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RESUMO

FRANCISCO BITTENCOURT, JOYCE DANIELA, M.Sc, Universidade Vila Velha —
ES, fevereiro de 2023. Inquérito Soroepidemioldgico para Leishmaniose Visceral
Canina em Municipios na Grande Vitoria, Espirito Santo - Brasil. Orientador: Hélio
Langoni.

As Leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecto-parasitarias causadas pelos
protozoarios do género Leishmania. A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, é
provocada pela espécie Leishmania chagasi e é transmitida por flebotomineos
hematofagos, sendo os mosquitos da espécie Lutzomyia longipalpis os principais
vetores no Brasil. A LV é uma zoonose que ocorre em mamiferos, principalmente
caninos e humanos. A apresentacao clinica da varia de acordo com a cepa do agente
e da relacdo hospedeiro-parasita, 0s sinais clinicos observados nos cdes acometidos
sao lesdes e descamacdes na pele, linfadenomegalia, onicogrifose e emagrecimento
progressivo, podendo progredir ao Obito. O objetivo do projeto foi realizar um estudo
transversal na populacdo canina dos municipios da Regido da Grande Vitoria, Espirito
Santo - Brasil. Avaliou-se a prevaléncia da Leishmaniose Visceral nessa regido, por
meio de testes sorologicos (RIFI), além de caracterizar os fatores de risco associados
a infeccdo canina. Foram analisadas 154 amostras, selecionadas pela amostragem
por conveniéncia. Destas, 61,8% dos animais eram oriundos do municipio de Vila
Velha, 27,9% do municipio de Vitdria, 5,8% do municipio de Serra e 4,5% do municipio
de Cariacica. Os caes possuiam idades variando de um més a 17 anos, com idade
média de 6,5 anos. Nos ensaios sorolégicos ndo foi evidenciado a presenca de
anticorpos anti-Leishmania na populacdo de estudo. Confirmou-se que, até o

momento, a regido de pesquisa € ndo endémica para a Leishmaniose Visceral Canina.

Palavras chaves: Leishmaniose Visceral Canina, Vigilancia, Sorologia, Caes,
Lutzomyia longipalpis, Zoonose.



ABSTRACT

FRANCISCO BITTENCOURT, JOYCE DANIELA, M.Sc, Universidade Vila Velha —
ES, fevereiro de 2023. Seroepidemiological Survey for Canine Visceral
Leishmaniasis in Municipalities in Greater Vitdria, Espirito Santo - Brazil. Advisor:
Hélio Langoni.

The Leishmaniases are a group of infectious and parasitic diseases caused by
protozoa of the genus Leishmania. Visceral leishmaniasis (VL), or calazar, is caused
by the species Leishmania chagasi and is transmitted by hematophagous sandflies,
the main vectors in Brazil being the Lutzomyia longipalpis sandfly. VL is a zoonosis
that occurs in mammals, mainly canines and humans. The clinical presentation of VL
varies according to the strain of the agent and the host-parasite relationship. The
clinical signs observed in affected dogs are skin lesions and scaling,
lymphadenomegaly, onychogryphosis and progressive weight loss, which may
progress to death. The objective of the project was to carry out a cross-sectional study
in the canine population of the municipalities of the Grande Vitoria Region, Espirito
Santo - Brazil. To evaluate the prevalence of Visceral Leishmaniasis in this region,
through serological tests (RIFI), and to characterize the risk factors associated with
canine infection. We analyzed 154 samples, selected by convenience sampling. Of
these, 61.8% of the animals were from Vila Velha, 27.9% from Vitoria, 5.8% from Serra
and 4.5% from Cariacica. The dogs' ages ranged from one month to 17 years, with an
average age of 6.5 years. In serological assays, the presence of the anti-Leishmania
antibodies was not evidenced in the study population. Confirming that, to date, the

research region is non-endemic for Canine Visceral Leishmaniasis.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis, Surveillance, Serology, Lutzomyia
longipalpis, Zoonosis.



1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecto-parasitérias
causadas por protozoarios do género Leishmania. Atualmente, no Brasil, existem dois
tipos, a tegumentar e a visceral. A Leishmaniose Tegumentar provoca lesdes na pele
e/ou mucosas. A Visceral, chamada de Calazar, tem carater cronico, sistémico —
acomete figado, baco e medula éssea — e apresenta alta letalidade de individuos nao
tratados (cerca de 90% dos casos resultam em 0Obito) (BRASIL, 2014; OPAS/OMS,
2021).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica o agravo como doenca
infecciosa negligenciada (DIN) e estima-se que mais de um bilhdo de pessoas vivem
em areas endémicas e susceptives a infeccdo, com cerca de 30.000 novos casos de
Leishmaniose Visceral registrados anualmente. As DIN estdo associadas a fatores
ambientais e socioecondmicos, como pobreza, destruicdo do meio ambiente,
dificuldades de acesso ao sistema de saude e outros (MOREL, 2006; OPAS/OMS,
2018, WERNECK, 2010).

A Leishmaniose Visceral esta amplamente distribuida no mundo e ocorre
predominantemente na Africa, América Latina e Asia. Em 2021, a OMS registrou
casos da doenca em 81 paises, em que 89% destes eram oriundos do Brasil, Eritreia,
Etiépia, india, Quénia, Somalia, Sudéo do Sul e Suddo (OPAS/OMS, 2021)

Segundo informe divulgado pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(2021), a LV é considerada endémica em 13 paises das Américas. No periodo entre
2001 e 2020 foram registrados 67.922 novos casos. Em 2020, o Brasil foi responsavel
por 97% (1.933) dos incidentes (OPAS/OMS, 2021).

A principio, a Leishmaniose Visceral era caracterizada como uma endemia
rural tendo os animais silvestres como reservatorios. Porém, na década de 1980 com
processo de peri-urbanizacao e urbanizacédo da doencga, o cao passa a ter um papel
fundamental na epidemiologia da doenca. Visto que € a principal fonte de infeccédo no
ambiente urbano e que Leishmaniose Visceral Canina (LVC) precede os casos em

humanos, a espécie canina caracteriza-se como reservatoério (BRASIL, 2014)

Até a década de 1990, a maioria dos relatos de LV eram feitos na regiao
Nordeste, que concentrava cerca de 90% dos casos registrados (COSTA, 1990;
3



WERNECK, 2010). Entretando, a doenca apresenta uma onda crescente de casos em
todo pais, principalmente nas regiées Centro-Oeste e Sudeste, com énfase para os
municipios dos estados de Minas Gerais (Belo Horizonte), Mato Grosso do Sul
(Campo Grande) e Séo Paulo (Aracatuba e Bauru), que registraram altas taxas da
LVC e posterior relatos em humanos (ANTONIALLI et al., 2007).

No Espirito Santo, foram reportados 0s cinco primeiros casos de
leishmaniose visceral em humanos no ano de 1966 (MARTINS et al., 1968). Segundo
a Secretaria Estadual de Saude (SESA) os municipios com maior quantidade de casos
confirmados séo Baixo Guandu, Pancas e Cariacica. A LV é endémica em 10
municipios localizados nas regifes centro-oeste e noroeste do estado do Espirito
Santo (PINTO et al., 2012).

Em decorréncia do elevado potencial de expanséo, visto a proximidade a
regides endémicas e a auséncia de controle do transito de animais dessas areas,
severidade da doenca e da sua importancia para a Saude Publica, é necessario que
sejam promovidas Medidas de Vigilancia — entomoldgica, do reservatorio e humana —
como inquéritos soroepidemioldgicos, a fim de caracterizar a disseminacdo da doenca
e auxiliar a tracar estratégias de prevencdo e controle de acordo a realidade

encontrada em tais municipios.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A Leishmaniose Visceral Canina é causada por protozoarios do género
Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida. Estes
sdo caracterizados pela presenca de uma mitocondria Unica, denominada
cinetoplasto, que alberga o DNA mitocondrial (kDNA). O género Leishmania é dividido
em dois subgéneros, Leishmania (que inclui os complexos tropica, major, donovani e
mexicana) e Viannia (que compreende os complexos braziliensis, guyanensis e
lainsoni) (MAGILL, 2015; AKHOUNDI et al., 2016; MELBY; TRAVI; OSORIO, 2019).
No Brasil, a espécie mais encontrada nos isolados de pacientes com Leishmaniose
Visceral é a Leishmania chagasi (BRASIL, 2014).

O patdégeno apresenta um ciclo heteroxeno e duas morfologias, €
encontrado na forma de amastigota nas células do sistema fagocitico mononuclear
(macréfagos) de mamiferos e na forma de promastigota no intestino de fémeas de
flebotomineos hematéfagos (BRASIL, 2014).

As promastigotas possuem formato elipsoide ou alongado, um nucleo de
dimensdes variaveis (15 — 25 um) e um flagelo na porcdo anterior (Figura 1.a).
Enquanto, as amastigotas apresentam formato esférico a oval com diametro entre 2
um e 10 um e sao aflageladas (Figura 1.b). Em ambos os estagios € possivel a
visualizacdo microscépica do cinetoplasto (MELBY; TRAVI; OSORIO, 2019).



Figura 1. Morfologias da Leishmania sp. promastigosta (a) e amastigota (b) em
lamina coradas por Giemsa
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Fonte: Leishmania (MELBY; TRAVI; OSORIO, 2019)

2.2. VETOR DA LEISHMANIOSE VISCERAL

A transmissdo do agente ocorre mediante ao repasto de flebotomineos
hematofagos infectados, Lutzomyia longipalpis, popularmente conhecido como
mosquito palha, biguiri ou mosquito pélvora, considerado o principal vetor no Brasil
(BRASIL, 2014).

Esses insetos pertencem a ordem Diptera, apresentam de 2 a 3 mm de
comprimento, coloracdo acastanhada, corpo piloso, voam em pequenos saltos e
pusam com asas entreabertas (Figura 2). Possuem como caracteristica o
desenvolvimento holometabolo, ou seja, possuem uma metamorfose completa com
quatro estagios no seu ciclo de vida (ovo, pupa, larva e adulto) (BRASIL, 2014;
BRAZIL e BRAZIL, 2018).

O mosquito estd amplamente disperso no territério nacional, estando
presente em 24 dos 27 estados brasileiros (SOUSA-PAULA et al., 2020). Apresenta
carater endofilico e alta adaptabilidade ao ambiente peridomiciliar, o que favorece a
sua distribuicdo tanto na zona rural quanto na zona urbana. Ambos os sexos possuem
habitos crepusculares e noturnos, e necessitam de agucares como fonte energética.
Entretanto, as fémeas de L. longipalpis ainda se alimentam de sangue de mamiferos
a fim de realizar a maturacdo dos seus ovarios. Durante o periodo diurno, encontram-

se abrigados em locais como folhas caidas ao solo, toca de animais, fendas em
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troncos de arvores, protegidos de condicdes climaticas desfavoraveis e de predadores
naturais (BRASIL, 2014; PIMENTA et al., 2018; BRAZIL e BRAZIL, 2018).

Figura 2. Lutzomyia longipalpis realizando respasto sanguineo

t

Fonte: Ray Wilson, Liverpool School of Tropical Medicine

2.3. CICLO BIOLOGICO

A interacdo entre a Leishmania sp. e o seu vetor se inicia quando a fémea
do flebotomineo ingere amastigotas do parasita durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado. Dentro do intestino do vetor, o parasito diferencia-se e passa a
apresentar a morfologia flagelada, denominada promastigota prociclica. Estas
replicam-se por fissdo binaria e, posteriormente, passam por um processo chamado
metaciclogénese, originando as promastigotas metaciclicas, que possuem
capacidade infectante. As promastigotas metaciclicas ficam alojadas na probdscide
do vetor, até serem inoculadas em um novo hospedeiro (PIMENTA et al., 2018;
BRAZIL; BRAZIL, 2018).

Apds a inoculagdo, o agente é fagocitado por macréfagos e diferencia-se
em amastigota, que se multiplica até o rompimento celular. As amastigotas séo
fagocitadas continuamente e distribuem-se pelo organismo do hospedeiro por via
hematogena, colonizando tecidos como linfonodos, figado, baco e medula éssea
(BRASIL, 2014).



Figura 3. Ciclo biolégico da Leishmania sp.

Estagios no flebotomineo Estagios no homem

Flebotomineo realizando
repasto sanguineo Pl’“"‘ i sdo fagoci por

&

1ul .
Inoculacdo de promastigotas
Dividem-se no intestino mononuclear

O ;i /’W\
u A

Promastigotas se
diferenciam em amastigotas

Amastigotas se diferenciam em
promastigotas no intestino

\ 338
o5 [
R 0
D @8 -
G Il;ge;tio d; células & Amastigotas se multiplicam
parasitadas em células de vérios tecidos

Flebotomineo realizando e infectam outras células

repasto sangurﬂeo
A: Estagio infectivo - )
Ingestao de macréfagos

A: Estagio de diagndstico infectados com amastigotas

Fonte: Adaptado de Centers of Disease Control and Prevention (CDC) (2019)

2.4. HISTORICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL

No Brasil, o primeiro relato da Leishmaniose Visceral foi em 1913, quando
Mignone descreveu os achados de necropsia de um paciente que havia trabalhado na
construcdo de Estacao Ferroviaria de Porto Esperanca — Corumba, Mato Grosso do
Sul. Em 1934, o Calazar surgiu como um problema de saude publica, apés a
identificacdo de amastigotas do parasito em 41 amostras histolégicas de pacientes
das regides Nordeste (92,7%) e Norte (7,3%), durante estudos para diagnostico de
Febre Amarela (ANTONIALLI et al., 2007; BRASIL, 2014).

O periodo entre os anos de 1978 e 1983 foi marcado por uma intensa seca
nos estados do Piaui e Ceara. Em consequéncia, inicia-se o processo de migracéo de
pessoas com seus cées da zona rural para os centros urbanos. Assim, 0 panorama
da epidomiologia da doenca sofre mudancas com o inicio da urbanizacdo da LV em
1980, com o estado do Piaui registrando a primeira grande epidemia urbana entre os
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anos de 1980 e 1986 (COSTA, 1990). Nas décadas seguintes, a LV surge como
doenca emergente em grandes cidades como Campo Grande e Trés Lagoas ha regiao
Centro-Oeste; Belo Horizonte, Rio de Janeiro, Aracatuba e Bauru na regidao Sudeste
(ANTONIALLI et al., 2007).

Sugere-se gque a expansao geografica da doenca esteja relacionada ao
fluxo migratorio populacional, ocupacdo intensa e desordenada, condi¢cdes
socioeconbmicas precarias, aspectos de vulnerabilidade social, adaptabilidade do
vetor ao meio, mobilizacéo dos reservatorios para areas livres da doenca e alteracdes
antropicas no meio ambiente, como o desmatamento e contrucdes civis (CARDIM et
al., 2016; GONTIJO & MELO, 2004; COSTA et al., 2011).

Atualmente, a Leishmaniose Visceral esta distribuida em todo o territério
nacional, estando presente em 21 unidades federativas (MAIA-ELKHOURY et al.,
2008; MOURA & ROCHA, 2012; BRASIL, 2014). De acordo com o Ministério da
Saude, 3.500 pessoas sdo acometidas anualmente e estima-se que para cada caso

humano haja 200 cées infectados.

No Mato Grosso do Sul (MS), no periodo entre os anos de 1913 e 1993,
a doenca limitava-se aos municipios de Ladario e Corumba, localizados no extremo
oeste do estado. A expanséo da Leishmaniose Visceral no MS ocorre no sentido
oeste-leste, originando-se em Corumbd& percorrendo o estado até Trés Lagoas. A
urbanizacdo da doenca coincide com as rotas de trés grandes contrucdes civis:
Estradas de ferro (1909 a 1952); rodovia federal BR-262, finalizada na década de
1980; a construcdo do gasoduto Bolivia-Brasil, iniciado em 1998. A partir disso,
municipios que eram livres da doenc¢a, como Campo Grande e Trés Lagoas, passam
a apresentar casos autoctones em humanos (ANTONIALLI et al., 2007). Na década
de 2000, a capital do estado torna-se o principal foco da doenca. Segundo estudos
realizados em Campo Grande (FURLAN, 2010), no periodo de 2002 a 2006 foram
confirmados 568 casos de LV em humanos.

Em S&o Paulo, a Leishmaniose Visceral foi detectada em c&es no ano de
1998 e em humanos em 1999, ambos relatados na cidade de Aracatuba
(GALIMBERTTI et al., 1999). Entre os anos de 1999 e 2011, foram registrados casos
autoctones de Leishmaniose Visceral Humana em 73 municipios do estado. O

principal eixo de disseminacdo da doenca seguiu a rodovia Marechal Rondon, a



ferrovia Novoeste e o Gasoduto Bolivia-Brasil, na direcdo noroeste-sudeste rumo a
Bauru. Os municipios com altas taxas de incidéncia e mortalidade foram Aracatuba,
Presidente Prudente e Marilia, que apresentam temperaturas elevadas e baixo indice
pluviométrico (CARDIN et al., 2013; SEVA et al., 2017). Além dos fatores provocados
pelas construcdes citadas anteriormente, propde-se que a substituicdo da criacdo de
gado pelo plantio de cana-de-agUcar impactou na expansao da LV no estado de Séo
Paulo. Visto que houve o emprego de mao-de-obra migrante, geralmente proveniente
da regido Nordeste, conhecidamente endémica para a infeccdo (BARATA, 2000;
CARDIN et al., 2013)

A ocupacédo da Regido do Vale do Rio Doce, localizada no leste de Minas
Gerais e parte do Espirito Santo, ocorre de forma definitiva com a constru¢éo da
Estrada de Ferro Vitéria-Minas em 1901. Fator este que favoreceu o processo de
industrializacéo inciado na década de 1930, com a implantacdo de grandes empresas
do setor sideruargico, e que teve seu auge na década de 1970 marcando um periodo
de grande crescimento econ6mico no estado de Minas Gerais (DE LIMA
FERNANDES, 2007; COELHO, 2009). Decorrente disso, a regido sofreu intensa
devastacdo das matas nativas, dando lugar as ferrovias, pastagens, plantacdes de
café e eucalipito, além de crescimento desordenado das areas urbanas (COELHO,
2009).

Em Minas Gerais, a primeira ocorréncia da Leishmaniose Visceral é
descrita em 1943 por Versiani, em um paciente proveniente da regido Nordeste do
pais. Em 1953, fica evidenciado o primeiro caso autéctone descrito por Cancados et
colaboradores, em um paciente oriundo do municipio de Itanhomi localizado no Vale
do Rio Doce (MARTINS et al., 1956). Em Belo Horizonte, Rezende & Bastos (1959)
identificaram o primeiro caso autéctone da doenca em uma crianga, entretanto, a
auséncia de envidéncias que comprovassem a presenca do vetor e de caes positivos
na regido levaram as supeitas de outras formas de transmissao da doenca. Assim
como na regido do Vale do Rio Doce, A Regido Metropolitana de Belo Horizonte
(RMBH) teve sua urbanizagéo intensificada na década de 1970 e consilidada nos anos
de 1980 e 1990. ALV passa a ser notificada na RMBH no ano de 1989, no municipio
de Sabara, e nos anos subsequentes, expande por toda a regidao (GENARO et al.,
1990; OLIVEIRA et al., 2001)
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Em 1966, sao relatados os cinco primeiros casos em humanos no Espirito
Santo, quatro no municipio de Baixo Guandu e um no municipio de Colatina. Ainda,
registra-se o primeiro caso de Leishmaniose Visceral Canina, no animal que coabitava
a residéncia do doente, em Colatina (MARTINS, 1968). A doenca torna-se endémica
no estado nas décadas de 1980 e 1990, com envolvimento dos municipios de Aguia
Branca, Baixo Guandu, Governador Lindenberg, Itaguacu, Itarana, Nova Venécia,
Pancas, S&0 Gabriel da Palha, Sd0 Roque do Canaé e Agua Doce do Norte, sendo o
altimo o unico dos municipios nao situado no Vale do Rio Doce (FALQUETO et al.,
2009).

Segundo o SINAN, de 2008 a 2021 foram registrados 91 casos confirmados
de Leishmaniose Visceral em humanos no Espirito Santo, em que cerca de 71%
destes eram pacientes oriundos da Microrregido Geogréafica de Colatina (Figura 4) —
gue compreende 0s Municipios de Alto Rio Novo, Baixo Guandu, Governador
Lindenberg, Marilandia, Pancas, Sdo Domingos do Norte, Sdo Gabriel da Palha, Séo
Roque do Canad e Vila Valério. No ano de 2012, tém-se o primeiro possivel registro
de um foco de Leishmaniose Visceral Canina autéctone na Regidao Metropolitana de
Vitéria, que se sucedeu a um caso humano relatado (TONINI et al., 2012).
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Figura 4. Microrregides Geograficas do Espirito Santo - 2011

. Microrregido de Montanha . Microrregiao de Colatina . Microrregido de Guarapari

Microrregido de B. S. Francisco Microrregido de Linhares . Microrregiao de Afonso Claudio
. Microrregido de S. Mateus . Microrregido de Santa Tereza . Microrregido de Itapemirim
. Microrregido de Nova Venécia Microrregido de Vitéria Microrregido de Alegre

. Microrregido de Cachoeiro do Itapemirim

Fonte: Adaptado de Instituto Jones dos Santos Neves
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2.5. IMPOBTANQIA DOS CAES PARA A LEISHMANIOSE VISCERAL E
APRESENTACAO CLINICA DA DOENCA

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2019), os responsaveis pela
manutencao do ciclo da doenga no ambiente silvestre sdo as os canideos silvestres
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris).
Enquanto no meio urbano o cdo (Canis lupus familiaris) € o principal reservatorio da
forma visceral da doenca, sendo observado que a enzootia na populacdo canina
antecede a ocorréncia de casos humanos e que a infeccdo em caes é mais prevalente

do que no homem.

Nesse aspecto, a interagdo homem-cao ganha ainda mais importancia para
a Saude Publica quando observamos o aumento crescente da populacdo de caes
domiciliados em todo o territério nacional. De acordo com IBGE (2019), as estimativas
populacionais indicaram que havia a presenca de pelo menos um cachorro em 46,1%

dos domicilios do Pais, o que equivalente a 33,8 milhdes unidades domiciliares.

A apresentacdo clinica da LVC é dependente do estado imunoldgico do
hospedeiro e ao tipo de resposta imune gerada (celular ou humoral). A infecgéo inicia-
se com uma resposta inflamatéria no local do respasto, geralmente nariz e parte
interna da pina auricular, formando uma lesdo chamada de “cancro de inoculacao".
Os cées infectados podem ser classificados em trés categorias de acordo com a
presenca de sinais clinicos: assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos
(BRASIL, 2014; JERICO et al., 2015).

Os olissintométicos podem apresentar linfadenomegalia, perda de peso e
pelo opaco. Nos cées sintomaticos pode-se observar alteracbes dermatoldgicas,
como alopecia e hiperqueratose, onicogrifose, emagrecimento progressivo,

ceratoconjuntivite e paresia dos membros posteriores (BRASIL, 2014).

2.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LVC

Os métodos de diagndstico da LVC, preconizados pela Ministério da Saude
para inquéritos em salude publica sdo os testes soroldgicos. Até o ano de 2012

utilizava-se a Reacao Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) como teste confirmatério, que
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consiste na reacdo da amostra (soro diluido) com o antigeno fixado em laminas de
microscopia para imunofluorescéncia, que sdo observados apds a adicdo de um
conjugado espécie-especifico. A RIFI apresenta sensibilidade variando entre 98,8 e
100% e especificidade de 94,7 a 100% (MACHADO, 2004). A especificidade pode ser
comprometida por reacbes cruzadas com doencas caudas por outros
tripanossomatideos, principalmente com Leishmaniose Tegumentar e Doencgas de
Chagas (ALVES; BEVILACQUA, 2004; BRASIL, 2014). Observa-se que a técnica
apresenta melhor sensibilidade quando utilizada em cées de regibes endémicas e
melhor especificidade quando aplicada em populacdes caninas de area nao-endémica
(PEIXOTO; OLIVEIRA; ROMERO, 2015).

Atualmente, utiliza-se o teste de imunoensaio cromatogréfico Dual Path
Platform (DPP®) para triagem e teste de ELISA® - (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) para confirmacado do diagndstico, ambos os testes identificam a presenca de
anticorpos contra Leishmania sp. O animal é considerado infectado quando a amostra
€ reagente aos dois testes (BRASIL, 2019).

O DPP® Leishmaniose Visceral Canina é um teste rapido, produzido pelo
Instituto de Tecnologia em Imunoldgicos (Bio-Manguinhos/Fiocruz), que detecta
anticorpos especificos contra as proteinas recombinantes K28 de Leishmania chagasi
e a Proteina A Conjugada ao Ouro Coloidal, adsorvidos em Membrana de
Nitrocelulose. De acordo com o fabricante, para a realizac&do do teste € adicionado a
amostra (sangue, soro ou plasma) e duas gotas da solugdo tampao ao pogo
designado, e a um segundo poc¢o adiciona-se quatros gotas da solucdo tampéao. O
DPP apresenta o resultado em um periodo de 15 a 20 minutos, possui duas linhas de
leitura (T — Linha Teste; C — Linha Controle) e considera-se positivo quando ambas
sdo observadas. Estudos realizados por Barbosa (2015) demostraram alta
especificidade e sensibilidade do teste, 98,33% e 93,33% respectivamente.

O ELISA baseia-se na reacéo de anticorpos presentes na amostra (soro)
com os antigenos solUveis e purificados de Leishmania, que sdo adsorvidos em
microplacas. A observacao da reacao é possivel depois que se adiciona uma anti-lgG
de cédo marcada com peroxidase, essa imunoglubulina se liga aos anticorpos caso
estejam presentes, resultando em um produto colorido lido por espectrofotometria. O

resultado é positivo se a densidade otica € igual ou superior a trés desvios-padrao do
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ponto de corte quando comparado ao resultado obtido no controle negativo (BRASIL,
2014).

Além dos métodos soroldgicos, o diagnostico da LVC pode ser realizado
por meio do exame parasitologico e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). No
exame citolégico ha a observacdo da amastigota parasitando células do sistema
fagocitico mononuclear (macrofagos), as amostras coletas sdo provenientes da
medula 6ssea (MO), linfonodos, figado, baco ou liquido sinovial (ANTUNES et al.,
2018; RENNO et al., 2019). A técnica de PCR baseia-se na identificacdo do KDNA e
utiliza amostras de MO, sangue periférico e bidpsia de pele (DE ANDRADE, 2017;
NOLETO et al., 2017).

2.7. TRATAMENTO

Os antimoniais pentavalentes, Pentostam® (estibogluconato de sodio) e
Glucantime® (antimoniato de meglumina), tém sido medicamentos de primeira
escolha para o tratamento de LV humana nos ultimos 60 anos. Entretanto, relatos no
inicio da década de 1980 demonstraram sua ineficacia, em que cerca de 60% dos
tratamentos (Sundar, 2001).

Com isso, foram aprovadas novas medicacdes com principios ativos
Anfotericina B, Miltefosina e Paromomicina. A anfotericina B é amplamente utilizada
na Europa e é medicamento de segunda escolha na india, em que apresentou uma
taxa de cura superior a 95% dos pacientes. Porém, a sua utilizacdo torna-se limitada
visto o seu alto custo (SUNDAR, 2014; BERN et al., 2006; CROFT et al., 2005)

O protocolo terapéutico indicado para o tratamento da Leishmaniose
Visceral Canina baseia-se no estadiamento da doenca, que é definido pela analise
sorolégica, presenca de sinais clinicos e resultados laboratoriais. As terapias
indicadas tém por objetivo a reducdo da carga parasitaria e melhora clinica do
paciente infectado. No Brasil, o Grupo de Estudos sobre Leishimaniose Animal
(Brasileish) propbe a associagdo da imunoterapia, imunomodulacao, utilizagdo de
alopurinol e miltefosina (BRASILEISH, 2018; LEISHVET, 2018).
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Estudos realizados por Toepp et al. (2018) e Gomez-Ochoa et al. (2009)
demostraram que a imunoterapia com proteina recombinante (A2-HIS), presente na
vacina anti-Leishmania (Leish-Tec®), promove melhora da resposta imune, por
conseguinte, o controle da progressdo da doenca, reducao de sinais clinicos e da

mortalidade dos animais infectados.

O alopurinol é um analago da hipoxantina que possui acao
leishmaniostatica, visto que, o protozoario metaboliza o farmaco em uma molécula
idéntica a ionsina, que interfere na sintese de &cido ribonucleioco (RNA) da
Leishmania e, consequentemente, interrompe a traducao de proteinas. O alopurinol é
comumente utilizado em conjunto aos antimoniais pentavalentes, pois apresenta baixa
toxicidade, eficacia na reducéo de sinais clinicos, administragdo facilitada (via oral) e
baixo custo (BANETH; SHAW, 2002; BRASILEISH, 2018).

O tratamento com MilteforanTM (Virbac) foi autorizado por meio da Nota
Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, assinada pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude (MAPA), sendo esta a Unica
droga leishmanicida aprovada para o tratamento da LVC. O Milteforan é um
antiparasitario que tem a miltefosina como principio ativo. A miltefosina é um
aquilfosfolipideo (hexadecilfosfocolina) que inicialmente foi desenvolvido para terapia
antineoplasica, porém apresenta alta efetividade no tratamento de animais infectados,
com a forma visceral da doenca (SYKES; PAPICH, 2014; BRASILEISH, 2018).

O seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo da biossintese de
glicosilfosfatidilinositol, glicolipideo que auxilia na sobrevivéncia da Leishmania sp.
dentro dos macréfagos. Além de interferir na sintese da membrana celular do parasito.
O uso da miltefosina melhora a manifestacéo clinica da doenca com diminui¢cdo da
carga parasitaria na pele do hospedeiro e ainda, reduz a infectividade do cdo para o
vetor (DOS SANTOS NOGUEIRA et al, 2019).

Recomenda-se que os animais submetidos ao tratamento com miltefosina
sejam monitorados a cada a 4 a 6 meses com testes de diagnostico (sorolégicos,
parasitologicos e/ou moleculares) para acompanhamento da carga parasitaria e
revisdo do protocolo terapéutico (RIBEIRO, 2016; LEISHVET, 2018).
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2.8. MEDIDAS DE PREVENCAO E CONTROLE DA LEISHMANIOSE
CANINA

As medidas de controle da LVC séao padronizadas e preconizadas pelo
Ministério da Salde e visam estratégias integradas a fim de atuar em todas as frentes
da doenca, ou seja, o controle deve ser feito focando no hospedeiro (homem e céo) e
no controle entomoldgico. A implantacdo dessas medidas fica a cargo dos servigos
estaduais e municipais de saude. As medidas de prevencéao voltadas para o controle
da LVC véo desde a prevencdo, como o0 encoleiramento da populagcdo canina e
vacinacdo de animais que transitam em areas endémicas, até o tratamento dos
animais infectados (BRASIL, 2014; MAIA-ELKHOURY, 2018).

O encoleiramento em massa com coleiras impregnadas de deltametrina a
4% demonstram-se eficazes na protecdo individual do cdo contra a picada dos
flebotomineos (OPAS, 2018). Atualmente, apenas a vacina produzida pela CEVA é
aprovada pelo MAPA e Ministério da Saude. A Leish-tec® é uma vacina recombinante
e, segundo o fabricante, promove uma protecao individual entre 92% e 96% (CEVA,
2020).

A eutanasia € definida como medida de controle pelo Ministério da Saude,
aos animais com diagndstico positivo para a doenca, com resultados obtidos tanto por
testes sorolégicos quanto por método parasitolégico, € que ndo estejam em
tratamento exclusivo com miltefosina (BRASIL, 2014; MAIA-ELKHOURY, 2018).
Apesar desta indicacdo, discute-se o aspecto de que animais eutanasiados séo
repostos rapidamente pelos tutores, mostrando que na pratica esta indicacéo deve ser

revista.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral: Avaliar a soroprevaléncia da LVC em cées domiciliados na

Regido da Grande Vitéria do estado do Espirito Santo.
Objetivos especificos:

¢ No caso de resultados positivos pretende-se avaliar a resposta sorologica
de acordo com a origem dos animais, bem como a presenca de titulos a
partir da realizacdo do diagnostico pela RIFI;

e Caracterizar os fatores de risco associados a infec¢éo canina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. COMITE DE ETICA

O estudo foi aprovado previamente pela Comisséo de Etica, Bioética e Bem

Estar Animal da Universidade Vila Velha sob o Niumero de protocolo 611-2021.

4.2. AMOSTRA POPULACIONAL E AREA DE ESTUDO

A populacédo de estudo, selecionada pela amostragem por conveniéncia,
foi composta por 154 cdes que passaram por atendimento clinico no Hospital
Veterinario “Prof. Ricardo Alexandre Hippler” da Universidade Vila Velha (HV-UVV),
no periodo entre janeiro de 2022 e novembro de 2022. Os animais foram classificados
quanto a idade, sexo, raca e local de origem para posterior andlise fatores de risco da

doenca.

O HV-UVV esta localizado no municipio de Vila Velha no Estado do Espirito
Santo, atendendo a comunidade no entorno e das cidades vizinhas, principalmente

Cariacica, Fundéao, Guarapari, Serra, Viana e Vitoria.

Os municipios descritos sédo pertencentes a Regido Metropolitana da
Grande Vitéria (RMGV) (Figura 5), que esté situada no bioma da Mata Atlantica, ocupa
a extensdo de 2.331 km?, abriga 1.687.704 habitantes e estima-se que 42,6% dos
domicilios tenham pelo menos um cachorro (IBGE, 2010).

As amostras soroldgicas utilizadas na pesquisa permaneceram
acondicionadas na temperatura de -20 °C e armazenadas no Laboratoério de Patologia

Clinica do HV-UVV até a realizacdo da Reacéao de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

A RIFI foi realizada nos Laboratorios do Servico de Diagndéstico de
Zoonoses (SDZ) do Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria
Preventiva da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP.
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Figura 5. Regido Metropolitana da Grande Vitéria — Espirito Santo.
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Fonte: Instituto Jones dos Santos Neves (2023)

4.3. REACAO DE IMUNUFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

A Reacdao de Imunufluorescéncia Indireta para deteccao de anticorpos anti-
Leishmania, foi realizada de acordo com Camargo (1966). A sensibilizacdo das
laminas foi feita com o antigeno Leishmania major, pipetando-se 10 uL da suspensao
de promastigotas em cada um dos orificios, e em seguida retirada por aspiragéo,
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restando apenas uma pelicula fina (Figura 6). As laminas foram secas em temperatura
ambiente e mantidas em laminéario a -20° C até o uso, por um periodo maximo de duas
semanas.

Figura 6. Sensibilizacdo das laminas com antigeno Leishmania major

T S . A a

Fonte: Arquivo pessoal da autora

As amostras foram diluidas em microplaca pipetando-se 190 pL de solugéo

salina tamponada (PBS) 0,01M pH 7,2 e 10 pyL do soro na primeira perfuracédo para
diluic&o inicial de 1:20. Em seguida, pipetou-se 100 pL da primeira diluicdo e 100uL
de PBS na segunda cavidade, obtendo-se a diluicdo de 1:40 que foi utilizada para

prova de triagem. Os soros de controle positivo e negativo da reacdo foram diluidos
da mesma maneira.
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Figura 7. Diluicdo do soro com PBS 0,01M pH 7,2

B

Nas laminas fixadas com antigeno L. major, foram distribuidos 10 pL da
diluicdo 1:40, incubando a 37°C em camara Umida por 30 minutos (Figura 8). Apos,
foram realizadas duas lavagens com PBS 0,01M pH 7,2 em frasco tipo coplin por 10
minutos cada, procedida da secagem em estufa.

Figura 8. Preparacao da camara umida

Fonte: Arquivo pessoal da autora
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Posteriormente, o conjugado espécie-especifico foi diluido de acordo com
0 seu titulo pré-estabelecido, em solugdo de azul de Evans a 20mg%, que foi
previamente diluido em PBS 0,01M pH 7,2 na diluigdo 1:5. Foram adicionados 10 pL
do conjugado em cada uma das diluicbes. Realizou-se novamente 0 processo de
incubacdo a 37° em camara umida por 30 minutos, seguido de duas lavagens com

PBS 0,01M PH 7,2 e secagem em estufa, como descrito anteriormente.

Apéds a secagem, adicionou-se duas gotas de solucao glicerinada pH 8,5
nas laminas cobrindo-as com laminulas, realizando a leitura em microscépio de
imunofluorescéncia no aumento de 40. Posterior a leitura dos controles (Figura 9),

procedeu-se a leitura das amostras do estudo na diluicdo de 1:80.

Figura 9. Leitura do controle positivo em microscopio de imunofluorescéncia

Fonte: Arquivo pessoal da autora
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 154 amostras utilizadas no inquérito soroldgico, 95 (61,8%) eram de
animais provenientes do municipio de Vila Velha, 43 (27,9%) do municipio de Vitoria,
9 (5,8%) do municipio de Serra e 7 (4,5%) do municipio de Cariacica. Os caes

possuiam idades variando de um més a 17 anos, com idade média de 6,5 anos.

Na RIFI ndo houve resultados sororreagentes para Leishmania major. Tais
resultados corroboram com os encontrados por Tonini et al. (2012), que embora
tenham demonstrado sorologia positiva no teste ELISA in house, nos ensaios de
ELISA associado a RIFI todas as amostras foram negativas para a presenca de
anticorpos anti-Leishmania. Sugere-se que tenha ocorrido reacdes falso-positivas
com agentes disseminados na regido, como Ehrlichia canis e Babesia sp. (LEANDRO
JUNIOR, 2014; NAGATA et al., 2018; VIEIRA et al., 2018; BITTENCOURT et al.,
2022).

Estudos de vigilancia epidemioldgica relacionados as soroprevaléncia da
LVC, revelam resultados variaveis, desde nenhum animal positivo, o que significa
provavel regido indene para a doenca, até situacdes de endemia e de epidemia.
Apresentamos resultados de algumas pesquisas cujos resultados sdo coincidentes
com os obtidos no presente estudo (LANGONI et al., 2001; FREHSE et al. (2010);
COIRO et al. 2014; MANTOVAN et al. 2021)

Durante campanha de vacinacdo antirrdbica canina, no municipio de
Botucatu, regido indene para LVC, foram colhidas 689 amostras de sangue de caes,
e todas revelaram resultados negativos na RIFI (LANGONI et al., 2001). Avaliando
ainda, a possivel presenca da LVC no mesmo municipio, foi obtida uma amostragem
de 676 cdes que participaram da campanha de vacinacdo antirrabica de 2004,
perfazendo 4% dos 17.910 caes vacinados, em 20 postos de vacinacao, distribuidos
homogeneamente, em cinco regibes da area territorial urbana. Apesar de uma
amostra ter sido positiva na RIFI, tratava-se de um animal de dois anos de idade,
proveniente de outro municipio, e se encontrava em Botucatu h& trés meses, tratando-
se, portanto, de um caso haloctone. Este aspecto confirma a importancia das acées
de vigilancia na LVC (CARVALHO, 2007).
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Frehse et al. (2010) avaliaram a soroprevaléncia para LVC, em 364 caes
do Centro de Controle de Zoonoses de S&o José dos Pinhais, PR, também é&rea
indene para LVC. Encontraram somente uma amostra reagente no ELISA (0,002%),
entretanto, negativa na RIFI. O animal era assintomatico. Baseados no resultado
obtido, concluiram que Curitiba e area metropolitana poderia ser considerada de baixo

risco para a doenga, haquele momento.

Atividade de vigilancia para LVC realizada por Coiro et al. (2014), com 516
amostras séricas de cdes atendidos no Ambulatério de Dermatologia da Clinica de
Pequenos Animais do Hospital das Clinicas da FMVZ, UNESP, Botucatu, com
dermatopatias, revelaram resultado negativo para LVC, tanto na RIFI como no ELISA.
Da mesma forma que Langoni et al. (2001) que trabalhando com amostras de soro de
cdes, obtidas em campanha de vacinagéo antirrabica, no mesmo municipio, todas

foram negativas na RIFI.

Mantovan et al. (2021) pesquisando sorologicamente a resposta humoral,
frente a diferentes agentes infecciosos de carater zoonotico em 181 cées, do
municipio de Pardinho, regido de Botucatu, incluindo entre eles Leishmania spp, ndo
obtiveram resultado positvo na RIFI, especificamdente para este patdgeno. Apesar
destes resultados apresentados, que corroboram os obtidos no presente estudo,
serem de regides diferentes, ndo invalidam a importancia da adocao de programas de
controle a partir de atividades de vigilancia, para tomada de decisdo frente a
resultados positivos para minimizar os efeitos desta grave zoonose tanto nos animais

como em humanos.

Um dos aspectos limitantes do presente estudo pode ser considerado o
namero de amostras avaliadas, e que pretendiamos pesquisar. A ideia inicial era
realizar busca ativa domiciliar, em diferentes locais da regido, com uma amostragem
estratificada, entretanto, fatores alheios a nossa vontade, impediram esta
possibilidade. A falta de parceria com 6rgaos oficiais do municipio, dificultou a logistica
para obtencdo das amostras. Devemos destacar ainda a pandemia do Covid 19. Nos
resta agradecer a permissdo da utilizacdo de uma amostragem de conveniéncia,

cedida pelo Servigo de Patologia Clinica do HV da UVV.

PropBe-se que a auséncia de evidéncias da LVC esteja diretamente

associada com a nao observacdo do Lutzomyia longipalpis na regido de estudo. A
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presenca do vetor tem ocorréncia nas regides Centro-Oeste e Noroeste do estado,
ambas sdo caracterizadas por fazerem divisa com o estado de Minas Gerais e
apresentarem relevo acidentado, temperaturas elevadas e baixo indice pluviométrico
(PINTO, 2012; DEL CARRO et al., 2020).

Apesar do historico de deplecéo das florestas ser um fator predispontente
para a proliferacdo do vetor no ambiente, o desmatamento da Mata Atlantica nao
parece favorecer a disseminacdo do mosquito na RMGV. Diferente do que ocorre no
estado do Rio de Janeiro, que apresenta condicbes climaticas e ambientas
semelhantes, ainda assim, € possivel observar a presenca do L. longipalpis em até
mesmo nas regides litoraneas (FUZARI et al., 2016; NOVO et al., 2013).

A espécie L. longipalpis apresenta quatro variedades genéticas envolvidas
na producdo de feromoénios sexuais: (S)-9- metilgermacreno-B (9MGB), 3-metil-a-
himacaleno (3MaH), cembreno-1 e cembreno-2. A variante presente no Espirito Santo
€ a 9MGB, comumente encontrada no estado de Minas Gerais. Enquanto no Rio de
Janeiro, a Lutzomyia longipalpis cebreno-1 é a mais observada, estando disseminada
nos estados do Nordeste brasileiro, como o Ceara. (WARD et al, 1988; MAINGON,
2003; HAMILTON, 2005; SPIEGEL et al., 2016).

Além das diferencas relacionadas ao processo reprodutivo, sugere-se que
as variantes do flebotomineo possuam necessidades ecoldgicas distintas, conferindo
adaptabilidade as condi¢cdes ambientais no local de incidéncia (BAUZER et al., 2002;
BOTTECCHIA et al., 2004). Cogita-se ainda a possibilidade de migracdo da variante
genética presente no Rio de Janeiro para areas com caracteristicas similares no

Espirito Santo.

Assim, ressalta-se a necessidade da implementacdo de medidas de
prevencéao e de vigilancia, para controle e acompanhamento da disseminacao da LVC,
envolvendo o monitoramento do vetor e da doenca na populacéo canina, a partir de
inquéritos  soroepidemiolégicos, periodicamente, com numero de amostras
representativo em funcédo da populagédo canina local, bem como com abrangéncia,

procurando-se pontos estratégicos do local a ser estudado.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou a auséncia de infec¢cdo causada pelo
protozoario Leishmania sp. na populacédo canina da Regido Metropolitana da Grande
Vitéria — Espirito Santo, avaliada, confirmando que a area de pesquisa ndo é
endémica, até o presente momento, para a LVC. Apesar do resultado obtido, sugere-
se a continuidade de estudos a partir ndo somente de inquéritos sorolégicos, mas
também de inquéritos entomoldgicos, na busca do vetor responséavel pela doenca.
Importante, ainda ressaltar, que na presenca de caso de animal positivo, deve-se

acionar imediatamente o Servi¢co de Vigilancia local.
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