas antigamente representadas por reserva florestal, atualmente vém sendo
exploradas com construgdes de casas, condominios e hotéis, podendo esse desmatamento
estar associado com os maiores indices da doenca nessas localidades, corroborando com os
achados de BEVILACQUA et.al. (2001).

A aquisicdo de conhecimento sobre os fatores envolvidos na dinadmica de
transmissao de Leishmania infantum em areas urbanas e periurbanas ¢ ainda um grande
desafio para a satde publica e pouco ainda se sabe sobre as varidveis que determinam a
distribuicao da doenga nestes ambientes, particularmente sobre a infeccdo canina (BORDONI
2014; SILVA et al., 2012).

Em relagdo a procedéncia dos animais, pode-se observar um maior nimero de
caes procedentes do Canil Municipal (n=74) em relagdo ao niimero de caes procedentes da
Clinica Veterinaria Sao Francisco de Teofilo Otoni (n=58) (Figura 18). Além disso, 87,84%
dos animais provenientes do canil eram sintomaticos, enquanto que 63,79% dos animais

provenientes da clinica apresentavam sintomas (Figura 23).
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Figura 23 - Representacio Grafica do percentual dos 132 cées avaliados e classificados

de acordo com a procedéncia dos animais
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Uma das dificuldades observadas na realizacao deste estudo foi a obtengdo dos

dados de maneira completa nos cdes provenientes do Canil Municipal sendo necessaria uma

coleta de dados mais detalhada sobre os animais por parte dos funcionarios do setor de

Vigilancia Sanitaria da PMTO.

Figura 24 - Representacio Grafica do percentual dos 132 cdes avaliados e classificados

de acordo com a procedéncia dos animais e que apresentaram sintomatologia

clinica da doenca.
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O maior nimero de animais sintomaticos foi proveniente do Canil Municipal

(Figura 24). Conforme estudos de Coura-Vital (2011) um grande numero de caes

assintomaticos infectados tem se mantido como potenciais transmissores silenciosos o que

reforca a importancia desses animais na cadeia epidemiologica da doenca. Albuquerque e

Langoni 2018 refor¢am a importancia da pratica da guarda responsavel e do bem-estar animal

que contribui para melhor controle e resposta do animal, favorecendo assim o controle da
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leishmaniose em humanos. Desta forma, os resultados deste estudo sugerem que muitos
proprietarios ndo levam seu animal ao Médico Veterinario quando o mesmo apresenta
problemas de saude, e muitos deles, “descartam” o animal no Canil Municipal quando tomam

ciéncia da doenga no animal.

Tabela 5 — Comparacio percentual de animais tratados e/ou vacinados com presenca ou

auséncia de sinais clinicos

Tratamento/Vacina

Sinais clinicos Tratamento Vacina

Alopurinol Milt + Alop Leishtec

Presente 12,07% 5,17 % 5,17%
Ausente 12,07% 6,89% 5,17%
Total (%) 24,14% 12,06% 10,34%
Total (n) 14 07 06

No presente estudo, todos os animais que receberam tratamento, seja com
Alopurinol, Milteforan ou Vacina, foram tratados e vacinados anteriormente a este estudo ou
estavam em tratamento e foram provenientes da clinica.

Dos 132 animais pesquisados, apenas nos provenientes da clinica (58 caes)
conseguimos obter informacdes referentes a tratamento e vacina.

Os resultados apontam que, dos 58 animais provenientes da clinica 21 animais
(36,20%) receberam algum tipo de tratamento sendo que 14 animais (24,14%) foram tratados
somente com Alopurinol e 07 animais (12,06%) receberam tratamento com Alopurinol e
Milteforan, ao passo que 37 animais (63,80%) ndo receberam nenhum tipo de tratamento.
Além disso, ndo foram detectados animais que receberam Milteforan, mas ndo receberam
Alopurinol. Dentre os animais que receberam ambos os tratamentos, Milteforan e Alopurinol,
5,17% apresentaram sintomas e dos que receberam somente Alopurinol 12,06% apresentaram
sintomas. Dentre os animais que foram vacinados (6 caes) o que equivale a 10,34%, a metade
tinha sinais clinicos e a outra metade ndo apresentava nenhum sinal clinico (Tabela 3).

Esses dados reforcam que muitos proprietarios ainda desconhecem assuntos

pertinentes a leishmaniose canina como ciclo de transmissdo, epidemiologia, sintomas,



69

tratamento e vacinacdo indicando a necessidade de implantacdo de medidas de educacdo em
saude. Além disso, os custos relativamente altos dificultam as agdes de controle através de
tratamento (Roeder-Ferrari 2020) e vacinagdo dos animais e na maioria das vezes o tutor opta
pela eutanasia do animal (PEDRASSANI et al, 2019). O alto custo do medicamento
Milteforan (Roeder-Ferrari 2020) e a nao melhora clinica de alguns animais mesmo
recebendo o tratamento (VIDES e MORAES 2018) favorecem para que, muitos deles, optem
pela eutanasia do animal.

A miltefosina tornou-se uma importante droga no tratamento de LVC, devido ao
diferente modo de acdo, com base em uma atividade antiparasitaria direta e ndo dependendo
de sistema imunolégico funcional, sua facilidade de administragdo, por via oral, e baixa
toxicidade (ARAUJO, COSTA e RISSO 2018). Além disso, mostrou uma eficacia clinica e
laboratorial comprovada por Woerly et al. (2009); Mir¢ et al., (2009); Andrade et al. (2011).
Neste estudo, verificamos que mesmo sendo tratado com Milteforan, alguns cdes nao
responderam ao tratamento e ndo tiveram diminui¢do da carga parasitaria, apresentando
sintomatologia clinica da doenca. Vides e Moraes, 2018, num estudo com tratamento de caes
com Miltefosina, também constataram que a o0 medicamento nao redimiu os sintomas clinicos
numa pequena parcela de animais. A miltefosina como terapia combinada, mostrou reduzir
significativamente os sinais clinicos 30 dias apds o tratamento (ARAUJO, COSTA e RISSO
2018). Nosso estudo mostrou que mesmo recebendo a Vacina Leishtec, alguns animais
desenvolveram e apresentaram sintomatologia clinica da doenga. Silva 2015, num estudo com
cdes vacinados com a Vacina Leish-Tec®, constatou que eles apresentavam uma resposta
positiva com tendéncia a redu¢do da infectividade, mas ainda assim continuaram transmitindo
0 parasito, o que nos leva a crer que, se estavam infectados, poderiam apresentar
sintomatologia clinica da doenga. Segundo DIVE 2018, a vacina ndo confere 100% de
protecdo, dessa forma, mesmo que o cdo esteja vacinado, se ainda permanecer em area de
transmissao, pode se infectar e tornar-se uma fonte de infec¢ao (reservatorio do parasita). Um
cdo vacinado e que venha apresentar sorologia positiva e ou sintomatologia clinica ¢
interpretado como sinal de que houve a infecgdo pela Leishmania sp, visto que a vacina nao
confere total prote¢ao.

Conforme estudo realizado por Albuquerque e Langoni 2018, a opcao preferencial
dos veterindrios para tratar a LVC ¢ o Alopurinol e uma porcentagem dos animais tratados
ndo responde ao tratamento e ainda apresentam sintomatologia clinica da doenga. Assim
sendo, muitos veterindrios fazem associacdo de tratamento com Milteforan (leishmanicida)

com Alopurinol (leishmaniostatico). (ALBUQUERQUE e LANGONI 2018; ARAUIJO,
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COSTA e RISSO 2018). O alopurinol, por ser uma droga leishmaniostatica, possui uma agao
efetiva quando combinada com outras medicagdes (ALBUQUERQUE e LANGONI;
LARSON e LUCAS 2016; MIRO et al 2009; SOLANO-GALLEGO 2009).

5.2 - Diagnostico sorologico

As técnicas recomendadas e fornecidas pelo Ministério da Saiude para o
diagnostico de caes sao duas: triagem por imunocromatografia com teste rapido Dual Path
Platform (TR DDP® leishmaniose visceral canina) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
confirmacdo dos caes sororreagentes ao teste TR (BRASIL 2019; RIBEIRO et al 2019;
ROEDER-FERRARI et al 2020; TEIXEIRA et al 2019). Os métodos sorologicos utilizados
no presente estudo, em consonancia com o Ministério da Satde, foram realizados através do
TR DPP® (triagem) e ELISA SNAP IDEXX, com sangue venoso. Considerando o ensaio
imunoenzimatico TR DPP® como triagem com diagnostico positivo de 100% dos animais
(Tabela 4) procedeu-se a realizagdo do Teste ELISA SNAP IDEXX e, interessantemente, 11
animais testados foram negativos, mesmo apresentando DPP positivo (Figura 29) (Tabela 4 e
5). Ribeiro e cols 2019, num estudo realizado com diferentes testes soroldgicos no
diagnéstico de infec¢do natural por Leishmania infantum em caes, verificou que o teste mais
sensivel foi o DPP Bio-Manguinhos (97,9%), enquanto o ELISA rapido IDEXX apresentou
maior especificidade (100%) e pode ser indicado como o melhor teste confirmatorio da
infec¢do, por ndo registrar resultados falsos positivos, sendo essa a melhor combinagdo de
testes sorologicos para encontrar todos os verdadeiros animais positivos para diagnostico
prévio de LVC. Além disso, os animais positivos no DPP Bio-Manguinhos e negativos no
rapido ELISA IDEXX devem ser monitorados, bem como novos testes devem ser realizados,
como teste molecular e teste parasitologico. O uso de testes rdpidos para o diagndstico de
LVC com resultados de baixos titulos de anticorpos, como ocorre com animais

assintomaticos, deve ser avaliado com cautela (Figura 25).
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Figura 25 - Representacio grafica do percentual de 132 cdes avaliados que tiveram

resultados positivo para o Teste Rapido de SNAP-IDEXX (ELISA).

Bl 91.67% SNAP +
[ 8.33% SNAP -

QOOOOOOOOO
Total=132

Os resultados demonstraram que 3,79% dos animais apresentaram sintomas

(Tabela 4 e 5), mesmo tendo o resultado de SNAP negativo, além disso, 18,18% dos caes nao

apresentavam nenhuma sintomatologia clinica e deram positivo no teste (Figura 26).

Figura 26 - Representacio Grafica do percentual dos 132 cies avaliados e classificados

em grupo de animais positivos sintomaticos no teste SNAP em relagdo ao

grupo de animais positivos assintomaticos no teste SNAP.
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5.3 - Diagnéstico parasitologico

Ao se avaliar os resultados das culturas realizadas com as amostras de aspirado de

medula Ossea, observou-se que das amostras dos 132 animais, 86 (65,15%) apresentaram
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cultura de Leishmania sp negativa e 46 (34,85%) apresentaram cultura positiva (Figura 27)

(Tabela 5).

Figura 27 - Representacio grafica do percentual de amostras dos 132 caes avaliados que

tiveram resultados positivo ou negativo na cultura.

Bl 34.85% Cultura +
1 65.15% Cultura -
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Total=132

De acordo com a OMS (1990), a cultura ¢ a técnica considerada padrdo ouro para
a identificacao de Leishmania spp. Contudo, deve-se levar em consideracao a possibilidade de
contaminagdo durante a coleta e a chance do parasito ndo se adaptar ao meio de cultura, além
do fato de que nem todas as cepas crescem com facilidade ou que os tecidos ou 6rgaos de um
mesmo individuo ndo possuem a mesma carga parasitaria (Evans, 1989). Segundo Riboldi
2015, no diagndstico por isolamento em meio de cultura, o ndo isolamento das formas
promastigotas pode estar relacionado a baixa densidade parasitaria e/ou ao pouco material
colhido na amostra.

Ao se avaliar os resultados dos 46 (34,85%) animais que apresentaram resultado
positivo na cultura, observou-se que animais eram sintomaticos € animais eram
assintomaticos, e dos 86 (65,15%) animais que apresentaram resultado negativo na cultura,

animais eram sintomaticos e animais eram assintomaticos (Figura 28). (Tabela 4 € 5)
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Figura 28 - Representacido Grafica da frequéncia dos 132 cies avaliados e classificados
em grupo de cies sintomaticos com cultura de Leishmania sp positiva, caes
sintomaticos com cultura de Leismania sp negativa, caes assintomaticos com
cultura de Leishmania sp positiva e caes assintomaticos com cultura de

Leismania sp negativa.
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O diagnoéstico da LVC ¢ complexo e desafiador, pois ndo existem testes 100%
sensiveis e especificos (ARAUJO, COSTA e RISSO 2018). Nio existe priorizac¢io de teste e
embora sempre se inicie um processo de diagndstico a partir dos testes sorologicos, o uso de
qualquer teste laboratorial Uinico ndo tem sido eficaz e aumenta o potencial de erros de
diagnostico (GHARBI et al., 2015; SOLANO-GALLEGO et al, 2011; VULPIANI et al, 2011,
PAPADOGIANNAKIS e KOUTINAS, 2015). Isso reforca a necessidade de se fazer uso de
mais testes com intuito de fazer o diagnostico correto da doenga.

Quanto a leitura de laminas prévias a cultura, verificou-se presenca de formas
amastigotas de Leishmania spp em 26,52% das laminas de Medula e 18,18% das laminas de
Pele de Orelha (PO) (Figura 29) (Tabela 4 e 5), sendo que na maioria destas laminas ndo foi

encontrado formas amastigotas.
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Figura 29 - Representacido Grafica da frequéncia dos 132 cies avaliados e classificados
em grupo de cdes com limina de Medula (LM) e lamina de Pele de Orelha
(LPO) com presenca de formas amastigotas de Leishmania spp (Positivas) e
cies com limina de Medula e limina de Pele de Orelha (PO) sem

visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania spp (Negativas)

Bm 26.52% Lamina Medula (+) mm 18.18% Lamina POE (+)
[J 73.48% Lamina Medula (-) 3 81.82% Lamina POE (-)

Total=132 Total=132

FURTADO, VIOL e BABO-TERRA (2011) concluiram em seus estudos que as
Laminas de imprint com fragmentos de orelha (LPO) apresentam menor positividade quanto a
presenca de formas amastigotas do que laminas com esfregaco de sangue de medula. A LVC
¢ caracterizada por diversas manifestacdes clinicas (HONSE 2014; SOLANO-GALLEGO et
al., 2011). Emagrecimento, linfadenopatia, lesdes cutdneas e mucosas hipocoradas foram os
achados mais frequentes observados neste estudo. A presenca de mucosas hipocoradas em
cdes com anemia tem sido comumente observada nos cdes naturalmente infectados por L. (L.)
chagasi (ARAUJO, COSTA e RISSO 2018; FEITOSA et al 2000; OLIVEIRA et al 2010;
REIS et al 2006). Nesse estudo foi verificado um grande nimero de laminas de Pele de Orelha
(LPO) com auséncia de amastigotas. E possivel que essa auséncia de amastigotas esteja
diretamente relacionada com a presenga de anemia nos caes avaliados neste estudo, que leva a

uma diminuic¢ao do fluxo sanguineo nos tecidos.
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Figura 30 - Representacido Grafica da frequéncia dos 132 cies avaliados e classificados

em grupo de cies sintomaticos com lamina de Medula Positiva e Negativa e

cdes assintomaticos com limina de Medula Positiva e Negativa para

Leishmania spp.
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Quanto a positividade das LM, este estudo mostrou que uma pequena quantidade

de cdes com LM positiva apresentou sinais clinicos da doenga e que poucos caes

assintomaticos apresentaram LM positiva (Figura 30) (Tabela 4 e 5). Além disso, uma

pequena quantidade de cdes com Lamina de PO positiva apresentavam sinais clinicos da

doenga e que poucos cdes assintomaticos apresentaram Lamina de PO positiva (Figura 31)

(Tabela 4 e 5).

Figura 31 - Representacio Grafica da frequéncia dos 132 cies avaliados e classificados

em grupo de ciies sintomaticos com limina de Pele de Orelha Positiva e

Negativa e cies assintomaticos com limina de Pele de Orelha Positiva e

Negativa para Leishmania spp.
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De acordo com Brasil (2006) a citologia tem pouca especificidade em caes
assintomaticos, sendo a sensibilidade inferior a 30% (FERRER 1999), além do fato de caes
assintomaticos terem baixo rendimento das formas amastigotas (MYKOLANIS et al 2005). A
baixa densidade parasitaria pode resultar em falso-negativos na citologia, ou mesmo dificultar
a identificagdo morfologica (GOMES et al 2008), aliado ao fato dos parasitos ndo estarem
dispostos de forma homogénea no mesmo tecido (FERRER et al 1988).

Diferentemente do nosso estudo Chagas e colaboradores 2021 realizou um estudo
da carga parasitaria de varios tecidos associado a presenca ou nao de sinais clinicos e
verificou que na quantificagdo da carga parasitaria, a pele € o tecido que apresenta maior
positividade especialmente em animais sintomaticos. Essa divergéncia de resultados com
nosso trabalho pode estar relacionada com alguns fatores como confec¢@o das laminas, coleta
de material em pele integra que ndo apresentava lesdes dermatologicas e na variabilidade da

carga parasitaria entre caes com sinais clinicos e cdes sem sinais clinicos.

Tabela 6 - Diagndstico comparativo com percentual de animais com sinais clinicos

presentes ou ausentes nos testes sorolégicos e parasitologicos.

Diagnéstico
Sinais Soroldgico Parasitolégico
Clinicos DPP SNAP Lamina MO Lamina PO Cultura
+ - + - + 2 * ; *

(100%) (0%) (91,67%) (8,33%) (26,52%) (73,48%) (18,18%) (81,82%) (34,85%) (65,15%)
Presente 78,03% 0% 73,49% 3,79% 21,18% 5598%  3,79%  62,88% 29,49%  42,57%

Ausente 2196% 0% 18,18% 454% 534% 1750% 1439% 1894%  536%  22,58%

5.4 — Diagnostico Molecular

Ao se avaliar os resultados de PCR e RFLP observou-se que dos 132 animais
avaliados, 56 amostras apresentaram resultado positivo para PCR (42,42%) e 76 amostras
apresentaram resultado negativo (57,58%) (Figura 32, 33, 34) (Tabela 5) e 69 amostras
apresentaram resultado positivo para RFLP (identificacdo da espécie de Leishmania sp),

sendo 56 amostras de sangue de medula (81,16%) e 13 amostras de macerado de cultura
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positiva (18,84%) que tiveram resultado negativo na PCR (Figura 35, 36, 38, 39) (Tabela 4 ¢
5). A espécie de Leishmania infantum (Figura 35) foi a unica espécie encontrada nas amostras
analisadas. Os resultados do presente estudo sugerem que as metodologias baseadas em
PCR/RFLP para o diagnostico de LVC sdo confiaveis, pois sdo altamente sensiveis e
reprodutiveis e envolvem um tempo de procedimento relativamente curto. Eles representam
ferramentas uteis na vigilancia epidemioldgica em éareas endémicas de LVC, onde os animais

apresentam diferentes formas clinicas da doenca.

Figura 32 - Representacio grafica do percentual de 132 cies avaliados que tiveram

resultados positivo e negativo para o Teste de PCR.

W 42.42% PCR (+)
[157.58% PCR (-)

Total=132
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Figura 33 — Foto resultado Teste PCR Amostras 1 a 67

10 1112 13 1415 16 17 18 PM34 3536 3738 3940 41 42 4344 45 46 47 48 49 50 51 52

53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67

PM 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
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PM: Peso Molecular
CP: Controle Positivo

Figura 34 — Foto resultado Teste PCR Amostras 68 a 132
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Figura 35 - Representacio grafica do percentual de 132 cies avaliados que tiveram

resultado positivo para L. infantum (RFLP)

W 52.27% RFLP (+)
047.73% RFLP (-)

Total=132

Figura 36 - Representacio grafica do percentual de 69 cies avaliados que tiveram

resultados positivo para L. infantum (RFLP) considerando o tipo de amostra.

W 31,16% indentificagao do L. infantum por RFLP
em amostra de sangue e medula

018,84% indentificacao do L. infantum por RFLP
em amostra de sangue e medula

Total=69
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Figura 37 — PCR controles positivos e RFLP controles positivos para as espécies de L.

amazonensis, L. braziliensis, L. infantum, L. guyanensis (Fotos)
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Figura 38 — Fotos resultado Teste RFLP Amostras positivas no PCR de medula dssea
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Figura 39 — Fotos resultado Teste RFLP (Amostras Sangue de Medula e Cultura)
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No resultado final, 88 caes (66,67%) deste estudo tiveram o diagnostico
confirmado com positividade no RFLP (69) e 19 laminas positivas para formas amastigotas
no teste parasitologico de Lamina (Figura 40) (Tabela 5).

Figura 40 - Representacio grafica do percentual de 132 cies avaliados que, no resultado

final, tiveram diagnéstico positivo para Leishmaniose Visceral.

B33,33% Resultado final (-)
066,67% Resultado final (+)

Total=132
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Tabela 7 — Positividade nos testes diagnosticos soroldogico SNAP, parasitologicos

(Cultura e Laminas) e moleculares PCR e RFLP.

Métodos diagndsticos positivos N° animais Percentual
SNAP 121 91,67%
Cultura 46 34,85%
Laminas PO 24 18,18%
Lamina Medula 35 26,52%
PCR 56 42,42%
RFLP (56 Medula e 13 Cultura) 69 52,27%
Identificacio L. infantum

Positividade em pelo menos um dos testes | 88 66,67%
com identificacdo de L. infantum

Assim como QUARESMA et al. 2009, este estudo demonstrou que o PCR ¢
importante na detec¢do de Leishmania sp em amostras clinicas derivadas de caes
naturalmente infectados, e que o PCR-RFLP representou uma importante contribui¢do
mostrando que possivelmente os cdes da Macrorregido de Teofilo Otoni estdo envolvidos
somente na cadeia epidemioldgica de transmissdo da Leishmaniose Visceral. ALVES SOUZA
e colaboradores, num estudo semelhante em 2019 também verificou a importancia da
identificagdo da espécie para o diagnostico adequado e para o entendimento epidemiologico e
direcionamento de medidas de controle para as Leishmanioses. O diagndstico etioldgico
(identificagdo da espécie) se torna essencial, uma vez que as medidas de controle e o
tratamento sdo diferenciados para cada espécie (BRASILEISH 2018; DANTAS TORRES
2009; RIBEIRO et al, 2013).

QUINELL e colaboradores (2001) demonstraram, num estudo longitudinal em
cades naturalmente infectados, que a sensibilidade da PCR era mais elevada logo apos a
infeccdo e que posteriormente, declinou a metade. Possivelmente essa seja a explicagdo para o
resultado negativo para PCR em amostras que apresentaram resultado positivo em outros
métodos diagndstico.

A PCR ¢ muito util para a vigilancia epidemioldgica de areas onde casos de LVC
ainda ndo tenham sido descritos e onde estratégias de controle podem ser implantadas para

limitar a disseminag¢do da doenga (HAAS e TORRES 2016). Apesar de todo o avango nas
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ferramentas diagnosticas, ainda ¢ um grande desafio estabelecer um diagnoéstico preciso para a

LVC (NUNES et al, 2015).

6.0 —- CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que, o diagnodstico de Leishmaniose requer o uso de
varios testes diagndsticos e que o PCR, por sua elevada acuricia, pode e deve ser usado para a
deteccao de Leishmania sp em amostras clinicas derivadas de caes naturalmente infectados,
sendo que o PCR-RFLP representa uma importante ferramenta, pois a identificacdo de
espécies favorece, assim, a verificagdo da presenca ou ndo de outras espécies de Leishmania
spp ¢ sua correlacdo com a LVH e LTA.

O diagnoéstico da LVC ainda enfrenta sérios desafios. Considerando a falta de
dados epidemioldgicos regionais e locais sobre a leishmaniose e a necessidade de controle da
expansao da doenga, principalmente por meio do diagnostico em seu principal reservatorio, o
cdo, a deteccao precoce de caes infectados € essencial para o direcionamento ¢ melhoria das
acOes estratégicas no controle tanto da LVC como na LVH na Macrorregido de Teofilo Otoni,

MG.
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ANEXO 2
Termo de Consentimento

Titulo do Projeto: Estudo Epidemiolégico da Leishmaniose Visceral Canina (LCV) na
Macrorregido de Teofilo Otoni — MG — Brasil: Diagnoéstico, Prevaléncia Canina e
identificacao da espécie de Leishmania sp.

Nome do Pesquisador Principal: Lidia Roedel Hinkelmann Berbert

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.

Orientador: Alessandra de Paula Carli

Coorientadora: Caio César Caio de Souza Alves

Objetivos do Estudo:

O Objetivo desse estudo ¢ fazer diagndstico para Leishmania sp em caes (Canis familiaris)
com ou sem sintomatologia clinica que forem avaliados na Clinica Veterinaria Sdo Francisco
em Teofilo Otoni, MG, na casa do proprietario quando se fizer necessario ¢ no Canil
Municipal da Prefeitura Municipal de Teofilo Otoni, MG com intuito de estudar a prevaléncia
e identificagdo das espécies de Leishmania na macrorregiao de Teo6filo Otoni, MG, Brasil. O
cdo ¢ considerado o reservatorio doméstico da LV, sendo também aventada a hipdtese de ser
uma importante fonte de infec¢do de LT. Esse estudo se torna muito importante para o
estabelecimento de medidas eficientes de diagndstico e controle, ja que a qualificagdo e a
quantificagdo parasitaria em diferentes amostras clinicas nos cdes pode ser util na indicagao
da participacdo do mesmo como fonte de infeccdo. Este estudo podera estabelecer critérios e
cuidados necessarios com os caes, que podem diminuir o avanco da LT e LV em humanos e
esclarecer a real importancia dos caes no ciclo de transmissao da doenga.

Procedimentos a serem realizados com o animal:

Atendimento com avaliacao clinica do animal na Clinica Veterinaria Sao Francisco, ou no
Canil Municipal da Prefeitura Municipal de Tedfilo Otoni, MG;

Procedimento de diagnéstico de triagem com Teste de DPP Biomanguinhos e SNAP IDEX
ELISA;

Em caso de um dos exames de triagem darem positivo serd realizada coleta de pele de Orelha
Esquerda com prévia assepsia e anestesia no local. Essa coleta serd realizada com Punch
descartavel 5 mm e em seguida serd realizada a impressdo por aposi¢do (Imprint) do
fragmento de pele em lamina e fixagdo com metanol para posterior coloragdo por Panotico
Rapido. O fragmento de pele e a lamina com Imprint sera enviada para a FIOCRUZ BH para
realizagdo de leitura parasitologica da lamina e realizacdo de PCR do fragmento de pele.

Sera realizada a coleta de sangue de medula 6ssea no osso Esterno com prévia tricotomia,
higienizacao e assepsia do local com alcool 92%, anestesia local com Lidocaina e pun¢do com
agulha descartavel 40 x 12 e seringa descartavel de 10 ml. Esfregago em lamina do sangue de
medula, fixagdo com metanol e posterior coloracao por Panotico Rapido e PCR do sangue de
medula para diagnostico e identificagdo da Leishmania em questao.

O numero de atendimentos pode variar de acordo com a necessidade de cada animal. Os
procedimentos de coleta de materiais poderdo ser feitos na casa do proprietario, mas
preferencialmente serdo realizadas na clinica. Nos animais do canil a coleta serd realizada no
proprio Canil Municipal da Prefeitura Municipal de Teéfilo Otoni, MG.

Potenciais riscos para os animais: Nenhum. Haverd somente o desconforto causado no
momento dos procedimentos para coleta de material.
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Cronograma: Coleta de Material no periodo de agosto/2019 a fevereiro de 2020.

Previsdo de Amostragem: 130 animais

Beneficios: Possibilitar o controle da Leishmaniose Humana e Canina através do Diagndstico,
prevaléncia de Leishmania sp em caes e identificacdo da espécie na Macrorregido de Teoéfilo
Otoni, MG.

O proprietario sera devidamente esclarecido sobre o objetivo, procedimentos que serao
realizados em seu animal e os beneficios deste estudo para o controle da Leishmaniose
Visceral em humanos e caes.

Sua autorizacdo para a inclusdao do seu animal nesse estudo ¢ voluntaria. Seu animal podera
ser retirado do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a ele.

A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada.

Os membros da CEUA ou as autoridades regulatorias poderdao solicitar suas informagdes, €
nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspegdes regulares.

O Meédico Veterinario responsavel pelo seu animal serd a Dra Lidia Roedel Hinkelmann
Berbert, inscrita no CRMV-MG sob o n° 3104. Além do Médico Veterinario responsavel, a
equipe do pesquisador principal Prof. Dra Alessandra de Paula Carli também se
responsabilizara pelo bem-estar do seu animal durante todo o estudo e ao final dele. Quando
for necessario, durante ou apos o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato com o
pesquisador principal ou com a sua equipe pelos contatos: alessandrapcarli@hotmail.com ou
caio.alves@ufvim.edu.br (Coorientador)

Tel. de emergéncia: 33-98834-6162

Equipe: Clinica Veterinaria Sdo Francisco

Enderego: Rua Mério Campos N° 96 — Centro — Teo6filo Otoni — MG - Brasil

Telefone: 33-3522-1104/33-98824-8581



mailto:alessandrapcarli@hotmail.com
mailto:caio.alves@ufvjm.edu.br

103

ANEXO 3

Declaracao de Consentimento

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus
riscos e beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado
que posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de
Consentimento, declaro que autorizo a participagdo do(s) meu(s) animal(is) identificado(s) a
seguir, neste projeto de pesquisa. Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma
ficar4d comigo e outra com o pesquisador.

Identificacdo do Animal

Nome do animal: Numero do Animal:
Espécie: Canina Idade/Nasc: Raga:

Tedfilo Otoni — MG, Atendimento em:

Nome do Responsavel/Tutor:

Endereco:

RG: CPF:

Assinatura Responsavel/Tutor

Nome do Pesquisador Responsavel: Lidia Roedel Hinkelmann Berbert
Endereco: Rua Mario Campos N° 96 — Centro — Teofilo Otoni — MG
RG: MG 1526266 PCMG  CPF: 349.115.706-44

Assinatura Pesquisador Responsavel
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ANEXO 4

Ficha Epidemiologica - Questionario para Pesquisa Mestrado UFVJM - Leishmaniose

1 — Nome do Proprietario

Endereco: Fone (s):

2 — Nome do Animal: Idade:

Espécie: Raga:

Sexo: () Masculino ( ) Feminino Pelagem: Curta( ) Longa( )

J& apresentou alguma doencga anteriormente? ( ) Sim ( )Nado  Qual?

Com diagnostico confirmado? () Sim () Nao Qual foi o tratamento?

Jé& foi vacinado? ( ) Sim ( ) Nao Contra quais doencas? Quais Vacinas? ( ) Polivalente
( )Raiva ( ) Leishtec ( ) Giardia ( )Pneumodog ( ) Bronchiguard ( )

Outras

Faz uso de algum medicamento? ( ) Sim ( )Nao  Qual?

Faz uso de Alopurinol? ( ) Sim ( ) Nao

J& fez tratamento com Milteforan? ( ) Sim ( ) Nao Quantas vezes (ciclos de 28 dias)?

Usa Coleira para prevenir contra Leishmaniose? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim, qual a marca (nome)? ( ) Scalibour ( ) Levree ( ) Seresto

Troca a coleira dentro do tempo previsto pelo fabricante?

O animal vive em que local da casa? Apto( ) Casa( ) Dentrodecasa( ) No quintal
( ) NaFazenda( )

O animal viaja com frequéncia? ( ) Sim ( ) Nao Para Onde? Fazenda ( )
Praia( ) Outros ( )

Veterinario Responséavel pela coleta de material:

Testes Realizados: DPP Biomanguinhos ( ) Snap Idex ELISA ( )

ELISA TECSA ( ) RIFITECSA ( ) Fragmento de Ferida(s) ( ) Sim Quantos?
Fragmento de Pele (OE) ( )  Imprint Pele ( ) Punc¢do de Medula ( )

Esfregaco de sangue de Medula ( ) Sintomatologia - Sim ( ) Nao( )

Meédico Veterinario Responsavel pela coleta - Carimbo



ANEXO 5

Manifestacoes Clinicas

DPP

SNAP

Prognostico

Nome:

| Nimero:

Nenhuma sintomatologia Clinica que possa levantar qualquer

Sindrome nefrética/doenca renal grave

Cdes Assintomaticos - Bom
suspeita da doenga
Linfoadenomegalia isolada

. i Bom a

Sintomaticos Leves R d
Dermatite isolada e discreta eservado

Lesdes cutdneas difusas ou Simétricas
Dermatite esfoliativa
Onicogrifose
Hiperqueratose (focinho e coxins
5 o perq ( ) Reservado
Sintomaticos moderados = - .. . .
Ulceracdes (plano nasal, coxins, proeminéncias 6sseas, juncdes a Ruim
mucocutineas)
Linfoadenomegalia generalizada
Perda de Apetite
Perda de peso
. L Lesdes relacionadas a deposicdes de imunocomplexos (Uveite, Reservado
Sintomaticos Graves z :
Ulceras profundas em pontas de orelha, Glomerulonefrite) a Ruim
Tromboembolismo pulmonar
Sintomdticos muito graves Ruim

105
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ANEXO 6

DECRETO N° 51.838, DE 14 DE MARCO DE 1963

Baixa Normas Técnicas Especiais para o Combate as Leishmanioses.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA, usando da atribuicao que lhe confere o art. 87, item I, da
Constituicao, resolve baixar as seguintes Normas Técnicas Especiais para o Combate as
Leishmanioses no Pais, de acordo com os artigos 26 ¢ 131 do Decreto n°® 49.974-A de 21 de
janeiro de 1961 e obedecido o dispositivo do artigo 8° do mesmo Decreto:

Art. 1° O combate as leishmanioses tem por objetivo a interrup¢do da transmissdo da
doenga do animal a0 homem, ¢ ou inter-humana.

Art. 2° Ao Departamento Nacional de Endemias Rurais compete a execugao das medidas
profilaticas necessarias a obtencao do que estabelece o art. 1°.

Art. 3° O Departamento Nacional de Endemias Rurais executard as seguintes medidas
profilaticas:

a) investiga¢do epidemiologica;

b) inquéritos extensivos para descoberta de caes infectados;

¢) eliminac¢do dos animais domésticos doentes;

d) campanhas sistematicas contra os flibotomos nas areas endémicas;

e) tratamento dos casos humanos.

Art. 4° O Instituto Nacional de Endemias Rurais realizard isoladamente, ou em conjunto
com outros 0rgdos de pesquisas, as seguintes atividades:

a) inquéritos para a descoberta de animais reservatorios;

b) investigagdo das espécies transmissoras, sua bionomia e distribuicao geografica.

Art. 5° A educacdo sanitéria seré realizada com objetivo de esclarecer a populacdo sdbre a
importancia do cdo na epidemiologia da doenga, ressaltando a necessidade da eliminagdo do
animal doente.

Art. 6° De acordo com a lei, ¢ compulsoria a notificacio a autoridade sanitaria da
ocorréncia de casos de Leishmaniose, positivos ou suspeitos.

Art. 7° Para o cumprimento do que estabelece os Artigos 3° e 4°, as autoridades sanitarias e
seus auxiliares terdo livre ingresso em todos os locais que forem julgados de interésse para o
combate 4 doenga.

Art. 8° Nas areas endémicas sera obrigatdrio o exame dos caes, visando manter o controle
da zoonose na populagio acima.

Art. 9° Os caes encontrados doentes deverdo ser sacrificados, evitando-se, porém, a
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crueldade.

Art. 10. O Departamento Nacional de Endemias Rurais elaborard as instrugdes de servigo
necessarias ao cumprimento destas normas.

Art. 11. Ficam revogados os artigos de nimeros 1.572 a 1.575 do Decreto n° 16.300 de 31
de dezembro de 1923.

Brasilia, D.F., 14 de marco de 1963; 142° da Independéncia e 75° da Republica.

JOAO GOULART
Paulo Pinheiro Chagas
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LEISHMAN/OSE
VISCERAL
CANINA

O que é, quais sdo os sintomas e como
proceder?
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2 leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sdo os sintomas e como proceder?
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Leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

\

Prefdcio

A leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por
parasitos do género Leishmania sp. e transmitida
através da picada do mosquito-palha, também
conhecido como birigui. Porém, o mosquito sé transmite
a Leishmania sp. se estiver infectado, ou seja, se antes
houver picado um animal j& infectado.

Os principais reservatérios sdo os animais silvestres, no
entanto o cdo doméstico também pode servir como
hospedeiro, e tem se tornado um importante
reservatorio do parasita principalmente em dreas
urbanas.

A leishmaniose é uma doenca com alta prevaléncia em
regides de clima tropical, que ¢é um clima
alternadamente Umido e seco, tornando-se presente em
todos os estados brasileiros, inclusive em Minas Gerais.
Concordando com este cendrio, Tedfilo Otoni apresenta
um alto numero de casos de leishmaniose, tanto canina
qguanto humana.

Tendo em vista esta alta prevaléncia de casos e o alto
impacto desta patologia no bem estar social, esta
cartilha tem como objetivo orientd-lo (a), fornecendo
informacdes e dicas sobre a Leishmaniose.

LY O Qap Ly

.
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4 leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

\

. UFVIM
Introducado

A leishmaniose ¢ uma doenca que apresenta diferentes
formas clinicas, dependendo da espécie do parasita, e
pode ser dividida em Leishmaniose Tegumentar (LT) e
Leishmaniose Visceral (LV). As principais espécies
encontradas no Brasil s&do a L. donovani e L. infantum.
A Leishmaniose Visceral, também conhecida como
calazar, ¢ uma doenca infecciosa sistémica grave e
zoonotica, ou seja, uma doenca transmitida entre
animais vertebrados e seres humanos. A transmissd@o
acontece através da picada do flebétomo Lutzomyia
longipalpis infectado, conhecido popularmente como
mosquito-palha.

A espécie L. infantum causa Leishmaniose Visceral tanto
em humanos quanto em cdes, sendo a principal espécie
causadora da Leishmaniose Visceral Canina.

O entendimento sobre o que é a Leishmaniose é muito
importante, pois nosso pais apresenta quadros graves
de epidemias e endemias. Considerando a transmissdo
dessa doenca entre animais e seres humanos, o controle
de infecgcdes nos reservatorios é vital para restringir a
transmiss&o da leishmaniose visceral para humanos.

Qo V) YL V)
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o cdo
doméstico é o principal reservatorio para a doenca
humana. O Brasil registrou recentemente um grande
aumento no numero de casos humanos e caninos de
Leishmaniose Visceral, sendo Minas Gerais um dos
estados com maiores indices de notificacdo.

Pode-se observar, no mapa abaixo do municipio de
Teofilo Otoni - MG, a relagdo entre o maior numero de
diagnosticos de Leishmaniose Visceral em humanos nas
regides de maior numero de casos de Leishmaniose
Visceral Canina, o que evidencia a importdncia do
conhecimento e prevencdo da doenca nos cdes.

5  Leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

Fonte Eloborocoo proprlo 2020
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Sintomas UFVIM

A infeccdo em cdes por espécies de Leishmania é
clinicamente semelhante & infeccdo humana, embora no
cdo, além do acometimento das visceras, s@o
frequentemente encontradas lesbes de pele nos animais
infectados e sintomaticos.

Sintomas nos cdes:
Os cées, quando infectados, podem ficar assintomdticos
ou podem apresentar sintomas cldssicos:
e Emagrecimento
e | esdes e descamacdo no pelo
e Aumento das unhas,
e Aumento do figado e do baco,
e Aumento dos linfonodos,
e Queda dos pelos,
e Dermatites,
e Inflamacdo dos olhos,
e Edema de patas,
¢ Perda de pesos e
e Eventualmente vémitos.

O periodo de incubac¢&o no cdo varia de 3 meses a varios
anos, com média de 3 a 7 meses.

N VN WML, N
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T Leishmaniose Visceral Canina: O que é, quais sao os sintomas e como proceder?

Sintomas nos humanos:
Os sintomas em humanos se assemelham aos sintomas
nos cdes. Os principais sintomas em humanos sdo:
e Febre intermitente, por semanas;
e Fraqueza;
e Perda de apetite
e Emagrecimento;
e Anemia:
e Palidez;
e Aumento do baco e do figado;
e Problemas respiratoérios,
e Diarreia.

Periodo de incubacdo no homem ¢ de 10 dias a 24
meses, com meédia entre 2 e 6 meses.
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8  Leishmaniose Visceral Canina: 0 que é, quais sao os sintomas e como proceder?

Como é feita a transmissdo?

O cdo picado pelo
mosquito contaminado
adquire leishmaniose e

/ » vira um reservatorio da

doenca

Mosquito ndo
K_/comominodo Qo picar o
cdo se contamina

O mesmo mosquito que contraiu
do animal transmite para o

Mosquito contamindo

pica o cdo

homem Fonte: Elaboracdo prépria, 2021

o Y 4 < P M Y IR ¢ a0
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9  leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

Como prevenir a doenca?

As principais a¢cdes para prevenir a Leishmaniose sdo as
de controle do mosquito.

Dentre elas, algumas formas de evitar a picada do
mosquito ao animal sdo:

e Uso de coleira anti leishmaniose para repelir o inseto
com deltametrina 4% (de acordo com o fabricante
pode ser substituido). No caso de cdes alérgicos &
coleira, uso de inseticidas de aplicacdo tépica & base
de permetrinag;

e Limpeza e retirada de matéria orgénica do ambiente
para evitar os insetos;

e Usar inseticidas nos ambientes que o animal mais
permanece, d base de deltametrina e cipermetring;

e Usar plantas, como a citronela, para repelir os
insetos;

e Evitar passeios ao final da tarde e noite, pois sdo
hordrios de maior atividade dos flebotomineos;

e Procurar manter os cdes em ambiente telado.

VL VL WL, N
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10 Leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

Como é feito o diagndstico?

O diagndstico é realizado por meio da histdria clinica e
de testes.

Testes para diagnoéstico de leishmaniose:

e Testes sorologicos;

e Teste parasitoldgico, considerado o padrdo-ouro -
visualizacdo do parasita por meio de microscopia
oOptica ou de uma cultura de nédulo linfatico, baco ou
aspirados de medula dssea e€;

e Testes moleculares (PCR).

\3’ \3’ \3’
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Tratamento x Cura UFVIM

11 Leishmaniose Visceral Canina: 0 que €, quais sao os sintomas e como proceder?

A LVC ndo tem cura, mas tem tratamento.

Por meio de medicamentos & possivel reduzir a carga
parasitdria, eliminar os sinais clinicos e potencializar o
desenvolvimento de uma forte resposta celular, capaz de
controlar a infecc¢do.

Mesmo realizando o tratamento, todos 0os animais devem
utilizar inseticidas topicos com propriedade repelente a
fim de minimizar o risco de transmissdo!

\3’ \3’ \3’
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12 Leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

Mitos e Verdades

"O cdo transmite a leishmaniose?" Mito!
O agente vetor, ou seja, quem transmite a leishmaniose é o
mosquito-palha.

"Avacina impede a infecgcdo?" Mito!

Vacina n&o impede infecc@o, ela tem ac8o contra o
protozodrio Leishmania, caso o cdo seja picado por um
mosquito palha infectado.

"Eutdanasia em cdes é a solucdo?"

Pode ser feito o tratamento e os métodos de prevencdo, de
forma a reduzir a carga parasitdria do animal e evitar a
disseminacdo da doenca.

"Existe cura nos cdes?" Mito!

Até o momento, ndo existe comprovacdo de cura para essa
doenca. As medicacdes disponiveis apenas diminuem o
numero de parasitas circulantes no organismo do animal.
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13 Leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

\

Mitos e Verdades UFVIM

"S6 quem vive em regibes endémicas deve se
preocupar com a doeng¢a?" Mito!

A transmissdo da leishmaniose visceral canina j& foi
confirmada em 25 das 27 estados do Brasil.NGo morar em
uma regido endémica nd&o significa estar fora de risco,
afinal, viagens para dreas endémicas, a chegada de
pessoas provenientes de dreas endémicas, entre outras
situacdes podem promover migracdo dos parasitos para as
mais diversas regides. Por isso, a prevencdo €& sempre
indicada.

"A protecdo do animal vacinado é baixa?" Mito!
A protecdo do c&o vacinado é em torno de 92 a 96%.

"A vacina causa reacdo?" Mito!
A reacdo & vacina é individual e varia de céo para céo.

"E necessario fazer um teste sorolégico antes de

vacinar?" Verdade!
Somente animais negativos devem ser vacinados.

VL VL WL, N
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14 Leishmaniose Visceral Canina: O que €, quais sao os sintomas e como proceder?

Mitos e Verdades UFVIM
"A vacina pode ser tomada apenas uma vez?"
Mito!

Apds as primeiras doses, deve ser feita a revacina¢do anual
do cdo.

"A vacina torna a sorologia do cdo positiva?" Mito!
A vacina tem como func¢cdo promover a geracdo de resposta
imunoldgica e consequente protecdo ao animal, e ndo
infecta nem torna a sorologia do animal positiva apds a
vacinacdo, uma vez que apenas induz a producdo de
anticorpos anti-A2 (ndo detectado nas sorologias
convencionais disponiveis para o diagnostico da
enfermidade).

Organiza¢do e revisdo: Lidia Roedel Hinkelmann Berbert
Autores: Alicia Caroline Cardoso Ferreira

Deise Dutra Soares

Julia de Souza Brasil da Silva

Raissa Lisboa Ramos
Projeto grafico: Julia de Souza Brasil da Silva
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