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RESUMO

A leishmaniose visceral canina é um grave problema de satide publica. A doenga se
desenvolve em uma dindmica complexa que relaciona fatores ambientais, bioldgicos e
ecolégicos que permitem a interacdo entre o parasita, o vetor e o hospedeiro além de
fatores socioecondmicos. Objetivou-se realizar um estudo epidemioldgico, espacial,
molecular e sorolégico de Leishmania infantum em cies domésticos no municipio de
Beldgua, Maranhdo. Foram coletadas 205 amostras de sangue de caes, aplicados
questiondrios aos proprietdrios, para obtencdo de dados epidemioldgicos e fatores de risco
da zoonose na regido, e obtidas as coordenadas geogréficas dos pontos de coleta das
amostras para realizacdo do mapa de risco da doenca no municipio. Para o diagndstico
sorolégico da infeccao pior Leishmania infantum as amostras foram submetidas a Reagao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), e o DNA extraido para a realizacdo da reacdo em
cadeia da polimerase convencional (PCR), para a investigacdo molecular. Do total de
amostras coletadas, 122 (59,51%) foram soropositivos para Leishmania infantum na RIFI,
com titulos variando de 80 a 1.280 e um cdo apresentou-se positivo no teste de PCR,
sendo também sororeagente na RIFI. Na avaliacdo clinica foi observado que dos caes
soropositivos 112 (91,80%) eram sintomaticos e 10 (5,46%) assintomadticos. Na andlise
espacial, o estimador de densidade Kernel permitiu determinar o local de maior risco para
a ocorréncia da doenga, sendo que as dreas com maior concentragdo de casos estao nos
bairros com grande numero de habitacdes precdrias e falta de saneamento bdsico.
Constatou-se que hd associacdo estatisticamente significativa (p<0,05) para a varidvel de
matéria organica no ambiente. Este é o primeiro relato da ocorréncia de L. infantum em
cdes no municipio de Beldgua, pelos resultados obtidos, constatou-se que a leishmaniose
visceral canina estd presente no municipio, colocando em risco crescente a populagcdo

humana.

Palavras chaves: Diagnodstico, Leishmaniose visceral canina, Maranhdo.



ABSTRACT

Leishmaniosis is a great public health. The disease develops in a complex dynamics that
involves environmental, biological and ecological factors that allow the interaction
between the parasite, the vector and the host, besides socio economic factor. The objective
was to perform na epidemiological, spacial, molecular and serologial study of Leishmania
infantum in domestic dogs in the municipality of Beldgua, located in Maranhdo state. A
total of 205 blood samples were collected, questionnaires were applied to the owners in
order to obtain epidemiological data and risk factors of this zoonosis and geographic
coordinates of the site of samples collection to make a risk map of the disease. For
serological diagnosis the samples were submitted to the Indirect Imunifluorescence Test
(IFAT), and DNA was extracted to perform the Polimerase Chain Recation (PCR) for
molecular investigation. From the total of samples collected 122 (59.51%) were
seropositives for Leishmania infantum by IFAT, with titer varying from 80 to 1.280. One
dog was positive for IFAT and PCR. In the clinical evaluation it was observed that from
the seropositives dogs, 112 (91.80%) were symptomatic e 10 (5.46%) were
asymptomatic. In the special analysis, the Kernel density estimator allowed to determine
the local major risk for the disease occurrence being the areas of greater concentration of
cases were in the neighborhoods of greater number of precarious houses and with lack of
basic sanitation. The results demonstrated an association statistically significant ((p<0.05)
for the variable presence of organic matter in the environment. This is the first report of
L. infantum in dogs in the municipality of Beldgua and it is important since it could be an
increasing risk for human infection.

Keywords: Diagnosis, Canine visceral leishmaniasis, Maranhdo
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) € considerada uma zoonose parasitaria de
carater cronico, causada pelo protozodrio Leishmania infantum (Nicolle, 1908) (DIAS,
2018), transmitida principalmente pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Lutz;
Neiva, 1912) (OLIVEIRA et al., 2013) tendo o cdo (Canis familiaris) (Lineu, 1758) como
principal reservatdrio em areas urbanas (WERNECK, 2014), e hospedeiro vertebrado de
grande importancia na dissemina¢do da doenca, por apresentar maior susceptibilidade que

outros mamiferos, além de ser o mais préximo da populacao humana (MORAES, 2016).

Nas Américas, a leishmaniose é considerada grave problema de satide publica
devido a sua magnitude e complexidade clinica, biolégica e epidemioldgica, afetando
predominantemente a populacdo com menor condi¢do sécio-econdmica nos paises em

desenvolvimento (MAIA-ELKHOURY et al., 2016).

A leishmaniose visceral tem ampla distribuicio mundial e 97% dos casos no
continente americano ocorrem no Brasil, principalmente na Regido Nordeste (OPAS,
2020; DO NASCIMENTO, 2021), que tem os maiores indices da doenca sendo
considerada endémica com episddios de epidemia, em especial na zona urbana

(BATISTA et al., 2014).

No estado do Maranhio, a dispersao de leishmaniose visceral canina e humana
estd ocorrendo em associacdo com a degradacdo ambiental de 4reas silvestres devido a
urbanizagdo, arboriza¢do em quintais, acimulo de lixo, presenca de animais silvestres no
perimetro urbano e descontinuidade do servigo das medidas de controle de zoonoses, o
que consequentemente favorecem a ocorréncia de um aumento no nimero de criadouros
e a proliferacio de Lutzomyia longipalpis (REBELO et al., 1999; COSTA et al., 2015;
WERNECK; COUTO, 2018).

Essa expansdo vem ocorrendo no espago e tempo, com aumento do nimero de
municipios afetados e do niimero de casos e 6bitos (CARDIM, 2016; FONTOURA et al.,
2016). Dessa forma, o georreferenciamento em satde tornou-se uma ferramenta essencial
para a epidemiologia das doencas de impacto para a saide publica, a exemplo da
leishmaniose visceral (ARAI:IJO, 2017; DA PAIXAO SEVA, 2017). O uso de Sistemas
de Informacdo Geogréfica (SIG) e ferramentas de andlise espacial permitem analisar esse

processo, possibilitando a compreensao dos padrdes espaciais da distribui¢ido da doenga
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e identificacdo de 4reas com alto risco para ocorréncia de novos casos da doenga,
direcionando assim as a¢des e politicas publicas de saide (MAIA, 2014; CARDIM, 2016;
FONTOURA et al., 2016; ARAUJO, 2017).

Vale ressaltar a importancia do avanco nos estudos sobre a doenga, principalmente
nos municipios do Maranhao, pois o estado € classificado com transmissdo intensa, de
acordo com a estratificacdo referente ao periodo de 2017 a 2019 no Sistema de Agravos
de Notificagao - MS (SINAM) (BRASIL, 2021). Dessa forma, se faz necessarios estudos
que nos revele a real situacdo em alguns municipios maranhenses, onde trabalhos dessa
natureza sdo escassos, a exemplo do municipio de Beldgua, que apresenta baixo Indice
de Desenvolvimento Humano (IDH). Os dados disponiveis apontam que o municipio
passou de muito baixo (0,320) em 2000, a baixo (0,512) em 2010. Ressalta-se que o
municipio de Chapadinha, regido proxima a Beldgua possui uma alta prevaléncia para a
doenca e, no periodo de 2010-2019, tiveram 105 casos de leishmaniose visceral humana
confirmados notificados no Sistema de Agravos de Notificacao - MS (SINAM) (BRASIL,
2020), refor¢cando ainda mais a necessidade de conhecer a infec¢do e as condi¢des de

sanidade canina no municipio alvo do estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmaniose visceral

2.1.1 Epidemiologia

A leishmaniose visceral € uma doenca negligenciada (WHO, 2018), causada por
protozodrios do género Leishmania (Ross, 1903), que causam formas clinicas que afetam
a pele, as mucosas e as visceras, sendo transmitidas aos seres humanos e a animais por
meio de flebotomineos (STEVERDING, 2017; OPAS, 2019). Os cides domésticos sdo
considerados os principais reservatorios de L. infantum (BANETH et al., 2008; BRASIL,
20006).

A leishmaniose visceral € a forma clinica mais grave, estima-se que ocorram cerca
de 50.000 a 90.000 casos novos da doenga anualmente no mundo, dos quais, mais de 95%
estdo concentrados em dez paises: Bangladesh, Brasil, China, Etiopia, India, Quénia,
Nepal, Somélia, Sudao do Sul e Sudao (WHO, 2019), conforme mapa representado na

figura 1.

Fig 1. Distribuicao de casos de leishmaniose visceral no mundo.

Ll

_ & Numera de novos casos de IV relatados em 2018

B 1000

I 500 - 99
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[ =100 [ 5em eiadne
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Fonte: Modificado de WHO, 2019.

Nas Américas, a leishmaniose visceral humana € endémica em 12 paises, com

97% dos casos sendo reportados no Brasil, com aproximadamente, 4.200 a 6.300 casos
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por ano (OPAS, 2019; WHO, 2020), conforme ilustrado na figura 2. O nimero de cdes
infectados no Brasil, possui uma alta prevaléncia de infeccdo canina e estd associada a
um alto risco da doengca em humanos (BANETH et al., 2008; BRASIL, 2006; 2017;
MARCONDES et al., 2019).

A doenga esteve presente nas 5 regides brasileiras e em 25 das 27 unidades
federativas, no periodo de 2014 a 2018. Neste periodo, o Nordeste notificou o maior
nimero de casos (9.454), seguida das regides Sudeste (3.232), Norte (3.043), Centro
Oeste (1.042) e Sul (57). O estado com maior registro de caso no periodo de 2014 a 2018
foi o Maranhdo com 2.672 casos (BRASIL, 2020). O Maranhdo apresenta uma area
endémica para a leishmaniose visceral humana e canina, com registros de caso desde a

década de 80, com graves surtos j4 relatados (SILVA et al., 2009; SALES et al., 2017).

Fig 2. Mapa epidemioldgico de distribuicdo no Brasil da leishmaniose visceral,

divididos por Unidades Federativas (UFs) mostrando o status de endemicidade, no

Brasil, em 2018.
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Fonte: Modificado de BRASIL, 2020.
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De todos os animais identificados como reservatérios da leishmaniose visceral o
cdo, sob o ponto de vista epidemiolégico, € considerado o reservatério doméstico mais
importante, sendo um dos alvos do programa de controle da doenc¢a no Brasil (BANETH;

SOLANO-GALLEGO, 2012).

A prevaléncia de cdes infectados em areas endémicas no Brasil € alta, podendo
atingir até 60% da populacdo canina em algumas regides (PALTRINIERI et al., 2016).
Estima-se que 80% da populacdo canina infectada permanega assintomatica e, por isso, o
papel do cdo € primordial na manutencdo da endemia em &areas periurbanas (TORRES-

GUERRERO et al., 2017).

Esses animais servem de fonte de infec¢do para o vetor e, muitas vezes, deixam
de ser identificados numa populagdo devido a auséncia de sintomas, ou ainda, em fungdo
de resultados falso-negativos nos exames sorolégicos (BANETH et al., 2008), o que torna
os caes fontes importantes de infec¢do para contaminacio de vetores, mantendo o ciclo

da doenga no meio silvestre e no domiciliar (BRASIL, 2014).

Devido a grande quantidade de caes errantes nas cidades, a leishmaniose visceral
estd se tornando uma doenga urbanizada e consequentemente, aumenta sua disseminagao.
A vinda de animais silvestres para as cidades, muitas vezes ligado a destrui¢ao de habitats,
influencia na epidemiologia da doenca, devido esses animais serem reservatorios do

parasita (SALES et al., 2017).

Assim, essa enfermidade em franca expansao, tem ganhado destaque no cenario
nacional, apontando para a necessidade de novos estudos epidemiolégicos da doenca;
com elementos envolvidos no ciclo de transmissdo, tais como o0s determinantes
ambientais, sociais e técnicas de geoprocessamento, buscando conhecer as rotas das
espécies que circulam num determinado foco de transmissdo, e a relacdo parasito-

hospedeiro (ABRANTES et al., 2018).

2.1.2 Agente etiologico

A leishmaniose visceral € causada pelo protozodrio do género Leishmania, que
pertencente a ordem Kinetoplastida e da familia Trypanossomatidae (HONIBGERG,
1963; BRASIL, 2006). A ordem Kinetoplastida, apresentam uma regiao especializada da
mitocondria, que € Unica nos tripanossomatideos, denominada cinetoplasto (DEGRAVE

et al., 1994; SHAW, 2006; LEVINE et al.,1980).
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Ha4 relatos de pelo menos 30 espécies diferentes de Leishmania distribuidas pelo
Velho e Novo Mundo (LOPES et al., 2016). As espécies de importancia em sadde publica
estdo classificadas dentro dos subgéneros Viannia e Leishmania (AKHOUNDI et al.,

2017).

O complexo de importancia na infec¢do visceral é o complexo L. donovani,
complexo do subgénero L. (Leishmania), presente no continente asidtico, Leishmania
(Leishmania) infantum, presente na Europa e Africa e Leishmania (Leishmania) chagasi
nas Américas. A L. (L.) chagasi responsavel pela doenca nas Américas, considerada por

alguns autores espécie semelhante a L. (L.) infantum (BRASIL, 2006).

No Brasil, a leishmaniose visceral, tanto humana quanto canina, é causada pela
Leishmania infantum (Novo Mundo), recentemente diferenciada da Leishmania infantum
(Velho Mundo) através de estudos baseados em relacdes filogenéticas (MARCILI et al.,
2014; ESPINOSA et al., 2018; SILVA et al., 2019). L. infantum é um protozodrio que
compde um grupo de parasitos intracelulares obrigatérios do sistema fagocitico
mononuclear, possuindo formas promastigota (flagelo externo) e amastigota (flagelo
interno), que se localizam no tubo digestivo do inseto vetor e nos tecidos de mamiferos

vertebrados, respectivamente (BRASIL, 2014; SILVA, 2017).

Em 2005 foi proposta uma nova classificacdo de eucariotas unicelulares por Adl
e cols., revista pelos autores em 2012, atualizando a classificacdo anterior de Levine e
cols. (1980). Esta nova classificacdo foi elaborada por um comité de especialistas e
chancelada pela “International Society of Protistologists” incluindo, além de
protozoadrios, todos os eucariotas. A proposta de Adi e cols. € baseada na existéncia de
seis “supergrupos” de eucariotas: Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Archaeplastida,
Chromalveolata e Excavata, os quais representariam os grupamentos bdsicos tradicionais,
anteriormente denominados reinos. Neste novo modelo sdo abandonadas as categorias
tradicionalmente utilizadas, tais como classe, subclasse, superordem e ordem (NEVES,

2016).

Segundo esta nova classificagdo, ao citar uma determinada espécie de protozodrio,
o nome deve ser acompanhado por dois ou trés ranks superiores entre colchetes. No caso
da Leishmania infantum, o nome deve ser escrito como Leishmania infantum [Discoba:

Discicristata], que agora pertence ao supergrupo Excavata (ADI; COLS, 2012).
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2.1.3 Vetores, Transmissao e Reservatorios

No Brasil, duas espécies vetoras estdo relacionadas com a transmissdo de L.
infantum, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938), sendo a primeira
como principal transmissora; enquanto a segunda, encontrada apenas nos estados do Mato

Grosso e Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2014; 2019).

No entanto, um estudo na regido da grande Sao Paulo, onde casos caninos foram
relatados na auséncia de L. longipalpis, apresentaram evidéncias de Pintomyia
fischeri (Pinto, 1926) como potencial vetor desse parasita na regido (GALVIS-
OVALLOQS, et al., 2017). Além disso, a espécie Lutzomyia intermedia (Lutz; Neiva,
1912) foi recentemente identificada como vetor no litoral do municipio do Rio de Janeiro,
encontrando-se totalmente adaptada ao ambiente antropico (VIEIRA, 2019). Ainda, é
possivel que Lutzomyia migonei (Franga, 1920), também participe da transmissdao da

leishmaniose, devido a sua alta densidade em dreas com auséncia de L. longipalpis,

encontrada em Pernambuco (CARVALHO et al., 2007).

A espécie L. longipalpis, pertencente a ordem Diptera, e familia Psychodidae,
denominado de fleb6tomos (LEWIS, 1974). Os flebotomineos sdo popularmente
conhecidos no Brasil como asa branca, asa dura, birigui, freb6ti, cangalhinha, mosquito
palha, tatuquira entre outros (LIMA, 2014). Sdo insetos pequenos, com coloragdo
castanha clara e com presenca de cerdas. Este vetor apresenta muita adaptacdo em
ambientes modificados, sendo encontrado no intradomicilio e peridomicilio (LAINSON;

RANGEL, 2005).

As formas imaturas tém habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais ricos em
matéria orginica em decomposi¢do, baixa incidéncia de luz, especialmente de natureza
vegetal (AGUIAR et al., 2003; REGO, 2013). Além disso, o inseto possui uma atividade
crepuscular e noturna. Durante o dia, eles permanecem em repouso, em lugares
sombreados e imidos (BRASIL, 2014). O periodo de maior densidade populacional dos
vetores € observado logo ap0s a estacdao chuvosa (REGUERA et al., 2016).

Os machos alimentam-se de seiva e néctar de plantas, além de frutas maduras. Ja
as fémeas sdo hematdfagas, se alimentando de sangue diferentes tipos de hospedeiros
vertebrados para que elas possam fazer o processo de oviposi¢do, contudo apresentam a

capacidade de transmissdo da doenga aos hospedeiros (RANGEL; LAINSON, 2003).
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Durante a hematofagia o inseto libera saliva que apresenta diferentes substincias,
tais como anticoagulantes, antiagregantes plaquetdrios, imunossupressores €
vasodilatadores, que além de facilitarem a obtencdo de sangue, atuam combatendo
reacdes fisioldgicas do hospedeiro como os processos inflamatdrios e imunolégicos no
local da picada (RIBEIRO et al., 1995, KAMHAWTI, 2000; BATES, 2007).

Com o desenvolvimento urbano e a necessidade de desmatamento, os fleb6tomos
passaram a conviver em ambientes peri-urbanos e, consequentemente, encontraram
ambientes propicios para sua sobrevivéncia, uma vez que o actimulo de matéria organica
em dreas verdes urbanas, como pragas, parques e margens de cérregos oferecem
condi¢des ambientais para o seu desenvolvimento e proliferacdo. A elevacdo da
densidade vetorial propiciada pelas condi¢des citadas, caracteriza um potente fator de
risco para a transmissdo de leishmaniose visceral no meio urbano (REIS et al., 2017;
KUSCHNIR et. al., 2020). A infec¢do ocorre em dreas urbanas e rurais, 0 que representa
uma ameaca a saide animal e publica (LIMA et al., 2019).

Mesmo com a dispersdo dos flebotomineos para quase todas as regides do Brasil,
a auséncia do vetor em dreas onde existem casos de leishmaniose visceral sugere a
existéncia de outros modos de transmissao da enfermidade (DANTAS- TORRES, 2011).
Carrapatos e pulgas tém sido incriminados como possiveis vetores de L. infantum, sem
comprovacao de que de fato sejam, vetores competentes (COUTINHO; LINARDI, 2007;
FERREIRA et al., 2009; OTRANTO, 2009; DANTAS-TORRES, 2011; PAZ et al.,
2010).

Ja foi descrita também a ocorréncia de transmissdo venérea, transplacentdria e por
transfusdo sanguinea; entretanto, até o momento, estes ndo sdo mecanismos de
importancia epidemioldgica (FREITAS et al., 2006; SILVA et al., 2009; NAUCKE;
LORENTZ, 2012).

Os reservatdrios sdo essenciais para a manutengdo da doenga no ambiente. Na drea
urbana, o cdo € a principal fonte de infec¢do, representando fonte de infeccao para o vetor
e um elo na transmissao para o homem (BANETH, 2008; MIRO et al., 2008). Os gatos
devem ser incluidos nos estudos epidemioldgicos, pois apresentam potencial para ser um
reservatorio secundario. Alguns estudos na regido Nordeste ja relata a presenca de L.
infantum em gatos domésticos (BEZERRA et al., 2019), inclusive no estado do Maranhao

(ROCHA et al., 2019).
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No ambiente silvestre, o parasita é capaz de infectar xenartros (LAINSON et al.,
1989; DE ARAUIJO et al., 2013), hyraxes (TALMI-FRANK et al., 2010), roedores
(CALDART et al., 2017), marsupiais (BRASIL, 2014; MONTOYA et al., 2016;
BRASIL, 2019), quirépteros (LIMA et al., 2008; COSTA et al., 2015; REZENDE et al.,
2017), lagomorfos (MOLINA et al., 2012; TSOKANA et al.,, 2016), procionideos
(LAINSON et al., 1989; LAINSON, 2010), felinos (MAROLI et al., 2007; DAHROUG
et al, 2011) perissodactyla (AGUILAR et al., 1989; SOARES et al., 2013) e primatas
(LAINSON et al., 1989; MALTA et al., 2010). Determinar o papel preciso desempenhado

por cada host no ciclo de transmissao permanece um desafio.

2.1.4 Ciclo biolégico
O ciclo de transmissdo da leishmaniose visceral (Figura 3) € do tipo heteroxénico,

envolve interagcdes entre o parasito, os vetores, os hospedeiros vertebrados e os diferentes

habitats (BASTOS, 2012).

A fémea flebotomineo, durante seu repasto sanguineo, inocula no hospedeiro
mamifero a forma infectante do parasito que ndo realiza divisdo bindria, denominada de
promastigota metaciclica (MULLER, 2016). No vertebrado, as formas promastigotas sao
rapidamente fagocitadas por células do sistema fagocitdrio mononuclear, onde ocorre a
diferenciacdo para forma amastigota, que é altamente especializada e adaptada para
sobreviver no fagolisossomo (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; VON STEBUT,
2015). Nessas células, a forma amastigota multiplica-se por divisao bindria, até que ocorra
a lise celular, para prosseguir a infeccdo de outras células (KEVRIC CAPPEL;
KEELING, 2015). Este estagio cronico pode ter duracdo de meses, anos ou até mesmo
durar a vida toda, podendo ndo ter sintomas perceptiveis dependendo do estado
imunolégico e susceptibilidade do hospedeiro (SHARMA, 2008; SINGH, 2010). O ciclo
completa-se quando o vetor se alimenta de um reservatdrio infectado, ingerindo assim, as
formas amastigostas. No intestino médio dos flebotomineos, ocorre a diferenciacdo destas
em promastigotas ndo infectantes, denominadas de promastigotas prociclicas, elas por
meio de divisdo bindria se multiplicam, e subsequentemente, retornam a probdscide, onde
se diferenciam em promastigota metaciclica até serem inoculadas em outro hospedeiro

vertebrado (GOMES, 2016), reiniciando novamente o ciclo.
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Fig 3. Ciclo biolégico de Leishmania sp.
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2.1.5 Aspectos clinicos

A sintomatologia clinica da leishmaniose visceral canina € complexa e
determinada por vdrios fatores, como a resposta imune do cdo, a carga parasitdria, a
genética e at€ mesmo fatores ambientais. Sendo assim, alguns cdes mantém a doenga de
forma subclinica por anos, sem nenhum sintoma, e outros desenvolvem a doenca de forma
controlada ou grave e aguda, evoluindo para uma doenca cronica debilitante que pode

levar a morte do animal (RIBEIRO, 2018).

As manifestagdes clinicas apresentadas pela leishmaniose visceral sdo variadas.
Assim, os cdes costumam ser divididos em sintomadticos, assintomaticos,
oligossintomaticos e polissintomaticos (SILVA, 2015b; CHAGAS, 2017). Na forma
assintomdtica o animal ndo apresenta sinais clinicos evidentes da infec¢@o, porém exames

sorolégicos podem apontar a presenca do parasito. A enfermidade é classificada como
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oligossintomdtica quando manifesta até dois sinais clinicos e estes sdo inespecificos,
como pelos opacos, aumento do tamanho dos linfonodos, perda de peso discreta. Neste
caso a sorologia poderd apresentar titulos baixos, o que pode resultar na interpretacio de

um falso-negativo (BRASIL, 2006).

Na forma sintomadtica vdrias alteracdes clinicas podem ser observadas nos caes
como O emagrecimento progressivo, adinamia, onicogrifose, queda de pélo,
ceratoconjutivite, aparecimento de feridas, encurvamento do dorso, linfoadenopatia,
hepatomegalia e esplenomegalia (BRASIL, 2016).

Estas manifestacdes clinicas sdo devido aos variados tipos de resposta imune,
porém o mecanismo patogénico permanece o mesmo. As lesdes sdo uma decorréncia de
uma reacao inflamatdria contra o parasito, que pode acontecer na pele, 6rgdos viscerais
como: figado, rins ou intestino, olhos, 0ssos € mucosas. As lesOes cutaneas sdo as
principais reclamagdes ou queixas dos tutores, dentre este sdo dermatite esfoliativa ndo
pruridica com ou sem alopecia, dermatite erosiva-ulcerativa, dermatite nodular, pustula,
anemia e emagrecimento (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Um ponto importante a ser considerado € que tanto animais sintométicos quanto
assintométicos podem ser fonte de infec¢@o para o inseto vetor, permitindo a transmissao
do parasito para o homem e outros vertebrados (MOLINA et al., 1994; MICHALSKY et
al., 2007). Desse modo, a modelagem matematica indica que a chave para o sucesso
potencial do controle da leishmaniose visceral canina pode ser a identificagdo de caes

assintomaticos (ESTEVA; VARGAS, 2017; ZOU et al., 2017).

2.1.6 Diagnoéstico

O diagnostico da leishmaniose visceral canina € complicado, devido a complexa
patogénese e amplo espectro de achados clinico-patolégicos. A imunossupressao causada
pela doenca facilita infec¢des oportunistas, o que pode dificultar ainda mais o diagndstico.
Dessa forma € necessdria a associagdo entre os parametros clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais para o diagndstico definitivo (BRASIL, 2018; ZIEMNICZAK, 2021).

O diagndstico clinico ocorre quando o cao € identificado com os sinais e sintomas
que apontam para a suspeita de um caso de leishmaniose visceral. E o diagndstico
epidemiolégico ocorre em momentos de surto, com registro e confirmacao da autoctonia

de casos confirmados (BRASIL, 2014).
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Os principais métodos de diagndstico laboratorial podem ser: parasitoldgicos,
sorolégicos e moleculares (DUTHIE et al., 2018). O diagndstico parasitoldgico envolve
amostras teciduais de medula 6ssea, linfonodos e baco. A pung¢do medular pode
apresentar sensibilidade entre 60 e 85%, enquanto a andlise histopatolégica alcanca
sensibilidade de até 40% quando feita nos linfonodos popliteos (MOREIRA et al., 2007,
SUNDAR, 2002). J4 a puncdo esplénica é o método que oferece maior sensibilidade
(95%) para demonstracdo do parasito (BRASIL, 2014). O diagndstico parasitologico é
um método seguro, uma vez que o resultado positivo é dado pela observagdo direta de
amastigotas (ZIEMNICZAK, 2021). Contudo, a desvantagem € que a técnica € arriscada
e dolorosa, além de ser um método invasivo, em programas de saide publica se torna
invidvel devido ao grande nimero de animais que sdo avaliados (BRASIL, 2014). A
especificidade desse método € de aproximadamente 100% e a sensibilidade é em torno de
80% em caes sintomaticos (BRASIL, 2006; FONSECA, 2013).

Entre os testes mais empregados para o diagndstico soroldgico, estdo: enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
teste imunocromatografico. Sendo, os métodos preconizados pelo Ministério da Satde
(MS) para a detec¢do da leishmaniose visceral canina sio os testes imunocromatografico
DPP® do instituto Biomanguinhos como triagem e a ELISA como método confirmatorio
(BRASIL, 2011b; COURA-VITAL et al., 2014).

A RIFI é comumente usada em estudos epidemioldgicos e utiliza o préprio
parasita como antigeno. A especificidade e sensibilidade dessa técnica sdo proximas a
100% em animais sintomdticos. No Brasil, os titulos obtidos na RIFI, sendo iguais ou
superiores a partir da diluicdo de 1:80, sdo considerados amostras reagentes (FARIA;

ANDRADE, 2012; BRASIL, 2017b).

O diagnéstico soroldgico tem vantagens significativas para o seu emprego, nao
sendo invasivo, pode ser automatizado e permite a andlise simultinea de grande nimero
de amostras (SOUZA et al. 2013; MENDES et al. 2013). Porém, sua realizagdo requer
alto nivel de habilidade, experiéncia e equipamento especializado e de alto custo. No
entanto, um grande problema desse método é que pode apresentar reacdes cruzadas com
leishmaniose tegumentar americana e tripanossomiase (FARIA; ANDRADE, 2012;

SOLANO-GALLEGO et. al., 2014; PALTRINIERI et. al, 2016).
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Outro método de diagndstico sdo os métodos moleculares. Este é uma ferramenta
sensivel e especifica capaz de identificar a presenca do parasito até mesmo ao nivel de
espécie (YILDIZ et al., 2017), baseado na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Dentre
os materiais biolégicos que podem ser analisados, estdo: bidpsias ou aspirados de
linfonodo, bago, medula 6ssea e 6rgdos onde ocorrem a proliferagdo do protozodrio

(NISHIDA; DELMASCHIO, 2017; GONZALEZ-BARRIOS, 2018).

Recentemente a PCR avancou muito com o uso da PCR quantitativa em tempo
real (QPCR), que é uma variagdo do método molecular, e que fornece uma andlise
quantitativa e qualitativa em seus resultados, sendo um diagndstico de alta especificidade
para Leishmania. A utilizacdo dessa técnica na identificacdo das leishmanioses tem
demonstrado resultados interessantes em investigagdes epidemioldgicas (SILVA et al.,
2017; BENNAI et al., 2018; MEDKOUR et al., 2019). Além detectar o material genético
e quantificd-lo, esse permite a identificacdo das diferentes espécies responsdveis pela
infeccdo. No entanto, apesar dos métodos baseados em qPCR se mostrarem muito
eficazes no diagndstico das leishmanioses, ainda ndo existe um método padronizado
(GALLUZZI et al., 2018). Além disso, essa técnica molecular nao é acessivel na rotina
da vigilancia epidemioldgica, por necessitar de reagentes e equipamentos com alto custo,
de laboratério com capacidade para sua realizacdo e de correta andlise dos resultados

(ROCHA, 2019).
2.1.7 Medidas de prevencao e controle

O controle da leishmaniose visceral no Brasil € um grande desafio devido as
condigdes sociais e politicas desfavoraveis, resultando no aumento dos casos e expansao
territorial da doenca (CONTI et al., 2016). Dessa forma, as medidas de prevencdo e
controle das doengas endémicas devem ser desenvolvidas como estratégias de controle
integrado, associando manejo ambiental, diagndstico e tratamento precoce com praticas
educativas. A educacdo em saide no Brasil recebe poucos incentivos e recursos para
mobilizacdo de agdes preventivas individuais e coletivas (FRANCA, et al., 2013). As
acoes de vigilancia epidemioldgica, como a emissdo de alertas epidemioldgicos para os
servicos de saude e clinicas veterindrias, é outra medida importante quando houver a
confirmacdo de um caso (BRASIL, 2018).

Apesar de todas as medidas de controle existentes, prevenir a disseminagdo da

leishmaniose visceral tem sido ineficaz no Brasil (ROMERO; BOELAERT, 2010). Nesse
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contexto, pesquisadores preconizam medidas alternativas de controle, como vacinagao
em massa e tratamento de cdes, uma vez que essas abordagens sdo capazes de induzir
reducdo na carga parasitria e bloquear a transmissao de L. infantum em flebotomineos,
evidenciando a reducdo de novos casos de leishmaniose visceral canina e humana
(PESSOA- SILVA et al., 2019).

No entanto, a vacinacdo contra doenca é uma ferramenta recente para donos de
animais de estimag@o. As duas vacinas comerciais disponiveis tém baixa eficdcia
protetora de cerca de 68-71% (Canileish® 68,4%; Leish-Tec® 71%) (PALATNIK, 2012;
OLIVIA et al., 2014; FERNANDES et al., 2014).

O controle das formas imaturas do vetor nao € realizado tendo em vista a grande
dificuldade na identificacdo dos criadouros naturais do inseto (BRASIL, 2006;
CASANOVA et al., 2013). Mas, alguns estudos demonstram que o uso regular de
inseticidas repelentes topicos € altamente eficaz na prevencdo de picadas de
flebotomineos (MIRO et al., 2017; GALVEZ et al., 2018) e, portanto, da transmissao
de L. infantum (OTRANTO et al., 2013; BRIANTI et al., 2014).

O uso constante de inseticidas repelentes ndo s6 protege os caes de flebotomineos
infectados em outros hospedeiros (e, portanto, de se infectarem e atuarem como fontes de
infec¢do), mas também permite uma reducdo desses vetores na vizinhanga de humanos,
potencialmente resultando em uma reducdo de infeccdes humanas e incidéncia clinica da
leishmaniose visceral. E recomendado o uso de coleiras com Deltametrina 4% em cies,
quando se tem um caso suspeito, pois evita que o vetor se aproxime do animal infectado
(GAVGANTI et al., 2002; COURTENAY et al., 2019).

Além disso, medidas de prevencdo e controle relacionados aos criadouros do
vetor, estdo associados com o manejo ambiental, uma vez que os vetores necessitam de
matéria organica para sua reproducao e alimentagao (SCANDAR et al., 2011; COSTA et
al., 2014). Desta forma, o manejo ambiental como planejamento de limpeza de terrenos
baldios, quintais, podas de drvores, remocdo de folhas em pracas e jardins, destino
adequado de residuos sdlidos oriundos de residéncias e comércios, controle do
desmatamento e queimadas sdo acdes importantes para o controle da Leishmaniose
visceral (BRASIL, 2014).

Portanto, € necessdrio a utilizacdo de estratégias mais apropriadas em regides
endémicas, que respeitem as caracteristicas ecoldgicas e a epidemiologia dos municipios

alvo (BERN et al.,, 2010). Logo, é muito importante o conhecimento dos dados
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relacionados a doenca em determinado municipio endémico para que a adogdo de
medidas de controle seja mais acertada, de acordo com a situacao do municipio, do estado
e do pais (REGUERA et al., 2016).

2.1.8 Fatores de risco

O ambiente caracteristico e propicio a ocorréncia da leishmaniose visceral é
aquele de baixo nivel socioecondmico, pobreza, promiscuidade, prevalente em grande
medida no meio rural e na periferia das grandes cidades (BRASIL, 2014). Além desses
fatores, migragdo, destrui¢do ambiental, condi¢cdes precdrias de saneamento, desnutrigdo,
sdo também alguns dos fatores sociais e ambientais associados a transmissdo da
leishmaniose visceral (WERNECK, 2010; TELES et al., 2015).

O desmatamento é um fator preponderante, uma vez que reduz a disponibilidade
de fonte alimentar para os flebotomineos, expondo o cdo e o homem, que passam a ser as
fontes mais acessiveis. Além disso, o intenso processo migratdrio provoca o
deslocamento de pessoas que levam seus animais domésticos, muitas vezes infectados, o
que também contribui para a expansio e urbanizagcdo da doenca (BRASIL, 2006).

A criacdo de animais pode piorar as condicdes sanitarias locais devido a producao
de residuos orgénicos, o que favorece a atracdo e a manuten¢do do vetor no ambiente
(FELICIANGELLI, 2004; LAINSON; RANGEL, 2005). A participacdo de outras espécies
de animais (aves, equinos, gambds, ovelhas, cabras e roedores) na epidemiologia da
leishmaniose visceral parece estar associada a capacidade de atracdo dos vetores ao
peridomicilio, por propiciarem boas condi¢des ambientais para fauna de flebotomineos e
servirem de fonte alimentar para o vetor (AZEVEDO et al. 2008, AFONSO et al. 2012,
ROHOUSOVA et al. 2015).

O papel das aves no ciclo epidemioldgico da leishmaniose visceral também &
controverso. No agreste pernambucano foi comprovado que a criagdo de aves ao redor
das moradias pode atuar como barreira zooprofildtica para a infeccdo por L. infantum,
diminuindo a populagdo de flebotomineos no interior das residéncias e elevando a
quantidade no interior dos galinheiros (COSTA, 2011), porém alguns autores
(RODRIGUES et al., 1999; ALEXANDER et al. 2002; LAINSON; RANGEL, 2005;
SANT’ANNA et al., 2010) verificaram que a presenca de galinhas nas residéncias esta
relacionada a uma maior proliferacdo do vetor da leishmaniose visceral, e que a presenca
de patos, roedores, passaros e galinhas proximo aos domicilios aumenta o risco de

ocorréncia de leishmaniose visceral em seres humanos (BORGES et al., 2009).
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A presenca de mata ou de muita vegetacdo nas proximidades das residéncias
também pode ser um fator de risco para a ocorréncia de leishmaniose visceral canina
(BARBOSA et al., 2010; BIGELI; OLIVEIRA JR.; TELES, 2012).

H4 uma tendéncia dos grupos de baixa renda residirem em dreas com mds
condi¢des urbanisticas e sanitdrias e em situacdes de risco e degradagdo ambiental, talvez
porque estas sejam as Unicas dreas acessiveis a populacdo com menor poder aquisitivo
(MIRANDA, 2008). Além disso, fatores relacionados aos tutores, como a renda e o nivel
de escolaridade, também sao indicados como fatores de risco para doenga (COURA-
VITAL et al. 2011, SILVA et al. 2017).

Dificuldades na elimina¢do do reservatdrio, a capacidade adaptativa do vetor
associada a medidas de controle vetorial insuficientes e o alto custo das estratégias de
controle, também podem estar contribuindo para uma maior disseminag¢do da doenca
(OLIVEIRA et al. 2008).

Contudo estratégias como, melhoria da d4gua e saneamento basico, intensificacao
do tratamento de doengas e controle de vetores e medidas veterindrias de saide publica
para doencas zoondticas negligenciadas (WHO, 2010; 2012; 2013), estdo atreladas ao
conceito de saide unificada, a qual propde uma mudancga cultural no que diz respeito ao
reconhecimento da conexdo entre animais, humanos e o ecossistema, evidenciando a
importancia dessa abordagem no controle de doencgas zoondticas e na melhoria em termos

de equilibrio ambiental (MOLYNEUX et al., 2017).

2.1.9 Geoprocessamento como ferramenta de vigilincia epidemiologica da

Leishmaniose visceral

Os estudos epidemioldgicos buscam compreender a causalidade, a frequéncia e
distribuicdo de agravos em uma populacdo com o objetivo de descrever o perfil
situacional, analisar as relacdes dos fatores condicionantes ao desequilibrio do processo
saide-doenca, recomendar acdes de controle e avaliar os servigos de saide quanto sua

efetividade e resolutividade (CAVALCANTE, 2020).

A leishmaniose visceral, em franca expansao, tem ganhado destaque no cenério
nacional nas ultimas décadas, apontando para a necessidade de novos estudos geograficos
e epidemioldgicos da doenca; além da avaliacdo da efetividade das a¢cdes de controle dos

programas vigentes (ABRANTES et al., 2018). Sendo assim, estudo da distribui¢do
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espacial da doenga auxilia a entender a associagao de muitas variaveis do processo doenca
- sadde, permitindo a adoc¢do de medidas profildticas e de controle mais apropriadas

(BRUHN et al., 2018).

Dessa forma, a avaliacio pelo padrio espacial propicia o conhecimento do grau
de extensdo e melhora a precisdo da localizacdo das regides com maior concentragdo de
casos (MENON et al., 2016). Além da superposi¢io de planos de informacdo
georreferenciados sobre relevo, clima, vegetagdo, dentre outros, que permitem a

visualizacao ampla do local de estudo (FERREIRA, 2016).

Estudos sobre a avaliagdo temporal espacial da leishmaniose visceral no Brasil
mostra o aparecimento de aglomerados endémicos da enfermidade, chamados de
“clusters” ou pontos quentes, localizados em comunidades de baixo nivel

socioecondmico (DEWAN et al., 2017).

O método de georreferenciamento por meio da densidade de Kernel produz mapas
a partir de pontos marcados em determinado evento geogrifico criando superficies
continuas e favorecendo a visualiza¢do das dreas de aglomeracdo dos pontos chamadas
de “clusters” ou pontos quentes dos eventos geograficos, identificando as dreas com maior

nimero de casos de uma doenga (LIMA et al. 2005; DEWAN et al., 2017).

O mapa de Kernel é gerado por meio de uma grade, onde cada quadrante (pixel)
corresponde a um nucleo que € visualizado no mapa em coloracdes diferentes
correspondentes a unidade sobre determinada drea de influéncia do evento geografico.
Ou seja, quanto mais intensa a colora¢do, maior a possibilidade do evento na drea de

influéncia (BRASIL, 2006; BERGAMASCH]I, 2010).

Por essa razdo, a funcdo Kernel pode atuar como uma ferramenta adequada no
mapeamento dos casos da leishmaniose visceral canina, indicando dreas de concentragdo

de casos e contribuindo, portanto, para os 6érgaos gestores de sadde.

Sendo assim, a avaliacdo de doencas endémicas na perspectiva de varios
elementos envolvidos no ciclo de transmissdo, tais como os determinantes ambientais e
sociais, tem sido o enfoque dos estudos empregando técnicas de geoprocessamento. Essa
ferramenta de geoprocessamento, pode representar uma alternativa na identificacio de
fatores ambientais que se associem com a ocorréncia da doenca, e seus eixos de expansao,

através da elaboracdo de mapas digitais (ABRANTES et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar um estudo epidemioldgico, espacial, molecular e soroldgico de

Leishmania infantum em caes domésticos no municipio de Beldgua, Cerrado Maranhense.

3.2 Especificos
+ Aplicar inquérito epidemioldgico aos proprietdrios dos animais examinados;
# Detectar anticorpos especificos para L. infantum através dos testes de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
% Realizar o diagnostico molecular de L. infantum;

+ Mapear a distribui¢do de L. infantum no municipio de Beldgua;

4 METODOLOGIA
4.1 Consideracoes éticas

Este projeto foi submetido a Plataforma Brasil e aprovado na Comissio de Etica
em Experimentacdo Animal — (CEEA) /UEMA da Universidade Estadual do Maranhao,
sob o protocolo n° 042/2019.

4.2 Area de estudo

Beldgua ¢ um municipio do estado do Maranhdo que estd inserido na Mesorregiao
Leste Maranhense (Figura 4), Microrregiao de Chapadinha, abrange uma drea de 499 km?,
com uma populagdo de aproximadamente 7.528 habitantes e densidade demogréfica de
13,06 habitantes/km?, (IBGE, 2020). Limita-se ao Norte com o municipio de Primeira
Cruz, a Leste com o municipio de Santa Quitéria do Maranhao, a Oeste com os municipios
de Sao Benedito do Rio Preto e Morros e ao Sul com o municipio de Urbano Santos. Com
base na ultima campanha de vacinacdo que ocorreu em Belagua, a Secretaria de Saude do

municipio, estima que a populagdo canina na drea urbana, seja de 1000 caes.
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Fig 4. Mapa de localizacdo do municipio de Beldgua, Maranhao.
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O clima de Beldgua, segundo a classificacio de Koppen, € tropical (AW")
subimido com dois periodos bem definidos: um chuvoso, que vai de janeiro a junho, e

outro seco, correspondente aos meses de julho a dezembro (CORREIA FILHO, 2011).
4.3 Inquérito epidemiolégico

Para estudo, foram selecionados através de busca ativa e amostragem por
conveniéncia cdes domésticos de ambos os sexos, com idade a partir de 6 meses, no
periodo de novembro de 2019 e fevereiro de 2020. Durante as coletas de sangue, aplicou-
se um questiondrio aos proprietarios acima de 18 anos, a fim de se obter dados sobre:
origem, manejo, comportamento do animal e a presenca de caracteres ambientais visando
estabelecer os possiveis fatores de risco da zoonose na regido. As informagdes dos caes
foram anotadas em fichas individuais, e cada proprietdrio assinou um termo de
consentimento livre e esclarecido, para participar da pesquisa, declarando assim que

foram informados a respeito dos procedimentos que foram realizados. Todos os animais
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foram submetidos a analise clinica, através da anamnese, exame clinico e fisico do animal

para verificar a presenca de sinais clinicos da doenga.

4.4 Obtencao das amostras bioldgicas

De cada animal, uma amostra de sangue de Sml foi coletada por venopuncao das
veias cefdlica ou jugular, totalizando 205 amostras. As amostras foram divididas em duas
aliquotas, uma em tubo contendo EDTA para extracio de DNA e outra em tubo sem

anticoagulante, para obtencio do soro para a realizacdo dos testes soroldgicos.
4.5 Testes sorologicos

Os soros obtidos de amostras de sangue dos cdes foram testados por ensaio de
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), com ponto de corte de 1:80. As formas
promastigotas de L. infantum foram cedidas pela USP (cepa CBT 153), e pelo Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) (cepa IOC 579) em que foram usados como antigeno. O
teste de RIFI foi realizado de acordo com Oliveira et al. (2008), no Laboratério de

Parasitologia, Centro de Ciéncias Agrarias, Curso de Medicina Veterindria da UEMA.

4.6 Testes moleculares

O DNA das amostras de sangue dos caes foi extraido usando o Kit InstaGene™
Matrix da Bio-Rad, de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras de DNA
foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase convencional (PCR), com
amplificacio de 223 pb de DNA gendmico de L. infantum, usando o CatLeishF iniciador
(5" GACAACGGCACCGTCGGCGCCAAAATAAAAG 3') e primer CatLeishR (5’
CAGTACGGCGGTTTCGCTTGTCTGTTGAAGC 3') (SILVA et al., 2019). As
condi¢Oes ideais para amplificagdo das sequéncias de CPA do tipo catepsina L foram: 34
ciclos de desnatura¢do a 94 ° C por 1 min, anelamento a 64 ° C por 1 min e extensao a 72
° C por 45s, conforme descrito por Silva et al., (2019). Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5%, em tampao Tris-Acetato-
EDTA (TAE) a 50 V/100 mA, corado com Syber Safe (Invitrogen) e a visualizacdo das

bandas fotografados em transiluminador de luz U.V
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4.7 Georreferenciamento e analise espacial

Um receptor do Sistema de Posicionamento Global (GPS Garmin® eTrex 30) foi
conectado na frente da residéncia do c@o e a latitude e longitude foram registrados no

questionario.

A representacao espacial dos casos de leishmaniose visceral canina e sua andlise
estatistica foram realizadas utilizando o QGIS versao 3.16.6 (QGIS Development Team
2021). Os dados georreferenciados foram inseridos na base cartogréfica digitalizada do
municipio, obtido no site do IBGE, utilizando o Sistema Geodésico de Referéncia,
SIRGAS 2000 e sistema de coordenadas UTM zona 23S.

Um mapa de densidade de Kernel foi produzido para demonstrar as dreas com
maior risco de contaminacao da doenca. A anélise estatistica da estimativa das curvas de
densidade foi através da funcdo qudrtica, que permite examinar a variacdo nos padroes de
pontos espaciais, estimando a densidade de casos LVC em uma escala que varia de muito

alta a muito baixa. Os clusters foram gerados utilizando um raio de 30m.

4.8 Analise estatistica

O nimero de cdes amostrados na drea urbana de Beldgua foi calculada
considerando uma populagdo de 1000 caes (Secretaria de Saude do municipio de
Beldgua), frequéncia esperada de 11,14% (COSTA et al., 2015), efeito de desenho 1,0 e
um cluster, com nivel de confianga (IC) de 95%.

As andlises dos dados descritivos foram obtidas a partir das informacdes dos
questiondrios epidemioldgicos. As varidveis coletadas foram: sexo (fémea/macho),
dormitério (dentro de casa/ fora de casa), recolhimento das fezes (sim/ndo), restri¢do de
movimento (sai a rua/ ndo sai a rua), animais de peridomicilio (sim/nfo), matéria organica
(sim/nd0), sinais clinicos (sim/ndo) e pcr (negativo).

Além disso, associagOes dos fatores de risco com presenca ou auséncia de L.
infantum por teste sorolégico em cdes foram testados usando teste qui-quadrado (y2) de
Pearson. O valor de significancia adotado foi de p<0,05. As andlises estatisticas foram
feitas usando Software Epi Info™ versdo 7.2, desenvolvido pelo Centers for. Disease

Control and Prevention (CDC).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 205 caes domésticos, desses, 122 (59.51%) foram soropositivos
para L. infantum na RIFI, com titulos variando de 80 a 1.280. Correspondendo (81,97%)
para titulos de 1:160, (36,89%) para 1:320, (15,57%) para 1:640, e (1,64%) para 1:1280.
Um céo sororeagente na RIFI também apresentou-se positivo no teste de PCR.

O método soroldgico € empregado no diagndstico da leishmaniose visceral canina,
sendo um dos principais determinantes da infec¢do em inquéritos caninos. No entanto, a
acurdcia desse diagndstico vem sendo questionada, pois as falhas nos métodos
sorolégicos sao um dos fatores que contribuem para a ineficiéncia das a¢des de vigilancia
e controle da doengca (ROMERO; BOELAERT, 2010; GRIMALDI et al., 2012;
WERNECK, 2016).

A reacdo cruzada com outros agentes infecciosos, € um fator que prejudica a
especificidade do teste. Isso ocorre porque diferentes patégenos, especialmente filo
geneticamente proximos, exibem epitopos semelhantes. Porém no presente estudo, para
aumentar a sensibilidade e especificidade, usamos promastigotas das cepas CBT 153 e
IOC 579 que foram isolados nesta pesquisa como o antigeno na RIFI (COSTA et al.,
2015).

No diagndstico molecular detectou-se a presenca de DNA de L. infantum em uma
amostra de sangue canino. As amostras positivas em RIFI e negativas na PCR indicam
que foram detectados anticorpos para L. infantum no exame soroldgico e, no entanto, nao
houve detec¢do do DNA do parasita no cao. Este fato, conforme € sugerido em outros
estudos (GONTIO et al., 2003; GONTIO et al., 2004), pode estar associado a produgao
de anticorpos para outros tripanossomatideos que podem interferir na reacdo de
imunofluorescéncia indireta para leishmaniose. E a PCR pode nao ter detectado amostras
com baixas cargas parasitdrias que poderiam acontecer em cdes assintoméaticos ou em

inicio de infecgao.

Além disso, pode ser devido ao fato de que a parasitemia sanguinea pode ser
intermitente (MANNA et al., 2008) e a carga do parasita Leishmania no sangue ¢ muito
menor do que a carga encontrada em outros tecidos (PALTRINIERI et al., 2016; TRAVI
et al., 2018). Mesmo assim, o resultado do estudo epidemioldgico demonstra que o

parasita esta presente no local de estudo.
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A fonte da amostra tem influéncia significativa na capacidade dos testes
moleculares de identificar cdes infectados (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). No
entanto, embora o sangue periférico ndo seja a amostra mais sensivel, € a mais util para
pesquisas a campo porque a coleta de amostra é menos invasiva e o uso de sangue
periférico permite a realiza¢do de sorologia simultaneamente (LACHAUD et al., 2002a;
LACHAUD et al., 2002b), permitindo a detec¢c@o de a maioria dos caes infectados. Dessa
forma Solano-Gallego et al. (2011), recomenda que a PCR sanguinea seja utilizada
sempre acompanhada de sorologia e outras técnicas diagndsticas para a interpretacao dos

resultados.

As caracteristicas da populacdo canina avaliada apresentaram os seguintes
resultados: caes machos 120 (58.54 %), fémeas 85 (41.46) recolhimento das fezes 170
(82.93%), dormem fora de casa 178 (86.83 %), sai a rua 142 (69.27%), convivem com
outros animais no peridomicilio 152 (74.15 %) e vivem préximos a matéria organica 164
(80%).

Nao houve diferenga estatistica significativa das associagdes entre varidveis
epidemioldgicas dos cdes e presenca ou auséncia de L. infantum por teste sorolégico em
relacdo ao sexo do cdo, recolhimento das fezes, local que o animal dorme, restri¢do de
movimento, presenca de animais no peridomicilio, sinais clinicos e o teste de PCR, no
entanto, constatou-se que houve associagdo estatisticamente significativa (p<0,05) para a

varidvel de matéria organica no ambiente (Tabela 1).

Tabela 1. Analise univariada (teste Qui-quadrado) das associagdes entre varidveis independentes
e presenca ou auséncia de Leishmania infantum por teste sorolégico em caes residentes no
municipio de Beldgua, Maranhio.

Variavel Categoria Positivo/ % Negativo/ % P valor
exposto exposto

Macho 70/120 58.33 50/120 41.67

Sexo Fémea 52/85  61.18 33/85 3382 O
Sim 100/170 58.82 70/170 41.18

Rec"lhtfg::“’ das Ndo 2035 62.86 13/35 AT
Fora de casa 108/178 60.67 70/178 39.33

Local que o 0,19

. Dentro de casa 14/27 51.85 13/27 48.15
animal dorme

Sai a rua 83/142 58.45 59/142 41.55
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Restricio de Nio sai 2 rua 39/63 61.90 24163 3810 032
movimento
Sim 93/152  60.12 59/152 39.88
Animais no Nio 30/54 57.14 24/54 nse 023
peridomicilio
Sim 103/164  62.80 61/164 37.20
Matéria organica Néo 20/41 48.78 21/41 5122 003
Sim 112/183  61.20 71/183 38.80
Sinais clinicos Nio 10/22 45.45 12/22 5455 008
Positivo 1/1 100 0/1 0
PCR Negativo 121204 5931 83/204 4069 0¥

Legenda: P<0,05* = valor estatistico significativo.

Quanto ao sexo, Silva et al. (2016) verificaram maior risco de infec¢ao em caes
machos, que pode ser justificado por serem mais utilizados para a caca e como cdo de
guarda, dois fatores que aumentam a exposi¢do do animal ao fleb6tomo. Contudo
resultados obtidos por Azevedo et al. (2008), Silva et al. (2013) e Figueiredo et al. (2014)
verificaram que os machos e as fémeas estdo igualmente expostos ao risco de infeccao
por L. infantum, o que também foi observado no presente estudo.

Quanto ao acesso a rua e o local que o animal dorme, mais da metade dormem
fora de casa e tem acesso a rua. Segundo Gélvez et al. (2010) e Cortes (2012), os caes que
vivem fora de casa ou com acesso frequente ao ambiente externo a casa, apresentam maior
risco de se infectarem com a doenca, principalmente devido a maior exposi¢do aos
flebotomos, pois o vetor € ativo a partir do creptisculo.

No entanto, observa-se que essa exposi¢ao ao inseto vetor também esté associado
com as caracteristicas ambientais do peridomicilio. Ou seja, cdes que vivem proximos a
areas verdes, com presenca de animais no peridomicilio, a exemplo de galinheiros, e
detritos organicos, pode favorecer a proliferacido dos flebotomineos, sendo um fator de
risco tanto para os cdes quanto aos seres humanos. Entretanto uma limpeza da matéria
organica acumulada evita a proliferacdo dos flebotomineos, reduzindo a populacio e
diminuindo o contato destes com os seres humanos (COURA-VITAL etal., 2011; BRITO
et al. 2016).

Os sinais clinicos identificados neste estudo s@o os comumente observados em

caes naturalmente infectados por L. infantum. Dos 183 animais com sinais clinicos para
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leishmaniose visceral canina, apresentaram emagrecimento progressivo 112 (54.64%)
onicogrifose 112 (54.64%), lesdes em borda de orelha 109 (53.55%), alopecia 103
(50.27%), lesdes em focinho (47.54%), pelo opaco e sem brilho 86 (42.08%), lesdes pelo
corpo (39.34%), feridas na pele 77 (37.56%) e secrecao ocular (33.33%).

Na andlise univariada, as varidveis com valor p < 0,5 foram: pelo opaco e sem

brilho, lesdes em borda de orelha, lesdes em focinho e lesdes pelo corpo (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise univariada (teste Qui-quadrado) das associagfes entre os sinais clinicos e
presenca ou auséncia de Leishmania infantum por teste sorolégico em cdes residentes no
municipio de Beldgua, Maranhao.

Variavel Categoria Positivo/ %0 Negativo/ %0 P valor
exposto exposto
Sim 60/99  60.61 39/99 39.39
Emagrecimento Nio 62/106 5849  44/106 4151 O3B
progressivo
Sim 59/99  59.60 40/99 40.40
Onicogrifose - 0,49
Nio 63/106  59.43 43/106 4057
Sim 39/61  63.39 22/61 36.07
Secregdo ocular Néo 83144 5764 6144 4236 %0
Sim 53/92 5761 39/92 42.39
Alopecia Ndo 69/113  61.06  44/113 3894 030
Sim 53/105  50.48 52/105 49.52
ES
Pelo opaco e sem Nio 69/100 69 31/100 3] 0,003
brilho
Sim 48/77 6234 29/77 37.66
Ferida na pele Nio 74/128 5781 54/128 42.19 0,26
Sim 68/98  69.39 30/98 30.61
5 *
Lesdes em borda Néo 54/107 5047 53/107 4953 0003
de orelha
Sim 60186  69.77 26/86 30.23
~ . ES
Lesdes em focinho Nio 62/119  52.10 57/119 4790 000
Sim 58/72  80.56 14/72 19.44
Leso6es pelo corpo 0,000002*
Nio 64/133 4812  69/133 51.88

Legenda: P<0,05* = valor estatistico significativo.
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Essas manifestagdes clinicas corroboram com os achados de Baneth et al. (2008)
e Ramsey et al. (2010). E segundo Salzo (2008) as lesdes cutineas estdo presentes em
90% dos cdes com leishmaniose visceral canina. Bem como, o aparecimento destas lesdes
principalmente no focinho ou orelha e dreas de alopecia ocorre devido a multiplica¢ao do
parasito em macréfagos (MARINHO et al., 2017).

Na avaliacao clinica foi observado que dos caes soropositivos 112 (91,80%) eram
sintomadticos e 10 (5.46%) assintomaticos. Ressalta-se que todos os animais classificados
como sintomdticos ou assintomaticos tiveram resultados reagentes confirmados em testes
sorolégicos para L. infantum. Alids, de acordo com Figueiredo et al. (2014), cdes
sintomdticos t€m cerca de trés vezes mais chance de serem positivos nos testes
sorolégicos em relacdo aos assintomdticos. E apesar da baixa quantidade de caes
assintomadticos, esse fato tem grande importancia no contexto epidemioldgico, uma vez
que esses animais sdo capazes de infectar o vetor e manterem o ciclo de transmissdo,
disseminando a doenca (COURA-VITAL et al. 2011; ABRANTES et al. 2018).

Com relacdo a andlise espacial, o estimador de densidade Kernel permitiu
determinar o local de maior risco para a ocorréncia da doenga, sendo que as dreas com
maior concentracdo de casos estdo destacadas em vermelho (Figura 5). Essas areas estdao
situadas no perimetro urbana do municipio de Beldgua, com densidades variando de

muito baixo a alto.

O georreferenciamento e a constru¢do de mapa permite a compreensdao dos
padrdes espaciais da doenca. Vdrios autores tém utilizado essa metodologia para o
monitoramento das medidas de controle e planejamento em saude (MACHADO-
COELHO et al., 1999; MARGONARI et al., 2006; PRADO et al., 2011; MAYRINK et
al., 2013; BORGES et al., 2014; MENEZES et al., 2015; TOLEDO et al., 2017). Nessa
pesquisa, os mapas de distribuicdo geogrifica da leishmaniose visceral canina,
demonstram uma distribuicao heterogénea da doenca quanto aos métodos de investigacao

utilizados.
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Fig 5. Mapa de densidade de Kernel com distribuicdo para casos confirmados por teste
sorolégico de leishmaniose visceral canina no municipio de Beldgua, Maranhdo, Brasil.
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O setor censitario de Beldgua, apresenta bairros com grande nimero de habitacoes
precdrias e falta de saneamento bésico, corroborando os dados de Cerbino Neto (2003) e
Guimaraes et al. (2005), que afirmam que os maiores nimeros de casos ocorrem em areas
de ocupacdo desordenada e baixa infraestrutura, proximas de matas, com presenca de
animais silvestres, ocasionando uma abundéncia de vetores e reservatorios, que contribui

para a uma alta soroprevaléncia canina.

Além disso, as casas da zona urbana do municipio apresentam caracteristicas
ambientais e sociais propicias a manutencdo do ciclo de transmissdo, como a criagdo de
animais no peridomicilio e as precérias condi¢des sanitdrias decorrentes do actimulo
frequente de matéria organica. Silva et al. (2018) citam que a ruralizacdo das dreas
urbanas tende a homogeneizar os fatores de risco das dreas rurais. Inclusive a vegetacao
predominante no municipio de Beldgua € o cerrado, ainda bastante densa e preservada,

ambiente favordvel a sobrevivéncia do vetor (L. longipalpis) da doenga.
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Apesar da grande incidéncia de casos de leishmaniose canina no municipio, a
doenca € pouco abordada pelas autoridades de sadde e pelo poder publico, levando a uma
escassez de informacdo para a populagdo local sobre os procedimentos a serem seguidos
em caso de suspeita de contaminacgdo. Portanto, € necessario acdes de controle por meio
dos 6rgaos publicos e servigos de saide do estado e do municipio para a realizacdo de
campanhas para o conhecimento da doenca, eliminacdo dos fleb6tomos e protecao dos

cdes, integrando o conceito de satide Unica, humano, animal e ambiente.

Este estudo € a primeira pesquisa e inquérito soroldgico da leishmaniose visceral
canina realizado no municipio de Beldgua localizado na regiao do cerrado maranhense do
Nordeste do Brasil e apresenta informagdes importantes sobre a zoonose. Regides
proximas a Beldgua possuem uma alta prevaléncia para a doenca, no periodo de 2010-
2019 teve 105 casos confirmados notificados no Sistema de Agravos de Notificacdo —

Maranhio (SINAM) (BRASIL, 2020).
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6 CONCLUSOES

Este € o primeiro relato da ocorréncia de L. infantum em caes provenientes no
municipio de Beldgua. Ressalta-se que as caracteristicas ambientais, baixo nivel
socioecondmico e o saneamento precario, podem tornar a populag@o canina susceptivel a
infeccdo.

O teste soroldgico e molecular especifico para L. infantum demonstra a presenga
do agente no municipio, e pelo mapa de risco € possivel compreender a dispersdo dos
casos caninos na cidade.

Esses resultados apontam que a leishmaniose visceral canina estd dispersa no
municipio, colocando em risco sua populacdo humana, indicando a necessidade de alerta
aos o0rgaos de vigilancia epidemioldgica para estabelecer medidas de prevencao e controle

dessa zoonose, incluindo a¢des educacionais e sanitarias.
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Especificar cadz grupo: Ndo haverd formacdo de grupos, as amostras serdo coletadas em

machos e fémeas.

6. PERIODO DE EXECUCAO DA PESQUISA
Inicio: 19/09/2016 Término: 30/09/2020

7. PESQUISADOR RESPCONSAVEL/EXECUTOR
Executor da Pesquisa Carla Fernanda do Carmo Silva e Andrea Teles dos Reis

Nome do Orientacor: Prof.® Dr.? Rita de Maria Seabra Nogueira

8. EQUIPE/COLABORADORES
Andrea Teles dos Reis
Marcio Leandro dos Santos Rodrigues
Thais Bastos Rocha
Leandro Macedo Miranda
Thaliane Franga Costa

9. PARECER
Projeto aprovado na reuniio do CEEA do dia 07/11/2019 por atender as normas de
Bem-Estar Animal ca resoliucao do CEFMV 11° 1000/2012 e a Lei 11.794/2008.
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INQUERITO SORO — EPIDEMIOLOGICO DE CAES / MUNICIPIO DE BELAGUA — MA

Proprietario: Telefone:

Enderego: Bairro: __

Coordenadas Geograficas:

MANEJO AMBIENTAL
Tipo de moradia: ( )Tijolo sem reboco ( )Tijolo rebocado ( )Madeira sem pintura ( )Madeira com pintura

Possui animais? ( )Sim ( )Nao Quais?

Actmulo de matéria organica? ( )Sim ( )Nao Quais?
Insetos incomodos? ( )Sim ( )Nao Periodo: ( JAmanhecer ( )Entardecer ( )Noite ( )Durante o dia ( )Nao sabe

Protecdo individual: ( )Nenhuma protecdo ( )Tela nas janelas ( )Repelente ( )Inseticida na casa

Quais animais gatos ja teve? _ Morreram de que?

Utilizagdo medidas controle: ( )Sim ( )Nao - ( )Coleira repelente ( )Bisnaga repelente ( )Vacina LVA (
)Dedetizagio REGISTRO DO ANIMAL — CAES — NOME:
Raga: ( )Com raga definida ( )Sem raca definida Idade: _ Sexo: ()F ()M Tamanho: ( )P ( )M ()G

Aquisig¢do: ( )Comprou ( )Adotou ( )Cria de animais proprios ( )Ganhou Quando adquiriu o animal? _

Motivagao de posse: ( )Afeto ( )Guarda ( )Companhia ( )Presente ( )Nao gosta ( )Nao sabe explicar

Numero de crias: Numero de filhotes:

Local onde o animal dorme: ( )Dentro de casa ( )Cama do proprietario ( )Fora de casa ( ) Casinha ( )Preso na
corrente ( )Preso na rua ( )N&o sabe

Alimento: ( )Rag@o ( )Comida preparada pelo animal ( )Resto de comida ( ) Nao sabe

E vacinado? ( )Sim ( )Ndo ( )Nio sabe Quais? ( )Raiva ( )Leishmania ( )Raiva+Leishmania _

Vermifugo: ( )Sim ( )Nao Higiene-Banho: ( )Sim ( )Nao
Recolhe fezes: ( )Somente do quintal (  )Somente da rua ( )Quintal+Rua ( )Nao recolhe ( )Nao sabe

Restri¢ao de movimento: ( )Nao sai a rua ( )Sai com supervisdo ( )Sai sem supervisao ( )Foge as vezes ( )Sai
quando abre o portdo ( )Nao sabe

Esterilizacdo? ( )Sim ( )N&do Quando?

Reposigdo (se o animal foi adquirido para repor um eutanasiado por conta de LVA)? ( )Sim ( )Néo

Situagdo: ( )Coletado ( )Recusou ( )Imoével fechado ( )Entrega do cdo ( )Fugiu ( )Morreu por causa
desconhecida ( )Morreu por outra causa ( )Morreu por Leishmaniose

Sinais clinicos:

OBSERVACOES:

DATA DA COLETA:



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Declaro, por meio deste termo, que concordei em ser entrevistado(a) e/ou participar na pesquisa de

campo referente ao projeto/pesquisa intitulado(a) “ESTUDO EPIDEMIOLOGICO, ESPACIAL,
MOLECULAR E SOROLOGICO DE Leishmania infantum EM CAES DOMESTICOS NO
MUNICIPIO DE BELAGUA, CERRADO MARANHENSE” desenvolvida(o) pela aluna do Mestrado
em Ciéncia Animal — UEMA, Andrea Teles dos Reis. A pesquisa ¢ orientada pela Prof. Dr. Rita de Maria
Seabra Nogueira, a quem poderei contatar / consultar a qualquer momento que julgar necessario através do
telefone n® (98) 991879699 ou e-mail grita62@hotmail.com. Afirmo que aceitei participar por minha
propria vontade, sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer 6nus e com a finalidade exclusiva
de colaborar para o sucesso da pesquisa. Fui informado(a) dos objetivos estritamente académicos do estudo,
que, em linhas gerais ¢ realizar levantamento de parasitas em cies no municipio de Belagua. Minha
colaboracao se fard de forma andnima, por meio de: entrevista semi-estruturada e consentimento de coleta
das amostras necessarias do animal. O acesso e a anélise dos dados coletados se fardo apenas pelo(a)
pesquisador(a) e/ou seu(s) orientador(es) / coordenador(es). Fui ainda informado(a) de que posso me retirar
desse(a) estudo / pesquisa / programa a qualquer momento, sem prejuizo para meu acompanhamento ou
sofrer quaisquer san¢des ou constrangimentos.

Considerando, que fui informado (a) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como sera
minha participa¢do, dos procedimentos e riscos decorrentes deste estudo, declaro o meu consentimento em
participar da pesquisa, como também concordo que os dados obtidos na investigacdo sejam utilizados para
fins cientificos (divulgagdo em eventos e publicagdes). Estou ciente que receberei uma via desse documento.

Sdo Luis, / /

Assinatura do (a) participante

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel






