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RESUMO

A leishmaniose canina (LCan) é uma doenca parasitaria e zoondtica grave, que ja
foi descrita em pelo menos 98 paises ao redor do mundo, que tem como agentes 0s
protozodrios do género Leishmania, principalmente, L. infantum, os quais sdo
transmitidos por artrpodes flebotomineos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. A
doenca apresenta formas clinicas que podem ser tipificadas por seus inimeros sinais
clinicos, incluindo sinais cutaneos e viscerais. Na América do Sul, 0 nimero de caes
infectados estima-se em milhdes, e ha altas taxas de infec¢édo, especialmente no Brasil,
onde uma alta prevaléncia da infeccdo canina estd associada a um alto risco da doenca
em seres humanos. Trabalhos de pesquisa no estado de Minas Gerais tem demostrado
prevaléncia de quase 25%; contudo, determinar uma prevaléncia real é dificil. Por ser
uma doenca zoondtica, trabalhos de pesquisa na cidade de Lavras sdo necessarios para
determinar a prevaléncia em cées, 0s quais sdo sentinelas para a doenca humana e
reservatorios naturais de Leishmania spp. Este trabalho teve como objetivo determinar a
prevaléncia e fatores de risco para Leishmania spp. em amostras de sangue de cées de um
abrigo no municipio de Lavras, Minas Gerais. Neste estudo foi realizado um censo
epidemioldgico nos 324 cées do parque Francisco de Assis, nos meses de junho e julho
de 2019. Foram encontrados 18 animais positivos, que equivale a uma prevaléncia uma
taxa de prevaléncia de [5,56% (IC 95%: 3,33 a 8,64%] de CanVL, tendo como fatores de
risco para a infecgdo por Leishmania spp. a observacéo de valores baixos de hemacias e
hemoglobinas no hemograma. A baixa taxa de prevaléncia em comparagdo ao
apresentado em outros lugares pode ser o resultado tanto da agdo da Vigilancia e Controle
Epidemioldgico contra flebotomineos no municipio de Lavras, quanto da higienizagdo
realizada pelo mesmo abrigo; por outro lado, foi evidenciada a alta utilidade do
hemograma para a suspeita da doenca, uma vez que as alteracBes hematoldgicas
associadas com a presenca do parasita foram observadas mesmo em animais sem sinais
clinicos classicos da doenca.

Palavras chave: Leishmania spp., Leishmania infantum, zoonose, Lavras, leishmaniose
canina, flebotomineos.



ABSTRACT

Canine leishmaniasis (CanL) is a serious parasitic and zoonotic disease, which has
been described in at least 98 countries around the world, whose agents are the protozoa
of the genus Leishmania, mainly L. infantum, which are transmitted by arthropods sand
flies of the genera Phlebotomus and Lutzomyia. The disease has clinical forms that can
be typified by its numerous clinical signs, including cutaneous and visceral signs. In South
America, the number of infected dogs is estimated in millions, and there are high rates of
infection, especially in Brazil, where a high prevalence of canine infection is associated
with a high risk of the disease in humans. Research works in the state of Minas Gerais
have shown a prevalence of almost 25%; however, determining an actual prevalence is
difficult. As it is a zoonotic disease, research works in the city of Lavras are needed to
determine the prevalence in dogs, which are sentinels for the human disease and natural
reservoirs of Leishmania spp. This study aimed to determine the prevalence and risk
factors for Leishmania spp. in blood samples from dogs from a shelter in the city of
Lavras, Minas Gerais. In this study, an epidemiological census was carried out on 324
dogs in the Francisco de Assis Park, in June and July 2019. Eighteen positive animals
were found, which is equivalent to a prevalence rate of [5.56% (95% CI: 3.33 to 8.64%]
of CanVL, with risk factors for infection by Leishmania spp. the observation of low
values of red blood cells and hemoglobins in the blood count. The low prevalence rate
compared to that presented elsewhere may be the result both of the action of the
Surveillance and Epidemiological Control against phlebotomies in the municipality of
Lavras, as well as of the cleaning carried out by the same shelter; on the other hand, the
high usefulness of the blood count for the suspicion of the disease was evidenced, since
the hematological alterations associated with the presence of the parasite were observed
even in animals without classic clinical signs of the disease.

Keywords: Leishmania spp., Leishmania infantum, zoonose, Lavras,
leishmaniose canina, flebotomineos.
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1. INTRODUCAO

Umas das doencas transmitidas por vetores mais importantes da nossa época e
com crescente relevancia epidemioldgica sdo as leishmanioses. Estas sdo um grupo de
doencas causadas pela colonizacdo de parasitas do género Leishmania em mamiferos,
transmitidas principalmente por flebotomineos e manifestando-se em uma ampla
variedade de formas clinicas, variando em gravidade, desde a leishmaniose cutanea
(cutaneous leishmaniasis - CL) auto curavel até a fatal, denominada leishmaniose visceral

(visceral leishmaniasis - VL) (Ribeiro et al., 2013).

Em 1903, foi obtido pela primeira vez algum conhecimento sobre as doencas
causadas por Leishmania, sob responsabilidade de William Leishman e Charles Donovan,
médicos, trabalhando em possessdes britanicas na India, publicaram artigos
complementares, diferentes e de maneira simultdneas, no British Medical Journal
afirmando que teriam encontrado o microrganismo causador do calazar (nome com que €
conhecida a leishmaniose visceral em seres humanos); descoberta que foi confirmada no
mesmo ano por Laveran e Mesnil, que propuseram homenagear a dupla inglesa,
denominando Leishmania donovani o protozoario responsavel por essa doenca
(Leishman, 1903; Donovan, 1903) (Awasthi et al., 2004; Jogas Jr., 2017).

O transmissor da Leishmania conta com uma variedade de 30 espécies, espalhadas
por regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Esses vetores, coloquialmente
chamados de “mosquito-palha” pertencem, a subfamilia Phlebotominae, que possui
muitos géneros, sendo os principais Phlebotomus e Lutzomyia (Akhoundi et al., 2016;
FIOCRUZ, 1997).

Em seres humanos, as mortes pela doenca acumulam-se em milhdes em mais de
88 paises e, de acordo com as projecdes futuras, esses dados podem aumentar ainda mais
nos proximos anos (WHO, 2010). A América Latina é uma das regibes mais atingidas
pela doenca, devido a fatores ecoldgicos, como localizacdo tropical, bem como as
condicdes socioecondmicas, como a falta de higiene e a pobreza. E valido destacar que
todos os paises latinos reportam casos de leishmaniose atualmente (Marcondes & Day,
2019).

Neste contexto, o fato de o cdo doméstico (Canis familiaris) ser o animal com

maior proximidade aos seres humanos e, ao mesmo tempo, reservatorio natural de
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Leishmania. infantum (principal agente da leishmaniose visceral) coloca esse mamifero
domestico em uma posigéo epidemioldgica de muita importancia para o estudo da doenca
na propria espécie, e também em seres humanos (Duarte et al., 2016).

A deteccdo da doenca em animais de abrigos recebe uma importancia
epidemiol6gica em decorréncia de diversos aspectos, entre os quais destacam-se: a
aglomeracéo de animais com diversas doengas de base e imunocomprometidos, predispde
o desenvolvimento da doenca clinica; e a procedéncia distinta dos animais com
desconhecimento do histérico prévio de exposi¢cdao ou motivo do possivel abandono, o
que precisamente acontece no Parque Francisco de Assis, local de estudo para este
trabalho, a qual é uma organizagdo ndo governamental localizada no Km 341 da rodovia
265 no municipio de Lavras, Minas Gerais que fornece abrigo, alimento e atencdo
veterinaria a animais da rua, geralmente sem raca definida, de ambos os sexos, diversas
idades; alguns deles com doencas cronicas; o que faz preciso levar em conta o papel
desses animais como foco de transmissdo, e dessa forma, risco para funcionarios do

abrigo, futuros tutores e outros animais.

O Brasil, maior pais da Ameérica Latina e com uma enorme populacdo humana e
canina, € o pais mais atingido pela doenca neste continente, considerada um grave
problema de salde publica. Paises vizinhos como Argentina, Paraguai, Uruguai,
Venezuela e Colémbia j& reportaram surtos com numeros importantes de individuos
acometidos (Marcondes & Day, 2019).

No estado de Minas Gerais, Leishmania spp. ja foi identificada tanto em caes
(Coura-Vital et al., 2011; Lara-Silva et al., 2015), como em flebotomineos (Castro et al.,
2019). Também em Lavras, municipio no sul do estado, em 2018, foi registrado o
primeiro caso autdctone da doenca em uma menina de 12 anos (Narciso et al., 2018).
Esses resultados demostram a importancia da doenca ndo apenas no Brasil, mas também

em Minas Gerais e em Lavras.

Assim, considerando que a leishmaniose € uma doenca importante em saude
publica e animal, assim como a proximidade social que existe entre a populagdo humana
e o principal reservatorio urbano da doenca, além das constantes mudangas ambientais
que tem permitido ao vetor se expandir territorialmente, o objetivo deste trabalho foi
determinar a prevaléncia e fatores de risco para leishmaniose em cdes de um abrigo no

municipio de Lavras, Minas Gerais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

i. Etiologia

O parasita: Leishmania spp.

Os parasitas do género Leishmania spp. sdo um grupo de aproximadamente 30
protozoarios flagelados intracelulares obrigatorios, mundialmente distribuidos;
pertencentes ao sub-reino Protozoa, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e
género Leishmania. Destes, ao menos 20 espécies tém sido reportadas como causadoras
da leishmaniose em seres humanos e em cerca de 70 espécies de animais mamiferos
(alguns deles considerados reservatérios naturais do agente). O agente é transmitido ao
hospedeiro pela picada de fémeas de flebotomineos hematdfagos (Antinori et al., 2012;
Disch et al., 2005; Jorgensen & Pfaller, 2015; Schénian et al., 2010; WHO, 2010).

O género Leishmania divide-se em dois subgéneros: Leishmania e Viannia. O
subgénero Leishmania é formado pelos complexos L. donovani, L. tropica, L. major, L.
aethiopica e L. mexicana e suas espécies. Ja o subgénero Viannia tem como complexos
L. braziliensis, L. guyanensis, L. naiffi, L. lainsoni e suas espécies. As diferencas em
aspectos clinicos e epidemiolégicos entre essas espécies relacionam-se a diferencas
genéticas e fenotipicas, identificaveis entre espécies apenas por analise de isoenzimas,
métodos moleculares ou anticorpos monoclonais (Bafiuls et al., 2007; CDC, 2017; WHO,
2010). A organizacdo taxondmica do género Leishmania € apresentada de maneira

detalhada na seguinte figura:



| Sub-reino Protozoa ‘

|

| Ordem Kinetoplastida |
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| L. donoveni | I tropica | L. major | L. aethiopica | L. mexicana |

1

-

I 3 1
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L. donovarni
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=
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4 L
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final:
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Figura 1. Taxonomia de Leishmania (espécies sublinhadas sdo ou foram questionadas).

Adaptado de Bafiuls et. al. (2007) e WHO (2010)
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No Velho Mundo, existe apenas um subgénero, Leishmania, enquanto no Novo
Mundo os dois subgéneros: Leishmania (aquelas que se aderem na porgdo anterior e
média do intestino do vetor) e Viannia (aquelas que se aderem ao intestino posterior) ja
foram identificados (Bafiuls et al., 2007; Disch et al., 2005).

A Leishmania infantum (sinonimia de Leishmania chagasi) é uma espécie do
subgénero Leishmania e o agente causal de leishmaniasis visceral (LV), produzindo uma
doenca mais severa, tanto em seres humanos quando em cédes. No hospedeiro vertebrado
(mamifero) permanece em estagio de amastigota, com forma ovoide ou redonda, de 1,5
3,0 por 2,5-6,5 um, e um grande nucleo e um cinetoplasto em forma de bastonete
associado a um flagelo rudimentar. Encontrado dentro do macrofago e outras células do
sistema reticuloendotelial, na pele, baco, figado, medula déssea, nddulos linfaticos e

mucosa desses hospedeiros (Taylor, 2016).

Na Ameérica do Sul, ja foram isoladas ou identificadas por técnicas moleculares
em cées as espécies L. amazonensis, L. braziliensis, L. colombiensis, L. infantum (L.
chagasi), L. mexicana, L. panamensis, L. peruviana e L. pifanoi; sendo as espécies L.
braziliensis e L. infantum as de maior distribuicdo nessa parte do continente. Existe
robusta evidéncia cientifica que aponta que o cdo doméstico € o principal reservatorio
doméstico de L. infantum, com importancia epidemiolégica da doenca que acomete 0s
seres humanos na América Latina, o que ndo ocorre para L. braziliensis, para a qual existe
a possibilidade do cdo for um reservatorio acidental (Rivas et al., 2020). Contudo, L.
infantum e L. braziliensis sdo as duas subespécies mais importantes em causar doenga em
canideos, a leishmaniose visceral canina (LVCan) e leishmaniose tegumentar (LTCan),
respectivamente (Cardoso et al., 2019; Carvalho et al., 2015; Marcondes & Day, 2019).

O vetor: flebotomineos hematofagos, “mosca-palha” ou sandflies

Os vetores flebotomineos, coloquialmente chamados de “moscas-palha”,
pertencem a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae (Akhoundi et al., 2016; FIOCRUZ, 1997). Estes insetos estdo presentes
principalmente em climas quentes em zonas da Asia, Africa, Austrélia, sul da Europa e o
Américas (Killick-Kendrick, 1999). Estes insetos passam por metamorfose completa por
meio de quatro estagios de desenvolvimento: ovo; larva (quatro instares); pupa e adultos.

Ao contrario dos mosquitos, 0s estagios imaturos nao precisam de &gua parada para
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completar seu desenvolvimento, embora necessitam de habitats relativamente imidos e
quentes (Volf & Volfova, 2011).

Os adultos séo pequenos e raramente excedem 3,5 mm de comprimento corporal.
Estdo cobertos com uma densa pelagem e mantém, suas asas em uma forma caracteristica
de V' sobre suas costas quando estdo em repouso; variam em cor de quase branco a quase
preto, as pernas sao muito longas e delicadas (Maroli et al., 2013). Fémeas exigem pelo
menos um repasto sanguineo para completar o desenvolvimento dos foliculos ovarianos
e, ao contrario dos mosquitos, seus ataques ao hospedeiro séo silenciosos. Os adultos séo
principalmente ativos & noite e pela manhd, embora possam realizar o repasto sanguineo

durante o dia também, caso sejam incomodados (Maroli et al., 2013).

Sdo reconhecidas cerca de 800 espécies de flebotomineos, sendo
aproximadamente 464 delas encontradas no Novo Mundo (as Américas) e 375 no Velho
Mundo (Europa, Asia e Africa). Dessas, cerca de 98 espécies sdo atualmente
comprovadas ou suspeitas de serem vetores da leishmaniose (Filho & Pinto, 2004; Maroli
et al., 2013). Porém, Galati et. al. (2014), realizou uma nova proposta na qual inclui 931
espécies existentes (916 espécies validas e 15 com estado taxonémico incerto)

classificadas em seis subtribos:

e Phlebotomina (género Phlebotomus, 110 espécies);

e Australophlebotomina (género Australophlebotomus, dez espécies);

e Brumptomyiina (géneros Brumptomyia [26 espécies] e Oligodontomyia
[trés espécies]);

e Sergentomyiina (géneros Sergentomyia [310 espécies], Deanemyia [cinco
espécies] e Micropygomyia [55 espécies]);

e Lutzomyiina (géneros Sciopemyia [oito espécies], Lutzomyia [74
espécies], Migonemyia [sete espécies], Pintomyia [57 espécies],
Dampfomyia [20 espécies], Expapillata [dois espécies], Pressatia [oito
espécies], Trichopygomyia [16 espécies] e Evandromyia [42 espécies]) e;

e Psychodopygina (géneros Psathyromyia [43 espécies], Viannamyia
[quatro espécies], Martinsmyia [11 espécies], Bichromomyia [seis
espécies], Psychodopygus [40 espécies], Nyssomyia [20 espécies] e

Trichophoromyia [39 espécies]) (Galati et al., 2014).
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Uma abordagem atual levou a subdivisdo do Phlebotominae em seis géneros: trés
géneros encontrados no Velho Mundo (Phlebotomus [13 subgéneros], Sergentomyia [dez
subgéneros] e Chinius [quatro espécies]) e trés no Novo Mundo (Lutzomyia [26
subgéneros e grupos], Brumptomyia [24 espécies] e Warileya [seis espécies]);

classificacdo que € amplamente usada (Akhoundi et al., 2016).

Flebotomineos do Velho Mundo:

Os flebotomineos do Velho Mundo incluem trés géneros: Phlebotomus,
Sergentomyia e Chinius, que sdo encontrados nas regifes palearticas, afrotropicais,
malgaxes, orientais e australianas. Estes géneros estdo presentes apenas no Velho Mundo
e sdo particularmente prevalentes na regido Paleartica, que € a principal area temperada
do Velho Mundo, sendo a maioria das espécies habitantes de areas semiaridas e savanas,
ndo de florestas. Portanto, a distribuicdo geografica do género Phlebotomus se estende
desde as regides do Mediterraneo, Afrotropical, Oriente Médio e Oriente até a Asia
central. Todos os vetores da leishmaniose cuténea e visceral humana encontrados na

Europa, Asia e a Africa pertencem a este género (Akhoundi et al., 2016).

Hé& evidéncias que sugerem Phlebotomus argentipes como possivel vetor de L.
donovani na CL no Sri Lanka e confirma o papel vetorial de Phlebotomus orientalis para
L. donovani no Quénia; Phlebotomus salehi para L. major e membros do complexo
principal de Phlebotomus para L. infantum no Ird. Além disso, P. sergenti foi confirmado
como o vetor de CL causado por L. tropica na Argélia e Tunisia (Maroli et al., 2013).

Flebotomineos do Novo Mundo:

Segundo a classificacdo proposta por Galati et. al., (2014), e atualmente aceita, 0s
flebotomineos do Novo Mundo incluem trés géneros: Lutzomyia, Warileya e
Brumptomyia, que sdo encontrados nas regides Neartica e Neotropical, dos quais o género
Lutzomyia é o mais diverso. Esses flebotomineos possuem menor importancia na América
do Norte devido ao clima, porém tem muita importancia e abundancia na parte tropical
das Américas (Akhoundi et al., 2016; Galati et al., 2014).

Lutzomyia é o género mais importante em termos de diversidade de espécies e

importancia médica; algumas espécies sdo encontradas apenas no Novo Mundo,
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principalmente em é&reas florestais na América do Sul e Central. Amplas variacdes
morfolégicas ja foram descritas para as espécies deste género, e com isso a classificagdo
desses vetores permanece amplamente ndo resolvida e depende de divisbes baseadas em

caracteres taxondmicos morfoldgicos que ainda sdo controversos (Akhoundi et al., 2016).

Parasitas do género Leishmania sé&o transmitidos principalmente pela picada de
flebotomineos do género Lutzomyia na América Latina, sendo L. infantum transmitida
principalmente por Lutzomyia longipalpis, uma espécie amplamente distribuida desde
Meéxico & Argentina, com uma aparente maior disseminagdo no Brasil, Argentina e
Uruguai (Marcondes & Day, 2019). Contudo, a ocorréncia de leishmaniniase visceral
(LV) em éareas onde o vetor usual da VL, Lu. longipalpis, esta ausente, assim como a
descoberta de outros flebotomineos naturalmente infectados com este agente sugerem que
existem outros vetores na Ameérica Latina; de fato, ha evidencias que incriminam Lu.
forattinii e Lu. migonei como vetores potenciais de LV (Marcondes & Day, 2019; Maroli
etal., 2013).

Neste sentido, Pita-Pereira et. al. (2008) encontraram Lu. forattinii junto a
isomorfica Lu. cruzi, no estado de Mato Grosso naturalmente infectadas por parasitas
identificados como L. infantum por métodos moleculares. Similarmente, Lu. migonei,
suspeito de ser o vetor de VL em La Banda, Argentina, também foi indicado como
possivel vetor da doenca em Pernambuco, Brasil, a partir da deteccdo de L. infantum em
caes; encontrando que nenhum Lu. longipalpis foi identificado, enquanto 89% dos
flebotomineos das casas, e 96% das moradias dos animais domésticos eram Lu. migonei
(Carvalho et al., 2007).

Ademais, é preciso considerar que certamente, 0 impacto das mudancas
ambientais no comportamento dos vetores de LC na América Latina é crucial para o
estabelecimento de algumas espécies de Lutzomyia no ambiente doméstico, o que pode

alterar o perfil epidemioldgico da doenca (Maroli et al., 2013).

Ciclo biologico de Leishmania infantum

O parasita tem um ciclo de vida assexual, digenético e heteroxeno: apresenta uma
forma promastigota movel flagelada, localizada no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado e um forma amastigota, imével e flagelar, que afeta o hospedeiro vertebrado,
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localizando-se principalmente em macréfagos; cuja transmissdo se origina durante as
refeicOes de sangue que as fémeas do vetor precisam para desenvolver os ovos (Killick-
Kendrick, 1999; Ribeiro et al., 2018).

Quando um flebotomineo pica um hospedeiro mamifero infectado, ele ingere
macrofagos infectados por parasitas no estdgio amastigota arredondado e ndo mével, os
quais se transformam para o estagio promastigota flagelado, por fissdo binaria maltipla
no intestino médio. Depois, migram para o intestino anterior e, posteriormente, para as
partes da boca (faringe, cibarium e probdscide) do inseto infectado, podendo ser
transmitido para novos hospedeiros no momento que o inseto se alimentar novamente de

sangue. Dessa forma, da por concluido o clico no vetor invertebrado (Ribeiro et al., 2018).

No momento da picada, estas promastigotas infecciosas sdo inoculados pela
proboscide do vetor para a pele do hospedeiro vertebrado. Nesse momento, o parasita é
fagocitado por macréfagos, evoluem para a forma amastigota, na qual acontece uma
reproducdo assexuada e de forma continua até que ocorre a ruptura do macréfago. A partir
deste momento, os parasitas se espalham invadindo fagocitos mononucleares em muitos
orgdos, principalmente bago, figado, medula 6ssea, nodulo linfatico, e outros tecidos
(Ribeiro et al., 2018)
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ii.  Epidemiologia
Distribuicdo geogréfica e prevaléncia

A leishmaniose compde parte do grupo das “Doencas Tropicais Negligenciadas”
(Neglected Tropical Diseases, ou NTD), as quais tém como caracteristicas comuns sua
associacdo com a pobreza e a escassez de recursos para pesquisa, além de desnutricdo, moradias
de baixa qualidade, higiene precaria, imunossupressdo e doencas associadas ao HIV. Todas
essas condic¢des se apresentam de maneira mais acentuada em paises em desenvolvimento; mas
também, a isso se adiciona a pouca capacidade da industria farmacéutica em criar farmacos
novos e mais eficazes para um melhor controle e tratamento da doenca (Alvar et al., 20123;
Dujardin et al., 2008).

A leishmaniose ja foi identificada como endémica em mais de 88 paises em quatro
continentes e cerca de 700 mil a 1 milhdo de novos casos e entre 20 e 30 mil mortes ocorrem
anualmente no mundo, sendo LV uma das formas clinicas mais importantes da leishmaniose
em seres humanos e em cées (Alvar et al., 2012b; CDC, 2017; WHO, 2010). A maioria dos
paises afetados estdo nos trépicos e subtropicos, com territérios que variam de florestas
tropicais na América Central e do Sul a desertos na Asia Ocidental. Mais de 90% dos casos
mundiais de leishmaniose visceral ocorrem na Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sud&o (CDC,
2017).

Marcondes & Day (2019), explicam que o nimero de cdes infectados na América do
Sul esta estimado em milhdes, com altas taxas de infeccdo, especialmente no Brasil, onde uma
alta prevaléncia de infeccdo canina esta associada a um alto risco de doenca na populagéo
humana. Porém, esses mesmos autores expdem razbes pelas quais é dificil calcular a

prevaléncia real nesta regiao:

e 0 numero limitado de publicacGes em alguns paises;

e limitagcbes na metodologia utilizada nos estudos relatados, ndo permitindo a
identificacdo das espécies Leishmania;

e asobreposicdo de areas endémicas para doenca de Chagas (relatada em cées do
sul dos EUA), o que pode levar a reacdo sorologica cruzada com CL e VL;

e Coinfec¢do humana e canina por L. infantum e L. braziliensis;
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e Animais que ndo apresentam sintomas clinicos, resultam ser positivos na hora

de aplicar a Reacdo em Cadeia da Polimerase para Leishmania spp.

Nesse cenario, € grande o desafio de conseguir a identificacdo de caes infectados
subclinicamente e embora a soropositividade seja encontrada em 88-100% dos casos clinicos
em cdes afetados, a infeccdo é evidente em apenas 30-66%. Utilizando o método diagndstico
baseado em PCR em éareas endémicas, tem-se confirmado que a prevaléncia da infeccdo em
cdes € muito maior do que a proporcao daqueles que realmente desenvolvem a doenca (Baneth
et al., 2008; Miro et al., 2008). Esse aspecto é uma dificuldade para pesquisadores na América
Latina, pois 0 acesso a métodos moleculares algumas vezes ndo é possivel ou € limitado
(Marcondes & Day, 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, os paises latinos onde a doenca ja foi
reportada sdo: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Coldémbia, Costa Rica, Cuba, Republica
Dominicana, Ecuador, El Salvador, Guayana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México,
Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela (WHO., 2017). Contudo,
sdo Brasil, Argentina e Paraguai os paises onde L. infantum apresenta maior evidencia de
disseminacdo, como agente da CanVL (Marcondes & Day, 2019). Cabe destacar que estes
resultados devem ser interpretados com cautela, uma vez que muitos estudos sorolégicos foram
realizados em areas com sobreposicao entre LV e LC (Tolezano et al., 2007). No Paraguai, 0
namero de casos registrados de LV e LVCan aumentou significativamente nos Gltimos anos,
com taxas de soroprevaléncia de LV Can variando de 23% a 32% de 2005 a 2016; a maioria dos
casos estdo concentrados em torno a Assuncdo, a capital do pais. Neste local, a transmissao
urbana é uma grande preocupacdo, pois a soroprevaléncia de LV Can variou de 3,1% a 11,8%
até 1999, e foi estimado em 58% em 2006, atingindo valores de 69% em cées esterilizados em
2010 (Marcondes & Day, 2019).

Ja na Argentina, no ano 2006, em Posadas, quando o primeiro caso de LVCan foi
relatado a prevaléncia de LVVCan (com base em sorologia e/ou PCR) foi estimada 57,3% (Cruz
et al., 2010). Uma taxa de a prevaléncia também alta de LCCan (27,7%) foi também registrada
em uma area onde L. braziliensis e L. amazonensis foi previamente isoladas de pacientes
humanos (Padilla et al., 2002). Além disso, a incidéncia anual de soroconversdo para
leishmaniose e do aparecimento de lesdes ulcerativas, em cdes morando em uma area endémica
para L. braziliensis no pais, foi estimada em 22,7% e 13,5%, respectivamente (Marco et al.,
2001).
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No Brasil, inicialmente, a LV estava concentrada apenas em areas rurais pobres do
Nordeste, mas desde a década de 1980 epidemias tem surgido nas principais cidades do pais, e
os relatos da doenca em cées 0 no ser humano tém gradualmente se estendido para o sudeste e
centro-oeste do pais. Depois de 2004, mais de 3000 casos humanos foram reportados (Brasil,
2017).

Em uma pesquisa desenvolvida em Belo Horizonte, capital do estado de Minas Gerais,
Brasil, em 2008, coletaram sangue em 1443 cédes que moram em casas de familia, nos quais foi
aplicado ELISA, como técnica soroldgica, e a Reacdo em Cadeia da Polimerase com
Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP), como técnica
molecular. Como resultado os pesquisadores acharam que 230 (15,9%) foram soropositivos em
pelo menos um ELISA, enquanto PCR-RFLP demostrou 356 animais (24,7%) positivos para
DNA de L. infantum (Coura-Vital et al., 2011).

Em 2011, nos distritos de Salgado Filho e Miramar, também em Belo Horizonte, Minas
Gerais, Lara-Silva et. al. (2015) realizaram um censo e em 1408 cées avaliados pelos testes de
imunofluorescéncia indireta (IFAT) e ELISA a presenca de anticorpos anti-L. infantum foi
observada em 3,6% (51/1408) dos animais, sendo cdes com a infec¢do subclinica 45% dos

animais soropositivos (Lara-Silva et al., 2015).

Ainda em Belo Horizonte, em estudo conduzido em uma area endémica para VL em
1443 cdes de rua, 230 (15,9%) animais foram soropositivos no ELISA para leishmaniose,
enquanto 356 (24,7%) cées foram PCR positivos, demonstrando que o a prevaléncia de infec¢édo
foi maior quando determinada por PCR em comparacdo com sorologia; sendo apenas 60

(16,8%) dos cées PCR-positivos, soropositivos (Coura-Vital et al., 2011).

No municipio de Lavras, Minas Gerais, em 2018, foi reportado o caso de uma menina
de 12 anos com historia de febre recorrente, anorexia, caquexia, fadiga crénica, perda de peso,
edema unilateral da pélpebra esquerda, tosse persistente e pancitopenia. Foi realizado teste
imunocromatografico rapido e o diagnostico foi de LV, e a identificacdo molecular foi realizada
por PCR com material obtido de medula éssea. Esse foi o primeiro caso de VL autdctone do
municipio de Lavas, o qual respondeu satisfatoriamente a terapia (Narciso et al., 2018).
Também em Lavras, em 2016-2017, no peridomicilio de residéncias localizadas em areas com
um alta incidéncia de leishmaniose visceral canina, foi detectado Leishmania spp. em cinco

fémeas de Lu. longipalpis por meio da técnica da PCR (Castro et al., 2019).
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Fatores de risco

A fator de risco mais importante para apresentacdo da leishmaniose é a presenca do
flebotomineo infectado com o parasita (Suarez Rodriguez et al., 2012). Ja no que respeita ao

hospedeiro canino, os fatores de risco ja descritos séo:

e Localizacdo: animais morando em regides rurais ou areas periurbanas com um
gréo populacdo de caes infectados ao redor (Carrillo et al., 2013; Solano-Gallego
et al., 2006). Em areas rurais e semirrurais, 3% dos cées sdo infectados em cada
estacdo de transmisséo e cdes de guarda tem risco 70% maior de infeccdo do que
outros cdes (Alvar et al., 2004).

e ldade: maior prevaléncia em animais jovens de até 3 ou 4 anos, devido a falta
de maturidade do sistema imune; e depois dos 7 ou 8 anos, devido a presenca de
comorbidades de base, outras doencas infecciosas ou neoplasias, assim como
terapias com imunossupressores (Amela et al., 1995; Cardoso et al., 2004;
Miranda et al., 2008; Miré et al., 2008).

e Sexo: ndo tem uma importancia epidemioldgica, porém é sinalizado que os
machos apresentam maior prevaléncia provavelmente devido ao fato de se
movimentar mais que as fémeas (Amela et al., 1995; Miranda et al., 2008).

e Raca: todas as racas de cédes sdo suscetiveis a infeccdo por Leishmania spp.,
embora seja aceito que a raca Ibiza Hound e os cologuialmente como “vira-
latas” (animais sem raga definida, ou SRD) de areas endémicas, tenham
desenvolvido um certo nivel de resisténcia, enquanto parece que 0s animais
consanguineos podem ser mais suscetiveis (Alvar et al., 2004). Por outro lado,
racas como Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler, Doberman y Pastor Alemé
aparentemente sao mais susceptiveis a apresentar a doenca (Franga-Silva et al.,
2003; Miranda et al., 2008; Quilez et al., 2012).

e Porte: também ja foi identificada maior soroprevaléncia em animais de médio e
grande porte, o que acredita-se que seja em funcdo da maior massa muscular e

consequente maior area para picada (Miro et al., 2012).

Reservatorios e transmissao

Desde a primeira descri¢do da leishmaniasis canina (LCan) na Tunisia, por Nicolle e

Comte (1908), o cdo foi apontado como um importante reservatorio do agente etiologico da LC
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e com grande importancia epidemioldgica na sua transmisséo (Nicolle & Comte, 1908; Ribeiro
et al., 2013). O gato (Felis catus), como animal doméstico, ndo tem um papel na manutencao
do ciclo de vida do agente; a pouca informacao que existe, relata que o sistema imunitario deste
felino € eficaz para controlar o parasito, embora este topico ainda careca de mais investigacdo
(Maia & Campino, 2011; Pennisi & Persichetti, 2018; Solano-Gallego et al., 2007).

O cédo domestico é o principal reservatorio da LV, causada por L. infantum, a qual é
transmitidas por insetos do género Phlebotomus e Lutzomyia, respectivamente (WHO, 2010).
Os canideos, de modo geral, fornecem todas as condicGes para se tornarem reservatérios de L.
infantum, e muitos lobos, raposas e chacais carregam o parasita, constituindo o ciclo selvagem
da doenca, porém por causa das baixas populacdes e da distancia de habitacdes humanas nado
sdo considerados reservatérios principais do agente. Apenas a raposa cruza o ciclo selvagem e
0 domeéstico que é mantido pelos cdes como reservatério hospedeiros (Alvar et al., 2004). Como
parte desse ciclo selvagem ja foi detectado DNA de L. infantum em roedores das espécies
Dasyprocta sp. e Proechimys cuvieri no Brasil (E. S. Moreno et al., 2019); foi detectado
parasitas do complexo L. donovani em roedores selvagens das espécies Arvicanthis sp.,
Mastomys erythroleucus, Mastomys erythroleucus, Mastomys erythroleucus e Gerbilliscus
nigricaudus; e L. tropica em Acomys sp., Arvicanthis sp., Acomys cf. mullah, Acomys cf. mullah
e Gerbillus nanus na Etidpia (Kassahun et al., 2015); assim como DNA de L. infantum em

Mangusto egipcio em Portugal (Gomes et al., 2020).

L. infantum é transmitida pela picada de flebotomineos e até agora ndo foi provado que
outros artropodes sdo capazes de agir como vetores. Na América Latina, o principal vetor de L.
infantum € Lu. longipalpis, distribuido desde México até Argentina. Embora ja exiba uma
extensa distribuicdo geografica, parece que este vetor estd sofrendo ainda mais expansao no
Brasil, Argentina e Uruguai, o que poderia justificar a ampla presenca da doenga nestes paises,
principalmente Brasil (Marcondes & Day, 2019).

Ecologia da doenca

Compreender doencas, mais do que em escala de casos clinicos individuais, requer a
avaliacdo de perspectivas ecoldgicas e evolutivas, o que permite entender que uma epidemia é
uma interagdo entre duas populacGes de espécies: patdgeno e hospedeiro (Karesh et al., 2012).
No caso de uma zoonose, existe uma interacdo entre pelo menos trés espécies: um patdgeno e

duas especies hospedeiras vertebradas, com pessoas e outras espécies animais agindo como o
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reservatorio da infecgdo. Para aquelas doengas zoonotica transmitidas por vetor (como
leishmaniose), a ecologia é ainda mais complicada, considerando que a ecologia dos vetores,
hospedeiros e reservatorios podem mudar a dindmica da transmisséo (Kilpatrick & Randolph,
2012). Enquanto principios ecoldgicos que moldam a dindmica e sobrevivéncia de patdgenos
tem permanecido semelhantes, a populacdo humana tem mudado o ambiente em que esses
principios operam, e isso € observidvel em agBes como a domesticacdo de animais,
desmatamento para agricultura e pastagem e caca de animais selvagens em novos habitats; o
resulta em uma evolucdo dos patogenos e se traduz em novas infec¢es zoondticas (Coker et
al., 2011).

A leishmaniose, em todas as suas formas de apresentacdo, € exemplo perfeito do
anteriormente exposto: no inicio, a doenca estava limitada a ambientes rurais; mas, com as
mudancas ambientais e ecoldgicas, houve uma transicdo epidemiolégica, com aumento
incidéncias em areas urbanas, associadas a colonizacdo de flebotomineos e a propagacéo e
adaptacdo de hospedeiros reservatorios naturais a estes ambientes antropicos (Marcondes &
Day, 2019).

De fato, a expansdo de VL na America Latina esta relacionada com: a destruicdo de
ecossistemas e modificacdo de ambientes naturais devido ao desmatamento, estabelecimento
de assentamentos rurais, industrializacdo e construcdo de estradas, rodovias, gasoduto de gas
natural Brasil - Bolivia, campos de mineracdo, barragens e usinas hidrelétricas; urbanizacéo,
associada a migracdo em massa de pessoas das areas rurais para as cidades; migracdo
concomitante de cdes infectados; movimento de cdes com CanVL para evitar eutanasia; pobreza
e falta de higiene; controle ineficaz ou parcialmente eficaz de vetores e da doencas (Maroli et
al., 2013); (Marcondes & Day, 2019).

iii.  Patogenia

De acordo as manifestacdes clinicas, a doenca esta classificada em leishmaniose visceral
(LV), a forma mais severa da doenca, e leishmaniose cutanea ou tegumentar (LC), a forma mais
comum. No Brasil, 0o maior parte dos casos séo de CL, sendo o termo “leishmaniose” o preferido
para distinguir a doenca em cées (LVVCan) em contraposicao a “leishmaniase” que ¢ usado para
seres humanos (Carvalho et al., 2015; Marcondes & Day, 2019; Sykes, 2014).



26

Na CanVL, apds a picada do flebotomineo infectado e durante o longo periodo de
incubacdo (até 7 anos), a distribuicao do parasita é extensa, em todo o organismo, especialmente
no baco, figado, nodulos linfaticos, medula 0ssea, rins e pele, e se da por meio de disseminacao
por via sanguinea e linfatica (Alvar et al., 2004). A presenca de parasitas em diversos tecidos e
0rgdos provoca lesGes e sintomas caracteristicos da CanVL, entre as quais: reacdes
inflamatorias proliferativas que resultam em infiltracdo celular (as vezes extensas) que
provocam uma alteracéo progressiva e desequilibrio funcional dos 6rgéos afetados. A doenca
gera também uma resposta humoral, comegando com estimulacao policlonal de células B, que
produzem uma alta concentracéo de globulinas, incluindo imunoglobulinas especificas e ndo
especificas; assim como imunocomplexos, compostos principalmente de 1gG e as fragfes C1,
C2 e C4 do complemento, que se desenvolvem em diferentes locais do corpo (Alvar et al.,
2004).

Neste processo, comegcam a se apresentar as alteracbes dermatoldgicas, que sao
manifestacdes da resposta imune. Na resposta de resisténcia hd uma dermatite caracteristica
com celulas de Langerhans e queratindcitos expressando complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il, células T, macréfagos e parasitas na derme.
Enquanto, na resposta de animais mais suscetiveis, as lesdes nodulares aparecem sem células
apresentadoras de antigeno com muitos macrofagos parasitados (Fondevila et al., 1997), sendo
comum também a aparicdo de fibroblastos parasitados, o que é importante no desenvolvimento

de Ulceras (Rodriguez et al., 1996).

No rim, a reposta imune causa lesdes, caracterizadas por danos tubulares e glomerulares,
qgue levam a uma glomerulonefrite aguda e glomerulonefrite extramembranosa, e
posteriormente a insuficiéncia renal como resultado da deposi¢do de imunocomplexos
formados por 1gG anti-Leishmania (Benderitter et al., 1988; Mancianti et al., 1989). No baco
do cdo com CanVL, produz-se uma desorganizacdo da polpa branca, com apenas alguns
linfécitos ao redor da arteriola central; enquanto a polpa vermelha torna-se hipercelular, com
células plasmaticas e macréfagos parasitados na zona marginal e proliferacdo de células
endoteliais, com a cépsula e as trabéculas espessadas. Os nodulos linfaticos apresentam
hipertrofia das regifes cortical e medular, os centros germinativos aparecem com uma zona
hiperplasica B-dependente e muitos macréfagos, enquanto a zona T-dependente esta reduzida
(Tafuri et al., 2001).

O parasita também é capaz de afetar as mucosas e tem sido observadas les6es na lingua,

pénis e cavidade oral. Além disso, amastigotas produzem lesbes vasculares envolvendo as
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pequenas artérias de numerosos orgaos (Font et al., 1996; Pumarola et al., 1991). Lesbes
oculares também sdo uma consequéncia da infiltracdo de células plasmaticas e macr6fagos
infectados com amastigotas, causando lesdes em diferentes estruturas oculares e a presenca de
depdsitos de 1gG, que afeta a permeabilidade vascular (Garcia-Alonso et al., 1996). A
manifestacdo ocular mais comum é a uveite anterior, caracterizada por edema, miose, formacéo
fibrina na cdmara anterior e varios nddulos no corpo da iris (Garcia-Alonso et al., 1996; Pena
et al., 2000).

Apesar de ndo ter sido encontrada uma relagdo clara entre CanVL e doenca
cardiorrespiratoria, foram observados infiltrados inflamatérios no coracdo e pulmdes em cées
com leishmaniose, e detectado por citologia a presenca de uma baixa carga de amastigotas
nestes 6rgdos, embora ndo tenha sido encontrado sinais de alteracdo cardiaca ou pulmonar
(Alves et al., 2010).

iv.  Sinais clinicos

As manifestacGes clinicas da infeccdo por Leishmania spp. sdo varidveis. Alguns caes
conseguem eliminar completamente a infec¢do, mas uma porcentagem dos animais desenvolve
a forma grave da doenca, com risco de 6bito (Molina et al., 1994). Outros cées permanecem
persistentemente infectados, mas com infec¢do subclinica e com a possibilidade de reativacdo
em um momento de imunossupressdo. Estes animais tém um papel importante como
hospedeiros reservatérios, uma vez que os podem infectar flebotomineos adquirem o parasito
deles (Palatnik-de-Sousa, 2012).

Quando a doenca clinica aparece, suas manifestagdes podem variar de dermatite papular
leve ou esfoliativa a doenca disseminada grave, devido a proliferacdo macica de histiécitos,
linfocitos B, celulas plasmaticas em tecidos reticuloendoteliais, e consequéncias
imunomediadas de uma infeccdo cronica e persistente. As lesdes cutaneas que mais comumente
se manifestam na LCCan sdo alopecia, descamacdo e/ou ulceracdo. Estes sinais sdo
frequentemente notados antes do desenvolvimento dos sinais de infeccéo sistémica, apesar de
ocorrerem como consequéncia de disseminagdo do parasita. Muitos cdes também desenvolvem

onicogrifose (unhas anormalmente longas ou quebradicas) (Sykes, 2014).

Os sinais sisttmicos de CanVL incluem febre, perda de peso, atrofia muscular,

inapeténcia e letargia, ulceracdo oral, esplenomegalia e linfadenomegalia progressivas, mucosa
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palida devido a anemia e, raramente, hepatomegalia. Acredita-se que o desenvolvimento de
autoanticorpos e complexos imunes circulantes leve a uma trombocitopenia imunomediada
e/ou trombocitopatia e sinais como epistaxe ou melena, claudicacao e inchago das articulacdes,
devido a poliartrite imunomediada, miosite, uveite, vasculite e glomerulonefrite (Sykes, 2014).
No caso de sintomas renais, para muitos cdes a lesdo glomerular culmina em sindrome nefrética
e/ou falha da fungdo tubular, com politria e polidipsia, vomitos, diarreia e desidratagdo.
Entretanto, é valido ressaltar que a insuficiéncia renal pode ocorrer na auséncia de outras lesdes
(Ciaramella et al., 1997).

Como parte das condigOes que justificam a anemia se enumera uma combinagdo de
fatores que incluem perda de sangue, inflamacéo, insuficiéncia renal, destruicdo imunomediada
e aplasia ou hipoplasia da medula. Também sdo comuns lesdes oculares, além da uveite, outras
lesbes oculares incluem blefarite, conjuntivite, panoftalmite e ceratoconjuntivite. A
ceratoconjuntivite € um resultado direto da infeccdo da glandula lacrimal por Leishmania
(Naranjo et al., 2012).

A Leishmania spp. é capaz de afetar qualquer érgdo e alguns relatos incluem sinais
clinicos como prostatite e infertilidade; lesbes nodulares em lingua e outras superficies
mucosas; pancreatite; envolvimento gastrointestinal, miocardico ou pulmonar; osteomielite;

meningite; e formacéo de granuloma dentro a medula espinhal (Sykes, 2014).

v.  Diagnéstico

O diagnostico da leishmaniose tem dois objetivos: a) confirmar a doenca clinica e; b)
detectar cdes e pessoas infectados e clinicamente saudaveis que vivem em areas endémicas.
Com isso, evita-se a transmissdo por portadores subclinicos por transfusdo de sangue, a
importacdo de cdes infectados para areas ndo endémicas, além de controlar a resposta ao

tratamento (Solano-Gallego et al., 2011).

Diagnosticar a infeccdo ndo é sindbnimo de diagnosticar de doenga, uma vez que a
maioria de cdes infectados ndo desenvolvem a doenca (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et
al., 2011) e que os resultados diferem entre cdes clinicamente saudaveis e caes clinicamente
doentes (Noli & Saridomichelakis, 2014). Os ensaios diagnosticos especificos para
leishmaniose incluem o exame citoldgicos ou histopatologico dos tecidos afetados, sorologia e

cultura do organismo ou PCR dos tecidos envolvidos ou a partir de sangue (Sykes, 2014).
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Exames laboratoriais disponiveis para o diagnostico de leishmaniose

Para uma abordagem detalhada, este tOpico descreve exames complementares, 0s quais
reflexam o estado fisiopatologico do paciente na rotina clinica; assim como cultivo de
Leishmania e visualiza¢do por medio de citologia, analises imunoldgicas e a técnica molecular;

as quais permitem uma identificagdo do agente.
Exames complementares

Hemograma: a anormalidade mais comum em cdes com leishmaniose é a anemia, em
grau leve a moderado, normocitica, normocrémica e ndo regenerativa, com trombocitopenia
leve em até 50% dos animais afetados. As contagens totais de leucocitos, neutréfilos, linfécitos,
monocitos e eosinofilos podem estar diminuidas, dentro o intervalo de referéncia, ou
aumentada, e pode haver pancitopenia. Embora a maioria dos cées apresentem linfopenia ou

linfocitose moderada a grave (Sykes, 2014).

Bioguimica: as alteragdes na bioguimica sérica incluem hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia e azotemia leve a moderada. Entretanto, a hiperglobulinemia e
hipoalbuminemia estdo presentes em mais de 75% dos cdes afetados. A concentracdo de
globulina sérica varia de leve a grave (até 8 g/dl) e reflete uma gammapatia policlonal, enquanto

gammapatia monoclonal é rara (Font et al., 1996; Sykes, 2014).

Analise de urina: cdes com leishmaniose podem ter proteindria ou isostendria,
secundaria ao prejuizo da funcdo renal glomerular e tubulointersticial, respectivamente.

Cilindrdria pode também ser detectada (Sykes, 2014).
Cultivo de Leishmania e visualizacdo por médio de citologia

Cultivo em meio especifico: Existem meios monofasicos (liquidos) e bifasicos. Os
monofasicos sdo meios de dificil aplicacdo e uso limitado em areas endémicas de paises pobres,
devido a que possuem um alto custo, entre eles o Schneider Drosophila 0 RPMI. Ja 0s meios
de cultura bifasicos sdo os meios de cultura mais amplamente utilizados para a cultura de
parasitas devido ao baixo investimento e a alta efetividade para isolar o agente, sendo 0 mais
conhecido o meio NNN (Bermudez et al., 2005; Gramiccia, 2011).

O meio NNN consiste em uma mistura de agar sangue de coelho 15% com uma fase

liquida de 4gua de condensacéo, originado quando o meio se solidifica; no qual serdo inoculadas
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1 ou 2 gotas da amostra clinica seguida de incubagdo a uma temperatura de 22-26°C; o que
permitird que os parasitas de Leishmania spp. passem da forma intracelular (amastigota) para a
forma extracelular (promastigota). O isolamento é considerado negativo so se nao for observado

promastigotas depois de quatro passagens sucessivas (Maia & Campino, 2008).

Exame citologico: as densidades de organismos sao particularmente altas em les6es de
pele, medula dssea e baco, mas as amostras coletadas de outros tecidos, tais como nddulos
linfaticos e aspirados hepaticos, também podem conter microrganismos. Patologistas
inexperientes podem ndo conseguir identificar organismos quando presentes ou confundi-los
com outros parasitas, como Trypanosoma, Histoplasma ou Sporothrix schenckii. Raramente os
organismos sdo vistos em glébulos brancos circulantes, no entanto, a identificacdo de

amastigotas de Leishmania spp. em citologia é diagnostica para leishmaniose (Sykes, 2014).

Exame de medula dssea: as alteracGes citologicas da medula dssea incluem
eritrofagocitose, hipoplasia eritroide e displasia, hipoplasia eosinofilica, hiperplasia
granulocitica e aumento do numero de linfocitos e células plasmaticas; assim como a
observacdo de amastigotas em microscopio 6ptico (Foglia Manzillo et al., 2006; Tropia de
Abreu et al., 2011).

Analises soroldgicas

Dual Path Platform (DPP®): produzido pela Fiocruz, o kit DPP® CVL para deteccao
rapida de anticorpos especificos para K26 / K39, consiste em um cassete de plastico contendo
duas fitas nitrocelulose, conectadas em forma de 'T' para permitir entrega da amostra de teste e
reagente de deteccdo de anticorpos. DPP® CVL requer de 5 uL de soro, plasma ou sangue
fresco total; além de duas gotas de tampao (incluidas no kit), logo essa amostra diluida migra
para a segunda tira contendo um linha de teste (K2/ K39 impresso em nitrocelulose como um
banda) e uma linha de controle (Grimaldi et al., 2012).

Com a diluicéo de quatro gotas de tampdo para o conjugado, ocorre uma liberacédo de
particulas de ouro coloidal secas acopladas a proteina A/G e facilita sua migracdo ao longo a
segunda tira para a area de teste. O que segue € a reacao entre essas particulas de e os anticorpos
ligados ao antigeno que estdo presentes, criando um complexo imune colorido para visualizagdo
da banda de teste em um periodo de 15 minutos, o que confirma a presenca de anticorpos
especificos; ou bem, a auséncia de anticorpos, se nenhuma banda for visivel na janela do teste
(Grimaldi et al., 2012).
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Ensaio Imunoenzimatico (ELISA): os métodos soroldgicos sdo as técnicas de
diagndstico mais comuns usadas para em LCan (Solano-Gallego et al., 2014). ELISA é um teste
diagnostico com sensibilidade e especificidade que pode oscilar entre 80 e 99,5% e entre 81 e
100%, respectivamente; e que para sua realizacdo varios antigenos que podem ser classificados
de acordo com sua natureza em: extratos amastigotas solliveis ou completos, proteinas
recombinantes e proteinas purificadas (Marcondes et al., 2011; Solano-Gallego et al., 2014). O
ELISA usando o antigeno rK39 possui 99% de especificidade e sensibilidade em cdes com a

doenca demonstrada por identificacdo parasitologica (Scalone et al., 2002).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI): nesta técnica é necessario pessoal
qualificado e requer de muito tempo naquelas analises de grande numero de amostras;
utilizando promastigotas de Leishmania spp. como antigeno, que podem ser de espécies tais
como L. mexicana e L. braziliensis (C. A. da Costa et al., 1991; Rachamim et al., 1991; Tavares
et al., 2003). RIFI tem uma sensibilidade variando de 83% a 100%, e especificidade, que varia
de 74% a 100%, em dependéncia da regido geografica (Almeida et al., 2005; E. S. da Silva et
al., 2006).

Imuno-histoquimica: esta técnica auxilia na identificacdo ou confirmacao da presenca
do parasito, principalmente em 6rgdos com baixa carga parasitaria ou quando os parasitos ndo
sdo identificaveis de forma clara por microscopia de luz (Maia & Campino, 2011). Essa situacédo
requer laboratérios e instalacdes especiais, que tém alto custo e necessidade de pessoal
qualificado. Além disso, sua ma interpretacdo acarreta resultados falsos positivos (amastigotas
podem ser confundidas com artefatos) e/ou falsos negativos (a sensibilidade depende da carga
do parasita) (Baneth et al., 2008).

Identificacdo molecular

Deteccdo molecular usando a Reacdo em Cadeia da Polimerase: vérios ensaios de
PCR convencional e em tempo real diferentes tém sido desenvolvidos e avaliados para detec¢ao
de Leishmania spp. em amostras caninas. Amostras adequadas para os testes incluem aspirados
esplénicos, hepaticos, de linfonodos ou de medula 6ssea, sangue total; bidpsias de pele, swabs
conjuntivais e orais; destacando que swabs conjuntivais e aspirados de bagco, medula dssea e de
nodulos linfaticos, assim como de biopsias de pele sdo mais propensas a produzir resultados
positivos (Lombardo et al., 2012; Martinez et al., 2011).
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vi. Tratamento

Na América Latina, o tratamento de cdes com leishmaniose geralmente néo é realizado,
principalmente devido a recomendacdo de que cées soropositivos devem ser eutanasiados. No
Brasil, em 2008, houve a proibicdo do tratamento da CanVL com medicamentos de uso humano
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2008; Marcondes
& Day, 2019).

Apesar dessa proibi¢do, muitos veterinarios obtiveram autorizag&o judicial para tratar
cdes e muitos proprietarios que se recusaram a enviar seus animais para a eutanasia optaram
por tratar seus animais com medicamentos importados ou de segunda linha. No entanto, em
setembro de 2016, 0 MAPA concedeu uma licenca para a venda de Milteforan® (miltefosina;
Virbac Animal Health), o primeiro medicamento veterinario para o tratamento da CanVVL no
Brasil, lancado no mercado brasileiro em janeiro de 2017. Contudo, a recomendacdo de
eutanasia ainda se mantem para aqueles tutores que ndo tem condic@es financeiras para adquirir

esta medicacdo (Marcondes & Day, 2019).

Drogas com atividade leishmaniostatica incluem os antimoniais pentavalentes, como
antimoniato de meglumina (Glucantima) e o estibogluconato de sédio; alopurinol; anfotericina
B; e miltefosina; porém, independentemente do tratamento utilizado, a cura parasitologica
completa é rara e as recidivas sdo frequentes (Andrade et al., 2011; Noli & Auxilia, 2005).

vii.  Controle

Eutanasia de caes soropositivos

Na Colémbia, no ano 2015, foi realizado o 3° Encontro dos Programas Nacionais da
Leishmaniose dos Paises Prioritarios das Américas, promovido pela Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS). A recomendacéo para vigilancia e controle de reservatorios para
Leishmania spp. foi mantida, incluindo a eutanasia de cdes positivos (PAHO, 2015). Uma
medida controversa e que depois da eliminacdo de 176 mil cdes soropositivos no Brasil no
periodo 1990 — 1997, ndo demostrou correlagdo com a diminuicdo dos casos de leishmaniose
humana e canina. Pelo contrario, 0s casos tem aumentado tanto que a doenca se tornou um dos

principais problemas de satde publica em varios estados do pais (Marcondes & Day, 2019).
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Possiveis fatores relacionados a falta de efetividade da eliminacdo de cdes positivos,
sdo:

e Alta incidéncia de infeccdo e infecciosidade em areas de endemicidade (P. L.
Costa et al., 2013);

e Falta de sensibilidade e especificidade suficiente dos métodos soroldgicos para
identificar com preciséo todos os cées infectados (Coura-Vital et al., 2014);

e Demora de 80 — 180 dias desde a detecgdo de um cdo positivo até a eutanasia
(Coura-Vital et al., 2014);

e Reposicdo de animais infectados por filhotinhos saudaveis, o que gera uma nova

geracdo de animais jovens susceptiveis (Coura-Vital et al., 2014).

No entanto, alguns autores mostraram que a eutanasia de cées infectados, associada a
outras medidas de controle, pode reduzir a incidéncia de casos caninos e humanos de VL
(Ashford et al., 1998; da Costa-Val et al., 2007; Nunes et al., 2010).

Vacinacao de caes

Cées que resistem a leishmaniose apresentam forte resposta de hipersensibilidade ao
antigeno leishmania quando administrado por via intradérmica. Um equilibrio entre as respostas
imunologicas de Thl e Th2 parecem ser importantes na determinacgdo do resultado clinico da
infeccdo. Uma das vacinas que estimula o sistema imunoldgico desta forma é a Leishmune, a
qual obteve licenca para prevencdo de leishmaniose em cdes no Brasil em 2011, sendo
composta por um antigeno promastigota (ligante de fucose-manose) e o0 adjuvante saponina. A
eficacia inicial dos testes de campo foram de aproximadamente 80% e se correlacionaram com
uma reducdo da leishmaniose humana na area (Molina et al., 1994). Além disso, um uma
pesquisa a seis meses apds a vacinacao foi encontrado que induziu um aumento nos niveis de
IL-8, IFN-y, IL-17a e TNF-o e uma diminui¢do na IL-10. A analise da assinatura das citocinas
revelou uma mudanga no microambiente em dire¢éo a um perfil pro-inflamatorio mediado por
IL-8 e IFN-y, o que significa que gera uma resposta efetiva seis meses apds a primovacinacéo,
e retornando um ano depois a ser necessaria uma nova dose de vacina (Costa-Pereira et al.,
2015).

CaniLeish, (Virbac) é outra vacina composta por proteinas purificadas de L. infantum

(LiIESP), a qual € licenciada na Europa para prevencao da leishmaniose canina. Essa vacina
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estimula a resposta Th1 anti-L. infantum dentro de 3 semanas apds administracéo (J. Moreno et
al., 2012).

Controle de vetores

O uso de inseticidas topicos, especialmente coleiras, pode reduzir o risco da infecgdo
por L. infantum em cé&es, apresentando-se como uma ferramenta importante que pode ser
integrada em programas de controle da VL junto com outras medidas. No entanto, a fim de
alcancar um impacto epidemiolégico significativo na transmissdo de CanVL, é necessario a

utilizacdo delas em massa pelos cédes (Marcondes & Day, 2019).

Um modelo matematico usado para comparar a eficacia das medidas de controle para
VL (ou seja, vacinas, eutanasia de cées soropositivos e uso de coleiras impregnadas com
inseticida) mostrou que as trés medidas, em coberturas diferentes, foram associadas a uma
diminuigéo na prevaléncia da infeccdo em cées e seres humanos. No entanto, o uso de coleiras

impregnadas com inseticida teve o nivel mais alto de eficacia (Seva et al., 2016).

viii.  Saude Publica

Segundo Alvar et. al (2012), estima-se que 12 milhdes de pessoas em todo o mundo
tenham leishmaniose e que ao menos 350 milhdes de pessoas estdo sob risco. Além disso,
estima-se que aproximadamente 200.000 a 400.000 novos casos de VL e 700.000 a 1,2 milh&o
de novos casos de CL ocorram em seres humanos anualmente, além de 20.000 a 40.000 mortes
por ano (Alvar et al., 2012a).

Outro dado importante é que 90% dos casos de VL em todo o0 mundo ocorrem na india,
Bangladesh, Suddo, Suddo do Sul, Brasil e Etidpia. Muitos casos sdao devidos a L. donovani,
para o qual os seres humanos s&o o principal reservatdrio (Alvar et al., 2012b). Na Asia Central,
China, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e América Latina a causa de VL é L. infantum e
nesses territdrios muitos dos casos acontecem em criangas e adultos imunossuprimidos (como
pacientes HIV positivos). A L. infantum é também responsavel pela CL em pacientes humanos
e 0 reservatorio primario é o cdo domestico (Dantas-Torres, 2011).
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Recomendac@es da Organizacdo Mundial de Salde para o controle da leishmaniose na
populacdo humana consiste no tratamento de doenca no homem, eutandsia de caes
soropositivos, domesticos ou selvagens, e tratamento inseticida nas casas de pessoas infectados,
como por exemplo usando sprays a base de piretroides (WHO, 2010). A vacinacgéo de cdes pode
ser mais eficaz do que a eliminacéo de caes soropositivos e pode também evitar as preocupacdes

éticas relacionadas a eutanasia em caninos positivos (Palatnik-de-Sousa, 2012).
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CAPITULO 2

EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE CANINA EM CAES DE UM ABRIGO DO
MUNICIPIO DE LAVRAS, MINAS GERAIS
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVCan) é uma doenca zoono0tica grave que tem como
agentes os parasitos do género Leishmania que afetam principalmente cées, que se tornam
reservatorios do agente da leishmaniose visceral humana (LV) (Dantas-Torres et al., 2012).
Leishmania spp. € transmitida aos hospedeiros pela picada de fémeas de artrépodes
flebotomineos, as quais agem como vetores bioldgicos, sendo o género Phlebotomus no Velho
Mundo (Africa, Asia e Europa) e Lutzomyia no Novo Mundo (nas Américas) (J. Moreno &
Alvar, 2002; Sykes, 2014) os principais responsaveis pela transmissdo do agente. Esta
transmisséo vetorial origina um ciclo de vida digenético que consiste em duas fases diferentes:
a fase de promastigotas de vida extracelular no inseto e a fase nos hospedeiros que compreende

as amastigotas intracelulares (Soares et al., 2011).

A LV afeta entre 200.000 e 400.000 pessoas e causa cerca de 20.000 até 40.000 mortes
anualmente em todo o mundo (Dantas-Torres et al., 2019). A CanVL afeta milhGes de cées em
muitos paises, causando debilidade e morte nesses animais, a partir de diferentes sinais clinicos,
incluindo manifestagdes cutaneas e viscerais (Baneth & Aroch, 2008; Leblois et al., 2011;
Marcondes & Day, 2019). O controle da LVCan é fundamental para a prevencao dos casos
humanos, no entanto, considerando que se trata de uma zoonose resultante da interacao
complexa entre patdgeno, vetores e duas espécies hospedeiras, uma abordagem multidisciplinar
e holistica, focada na estratégia Saude Unica (baseada na indissociabilidade da satide humana,

animal e ambiental) é imperativa para que se alcance éxito.

Na América do Sul, ha uma alta taxa de infec¢do pelo parasito, especialmente no Brasil,
onde a prevaléncia de infeccdo canina esta associada a um alto risco da doenca na populacéo
humana (Baneth & Aroch, 2008). As taxas de prevaléncia da LCan no Brasil sdo muito
varidveis, em funcdo de diferentes métodos de amostragem e estratégias diagndsticas
empregadas, variando entre 5,9% e 29,8% em areas endémicas, nos estados de Ceara, Sao Paulo
e Minas Gerais (Coura-Vital et al., 2011; D’Andrea et al., 2009; Franca-Silva et al., 2003; E.
G. P. Lopes et al., 2010; Malaquias et al., 2007; Monteiro et al., 2005; Rondon et al., 2008). No
municipio de Lavras, Minas Gerais, em 2018, foi reportado o primeiro caso humano de VL
autoctone no municipio, em uma menina de 12 anos (Narciso et al., 2018), assim como ja foi

identificado DNA de Leishmania spp. em fémeas de Lu. longipalpis (Castro et al., 2019).
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Neste contexto, devido & grande importancia da LV Can para a saude publica e animal,
inquéritos epidemioldgicos em cdes sdo imperativos para determinacdo de estratégias de
controle e prevencdo da doenca, considerando que estes sdo reservatorios naturais de
Leishmania spp. e sentinelas para a doen¢a na populacdo humana_(Dantas-Torres, 2007).
Assim, este trabalho tem como objetivos determinar a prevaléncia e os fatores de risco
associados a infeccao por Leishmania spp. em cdes do Parque Francisco de Assis no municipio

de Lavras, Minas Gerais.
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2. MATERIAL E METODOS

I. Comité de ética
O presente estudo foi conduzido de acordo com as normas que regulam o uso de animais
em pesquisa, tendo sido aprovado pela Comissio de Etica de Uso de Animais — CEUA/UFLA
sob protocolo 117/2018. Além disso, normas internacionais de bem-estar animal foram

rigorosamente seguidas (Ryan et al., 2019).

i Populagéo e local do estudo
O municipio de Lavras se localiza a uma latitude 21° 14' 43 sul e a uma longitude 44°
59'59 oeste, estando a uma altitude de 919 metros e possuindo uma area de 566,1 kmz, na regido
do Campo das Vertentes, Minas Gerais, Brasil (IBGE, 2019). Segundo a classificacéo climatica
de Kdppen, Lavras possui um clima tipo Cwa, com inverno seco e verdo quente chuvoso, sendo
fevereiro o més com o registro de temperatura mais alta (Beck et al., 2018; Dantas et al., 2007;
Peel et al., 2007).
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T T

|

|
|
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Imagem No. 1: Mapa de localizagdo do municipio de Lavras, Minas Gerais. Tomado de (L.
Silva & Oliveira, 2015)

A amostragem para este estudo foi realizada nos cées que residem nas instalagdes da

organiza¢do ndo governamental ‘“Parque Francisco de Assis” (PFA). Organizagdo que fornece
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abrigo, alimento e atencéo veterinaria a animais da rua, geralmente sem raga definida, de ambos
0s sexos, diversas idades; alguns deles com doengas cronicas. O abrigo esta localizado no Km
341 da rodovia BR 265, no municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil. A estrutura do abrigo é
de alvenaria e o alojamento dos animais € construida de paredes de concreto com teto de chapa
de metal. Possui areas de estacionamento localizadas fora e um portéo, que serve de acesso ao
interior, a partir da estrada. Dentro do abrigo existe uma &area de atendimento médico
veterinario, com emergéncia, sala de cirurgia e uma area de farmacia. Além disso, hd um

refeitdrio, banheiros, jardins e uma capela.

ii. Desenho do estudo e coleta de amostras

Foi conduzido um estudo censitario seccional com coleta de amostras e informacoes
dos 324 animais residentes no abrigo entre julho e agosto de 2019. Antes da coleta das amostras,
todos os cédes foram individualmente identificados com um microchip, examinados
clinicamente e tiveram registradas as seguintes informacdes: sexo, idade estimada, estado de
vacinacao, altura do pelo (curto, meio ou longo), peso, porte do animal (pequeno, médio ou
grande), presenca de ectoparasitas, contato com roedores, historico de doencgas e medicamentos.
Temperatura, muco, linfonodos, escore corporal (Laflamme, 1997), estado de hidratagéo,
aspecto das fezes, cor da urina, presenca de secrecdo, pele ou quaisquer outras lesdes ou
alteracOes, comportamento, resposta ao ambiente, postura e locomogdo, frequéncia respiratoria,

presenca de sangramento e alterac6es neuroldgicas também foram avaliados.

Apbs o exame clinico, foi coletado amostras de sangue das veias cefalica, safena ou
jugular de todos os animais, as quais foram colocadas em tubos de ensaio com EDTA K3
identificados com nimero do microchip de cada céo. Estes tubos foram colocados em caixas
térmicas com gelo e transportados ao Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biologia
Celular — LEM da Universidade Federal de Lavras, para realizacdo de hemograma completo e

extracdo de DNA.

Iv. Extracdo de DNA
A extracdo do DNA genbémico de Leishmania spp. foi realizada com PureLink®
Genomic DNA Kit (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, USA), seguindo as orientacdes do
fabricante.
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V. Reacdo em Cadeia da Polimerase para Leishmania spp.

A presenca de DNA de Leishmania spp. foi determinada por Nested-PCR, pela
amplificacdo do gene SSUrRNA, uma sequéncia conservada do género Leishmania. Na primeira
reacao foi amplificado um segmento de 603 pares de bases (pb) utilizando os iniciadores R1
(5 GGTTCCTTTCCTGATTTACG 37) e R2 (5° GGCCGGTAAAGGCCGAATAG 3),
enquanto a segunda reac@o permitiu a amplificacdo de um fragmento de 353 pb por meio dos
iniciadores R3 (5° TCCCATCGCAACCTCGGTT 3") e R4 (5 AAAGCGGGCGCGGTGCTG
3") (Cruz et al., 2002; Guillaume J.J.M. et al., 1992; J. V. Lopes et al., 2017). Ambas as
amplificagdes foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo tampao 1 X (50,0 mM
Tris; 1,5 mM MgClz; 10,0 mM KCI; 50,0 mM (NH4)2SO4; pH 8,3) (Phoneutria, Brasil), 0,2
mM de dNTPs (Ludwig, Brasil), 2,0 mM de MgCl>, 1 uM de cada iniciador e 1,25 unidades de
Tag DNA polimerase (Phoneutria, Brasil). As condigdes de ciclo foram: desnaturagéo inicial a
94 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 60 °C (R1-R2) ou 65 °C (R3/R4) por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 45 segundos. A
extensdo final foi realizada a 72 °C por 10 minutos. DNA de Leishmania infantum foi usado
com controle positivo e todos os reagentes do mix sem o DNA foi usado como controle negativo
em todos os ensaios. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,0% em tampéo tris borato
EDTA (89 mM Tris Base; 89 mM &cido bérico; 2 mM EDTA pH8.0) por 1 horaa 110 V, como
se apresenta na Imagem 2.

Imagem No. 2. Gel de agarose ao 1,0% com 6 amostras positivas para Leishmania spp.

Vi. Anélises estatisticas
A prevaléncia de leishmaniose foi estimada de acordo com o descrito por Thrusfield
et al. 2005 (Thrusfield, 2005). O intervalo de confianca (IC) de 95% para a prevaléncia foi

obtido pela distribui¢ao binomial exata usando o pacote “binom” (Dorai-Raj, 2014) com auxilio
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do software R 4.0.2. A associagdo entre as variaveis clinicas e epidemiolodgicas coletadas
(variaveis independentes) e a positividade para a infeccéo (varidvel dependente) foi testada por
meio de analise univariada utilizando o teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, no software

R 4.0.2. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo em todos os casos.

4.3.RESULTADOS

I. Descric¢éo da populacéo em estudo

A populagdo do estudo foi composta por 324 cdes, dos quais 208 (64,20%) eram
fémeas e 116 machos (35,80%). As idades estimadas variaram entre 2 e 15 anos, dos quais: 68
animais (20,99%) tinham entre 2 e 5 anos, 254 (78,40%) entre 6 e 10 anos, e 2 (0,62%) entre
11 anos e 15 anos. Considerando como animais jovens aqueles que tinham até 3 anos de idade,
adultos entre 4 e 8 anos, e idosos aqueles com mais de 9 anos. Em relagéo a condicéo corporal,
um animal foi considerado caquético (1/324; 0,30%), 12 (12/324; 3,70%) eram magros, 213
(213/324; 65,74%) tinha condicdo corporal normal, 74 (74/324; 22,83%) eram gordos e 24
(24/324; 7,40%) obesos. Todos foram vacinados em setembro de 2018 com vacina contra a

raiva e vacina multipla, de acordo aos registros da instituicéo.

ii. Analises epidemiologicas
Entre 324 os cées testados 18 foram positivos na PCR para Leishmania spp.,
resultando em uma prevaléncia de 5,56% (IC 95%: 3,33 a 8,64%). Dos animais positivos, 11
eram fémeas e 7 machos, e 15 animais adultos e 3 idosos. Entre as alteragdes clinicas comuns
na CanVL, linfadenomegalia foi observada em 7 animais PCR-positivo, enquanto 11
apresentavam tamanho normal dos linfonodos. Presenca de lesdes na pele foram detectadas em
8 animais positivos; as lesdes de pele detectadas foram descamacgédo 2 animais, seborreia 1

animal, Ulceras 1 animal e onicogrifose 2 animais.

Foi analisada a associagdo entre positividade para CanVL e as variaveis
independentes sexo, idade, condigdo corporal, temperatura, tamanho de linfonodos, hemécias,
hematocrito, hemoglobina, leucocitos, segmentados diferencial e absolutos, linfocitos tipicos
diferenciais e absolutos e plaquetas; assim como presenca de lesbes de pele (alopecia,
descamacdo, seborreia, eritema, ulcera e onicogrifose). A diminui¢do do nimero de hemacias

no hemograma mostrou-se significativamente (P = 0,01533) associada a presenca do parasita
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no sangue dos cdes, com Odds Ratio (OR) de 5,54 (IC 95%: 1,18 a 21,06), o que demostra que
a presenca de hemacias diminuidas é um fator de risco para leishmaniose na populagdo em
estudo. Similarmente, cdes que apresentaram hemoglobina diminuida exibiram
significativamente maior risco de serem positivos para CanVL (P = 0,02118), com OR de 4,33
(IC 95%: 1,05 a 16,16) entre os animais do estudo. A presenca de anemia entre os cées exibiu
tendéncia de associacdo com os resultados PCR positivos (P = 0,0679). As demais variaveis
analisadas ndo mostram associacdo significativa com o desfecho em estudo. Os resultados
clinicos e hematologicos dos animais em que Leishmania spp. foi encontrada nas amostras de

sangue sdo detalhadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados hematoldgicos e clinicos dos 18 animais Leishmania spp. positivos no parque Francisco de Assis, Lavras, Minas Gerais,

2019.
Idade . Hemog,;r_ama Exame fisico _
ID  Sexo (anos) I—igg;ra:lcilnaf Hemogl.?  Plaquetas Lel::]:?r(lzsltos Hecrynoat.b S . Telgp.d Linfe Le;ztl)ede
8205 M 5 3,62 (D) 7,8 (D) LI 2.600 (D) 25 Anemia Normal 38,5 A Sim
8214 M 5 7,1 (N)? 15,8 (N) 148.000 (D) 8.200 (N) 47,8 Normocitemia Gordo 38,9 N Sim
8237 F 5 8,84 (A" 20,2 (A) 274.000(N)  7.300 (N) 57,6 Policitemia Normal 39,1 N NZo
8251 F 10 504 (D)  10,3(D) 180.000 (D) 3.100 (D) 33,1 Anemia Gordo 38,4 A NZo
8254 F 7 7,46 (N) 14,8 (N) LI 17.300 (N) 42,7 Normocitemia ~ Normal 38,8 A Sim
8258 F 5 8,45 (N) 19 (A)  341.000 (N)  9.200 (N) 54,9  Normocitemia  Normal 38,8 A Sim
8266 F 7 8,37 (N) 19,6 (A) 350.000 (N) 11.500 (N) 56,7 Policitemia Gordo 39,5 N Nao
8298 M 7 6,6 (N) 13,5 (N) 229.000 (N)  6.100 (N) 43,2 Normocitemia  Normal 38,5 N NZo
8301 F 5 5,54 (N) 11,3(D) 117.000 (D) 11.300(N) 37,1 Normocitemia Obeso 37,8 N N&o
8309 F 6 791(N)  16,8(N) 195.000 (D) 10.100(N) 48,8  Normocitemia  Normal 39,2 N NZo
8314 F 7 534 (D) 11,3(D) 960.000 (A)  3.400 (D) 36,4 Anemia Normal 37,4 N N4o
8338 M 7 7,89 (N)  16,7(N) 216.000N)  6.600 (N) 50 Normocitemia ~ Normal 38,8 N NZo
8362 M 9 4,68 (D) 9 (D) 190.000 (D)  6.900 (N) 28,9 Anemia Normal 38,6 A Sim
8405 F 8 7,76 (N)  18,2(A) 303.000 (N)  9.300 (N) 54 Normocitemia ~ Gordo 39,1 A Sim
8410 M 9 7,86 (N) 16 (N)  158.000 (D)  8.100 (N) 475  Normocitemia  Gordo 39 N N&o
8442 F 7 7,79 (N) 17,6 (N) LI 5.800 (D) 51,7 Normocitemia  Normal 39,4 A Né&o
8446  F 7 6,32(N)  139(N) 513.000(A) 17.600(N) 423  Normocitemia  Gordo 39,2 N Sim
8558 M 7 8,16 (N) 18,2 (A) 189.000 (D) 9.900 (N) 53 Normocitemia Gordo 39,4 N Sim

“Hemoglobina; "Hematdcrito; °Condicdo corporal; “Temperatura corporal; éLinfonodos; 'Diminuido; SNormal; "Aumentado; 'Leitura impossivel

de ser realizada.
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5.4.DISCUSSAO

Na América Latina, a doenca causada por Leishmania spp. ja foi relatada em
pelo menos 18 paises, com diferentes taxas de prevaléncias, e tendo o cdo domestico
como o principal reservatorio de L. infantum (Baneth et al., 2008; Marcondes & Day,
2019). Cerca de 97% dos casos de leishmaniose visceral em pacientes humanos na
América Latina foram registrados no Brasil, tendo L. infantum como agente etioldgico e
Lu. longipalpis como principal vetor, conveniando destacar que antigamente era uma
doenca com maior presenca em areas rurais, porém com o passar do tempo, teve uma
transicdo epidemioldgica, com incidéncias crescentes nas &reas urbanas, atingindo
cidades de médio e grande porte (Lara-Silva et al., 2015). No estado de Minas Gerais
varios municipios ja relataram a ocorréncia da enfermidade em cées com diferentes taxas
de prevaléncia (Coura-Vital et al., 2011; Malaquias et al., 2007; Monteiro et al., 2005).
Em Lavras, municipio localizado no sul do estado, apesar do agente da CanVL ja ter sido
identificado, a real situacdo epidemioldgica da doenga ainda permanece por ser
identificada. No presente estudo, um inquérito epidemioldgico seccional censitario foi
conduzido no Unico abrigo para cdes do municipio, onde também sdo desenvolvidas as
atividades de vigilancia ambiental do municipio, e mostrou uma baixa prevaléncia da
infeccdo em amostras de sangue [5,56% (IC 95%: 3,33 a 8,64%.

Um coeficiente de soroprevaléncia similar de 5% foi também observado em
estudo conduzido em Montes Claros, Minas Gerais, em 2002 (Monteiro et al., 2005).
Essas semelhancas poderiam ser explicadas tomando em consideracdo que as cidades de
Lavras e Montes Claros compartilham caracteristicas como temperaturas, meses de
precipitacdo e clima tipo tropical semi-Umido; porém, cabe ressaltar que existe uma
grande diferenca temporal entre os estudos (2002 / 2019), e que € provavel que essa taxa
ndo se mantenha a mesma atualmente em Montes Claros. Outros municipios do estado de
Minas Gerais como Governador Valadares obtiveram uma taxa de positividade de 12,4%
em animais na regido urbana e 42,2% na regido rural, utilizando as técnicas de ELISA e
Imunofluorescéncia indireta (Malaquias et al.,, 2007). Na regido urbana de Belo
Horizonte, a capital do estado, uma pesquisa que incluiu a técnica molecular de PCR
RFLP, em 2008, detectou DNA de L. infantum em 24,7% dos animais testados (Coura-
Vital et al., 2011). A primeira vista comparacio direta desses resultados com aqueles
obtidos no presente estudo mostram uma grande discrepancia nos valores de prevaléncia,

no entanto, cabe destacar que diferentes técnicas diagnosticas foram usadas nos estudos,
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a partir de amostras clinicas (sangue total por soro) com representatividade também
distintas. Além disso, a baixa prevaléncia observada entre os caes do abrigo PFA pode
ser resultado das intervencgdes da vigilancia ambiental municipal no canil, vigilancia e
controle do vetor; assim como teste e eutanasia constante dos animais errantes recolhidos
ou ainda em fungéo da baixa sensibilidade da PCR a partir de amostras de sangue total
(Lachaud et al., 2002). O espécime clinico mais adequado para a deteccdo do parasita, a
medula 0ssea, possui uma obtencdo invasiva, 0 que tornaria inviavel a conducdo do

estudo.

Também o fato de que o0s animais positivos neste estudo eram animais adultos
e idosos, acima dos 5 anos de idade, contrasta um pouco com a teoria de que a prevaléncia
€ maior em cées jovens e idosos (Amela et al., 1995; Cardoso et al., 2004; Miranda et al.,
2008; Mir6 et al., 2008). E provavel que a baixa densidade de animais jovens na

populacdo do PFA explique também a baixa prevaléncia nessa faixa etaria.

Outro importante resultado encontrado neste estudo foi uma associagdo
estatistica entre diminuicdo de hemacias e hemoglobina com a presenca da doenca. Neste
sentido, Silvaet. al. (2018), realizaram uma pesquisa em animais diagnosticados positivos
para a CanVL através das técnicas da RT DPP e PCR (n=31) e animais saudaveis
igualmente achados negativos através das mesmas técnicas diagndsticas (n=31) como
grupo controle, no qual tinham como objetivo encontrar correlagdes entre parametros
hematoldgicos e reoldgicos na leishmaniose visceral. O estudo encontrou uma diminuicao
nos valores de hemacias, hematdcrito e plaguetas nos animais positivos em comparacao
ao grupo controle, como parte dos resultados hematolégicos obtidos, porém ndo houve
diferencias em hemoglobina e leucdcitos entre os dois grupos. A diminuicdo da
eritropoiese pode ocorrer em funcdo do carater cronico da doenca, devido a perda de
sangue, ou mesmo em decorréncia da lise de eritrocitos apds producédo de autoanticorpos
que levam a sequestro esplénico (J. N. da Silva et al., 2018). Esses resultados em
conjuntos obtidos no presente estudo apontam para a utilidade do hemograma para a
suspeita da doenca, uma vez que as alteracfes hematoldgicas associadas com a presenca
do parasita foram observadas mesmo em animais sem sinais clinicos classicos da CanVL
(Tabela 1).
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6.5.CONCLUSAO
Uma taxa de prevaléncia de 5,56% de CanVL foi observada entre os animais do
abrigo PFA no municipio de Lavras, Minas Gerais, tendo como fatores de risco para a
infeccdo por Leishmania spp. a observacao de valores baixos de hemacias e hemoglobinas

no hemograma.
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