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RESUMO

O estado do Maranhdo ¢ uma regido endémica para leishmaniose visceral canina (LVC).
O diagnéstico é baseado em exame clinico e laboratoriais especificos, sendo também os
dados epidemioldgicos importantes para a suspeita diagndstica. Esse estudo realizou
inquérito soroepidemioldgico na populagcdo canina da Ilha do Maranhdo, e buscou
determinar e conhecer as regides de maior prevaléncia para a infec¢do em caes
aparentemente sauddveis, além de caracterizar o perfil clinico e epidemiolégico dos
animais sororeagentes e descrever os achados laboratoriais para os mesmos. Para as
andlises laboratoriais foram utilizados o hemograma, os valores de enzimas hepéticas
(ALT), creatinina e proteinas totais e fragdes e para o teste soroldgico, utilizado o kit teste
rapido DPP® Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. A andlise descritiva dos dados foi feita
utilizando os programas STATA® e Epi Info®, obtendo-se médias, desvios padrdes,
prevaléncias e frequéncias. Foram triados 368 animais, dos quais 114 foram reagentes; a
soroprevaléncia encontrada foi de 31% para a Ilha. Entre os municipios, Paco do Lumiar
apresentou a maior prevaléncia para LVC, de 56,1% e o municipio de Sdo Luis a menor,
com 13,9%; para o perfil clinico e epidemioldgico a maior parte dos animais foram
machos (70,29%), sem raca definida (97,29%), com idade de seis a doze meses (37%)
com peso entre 11 e 20 kg (62,38%). Em sua maioria ndo usavam colar anti-pulgas; 29%
apresentaram ectoparasitas; 62,38% apresentaram febre e 69,38% foram considerados
assintomadticos. Quanto a andlise laboratorial, a anemia foi o achado mais importante. As
andlises laboratoriais atuam de forma complementar no diagndstico da doenca;
associacOes de anemia em cdes residentes em areas endémicas, devem levar a suspeita da
LVC. Os resultados indicam, ainda, situac¢do de transmissdo intensa na Ilha do Maranhao
e auséncia de acoes efetivas para o controle da doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Inquéritos epidemioldgicos. Doencas do Cao.
Epidemiologia.



ABSTRACT

The state of Maranhao is an endemic region for canine visceral leishmaniasis (CVL). The
diagnosis is based on specific clinical and laboratory tests, and epidemiological data are
also important for diagnostic suspicion. This study carried out a seroepidemiological
investigation in the canine population of the Island of Maranhao, and sought to determine
and know the regions of higher prevalence for infection in apparently healthy dogs,
besides characterizing the clinical and epidemiological profile of the seroreagent animals
and to describe the laboratory findings for them. Hemogram, liver enzyme values (ALT),
creatinine and total proteins and fractions were used for the laboratory analysis, and for
the serological test, the Bio-Manguinhos / FIOCRUZ DPP® rapid test kit was used. The
descriptive analysis was done using STATA® and Epi Info® programs, obtaining
averages, standard deviations, prevalences and frequencies. 368 animals were screened,
of which 114 were reagents; the seroprevalence found was 31% for the Island. Among
the municipalities, Paco do Lumiar presented the highest prevalence for CVL, 56.1% and
Sao Luis the lowest, with 13.9%; for the clinical and epidemiological profile, the majority
of the animals were male (70.29%), undefined (97.29%), aged six to twelve months
(37%), weighing between 11 and 20 kg (62.37%). Most did not wear anti-flea paste;
28.72% presented ectoparasites; 62.38% presented fever and 69.38% were considered
asymptomatic. Regarding laboratory analysis, anemia was the most important finding.
The laboratory analyzes are complementary to the diagnosis of the disease; anemia in
dogs living in endemic areas should lead to the suspicion of CVL. The results also indicate
an intense transmission situation in the Island of Maranhdo and absence of effective
actions to control the disease.

Key-words: Visceral leishmaniasis. Epidemiological surveys. Dog’s disease.
Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas zoondticas parasitdrias
causadas por um grupo heterogéneo de protozodrios do género Leishmania spp. A espécie
Leishmania chagasi é o principal agente etiolégico da leishmaniose visceral canina
(LVC) e humana no Brasil (MORALIS, 2015). A transmissao da doenca se d4 pela picada
de fémeas de flebotomineos do género Lutzomya e o c@o é considerado a principal fonte

de infec¢c@o no meio urbano (WERNECK, 2010).

A doenca € de grande relevancia para a satde publica, pois responde por
cerca de 59.000 mil 6bitos anuais no mundo, resultantes de aproximadamente 500.000
mil casos novos da doenga no globo, sendo considerada a segunda enfermidade de maior
relevancia entre as protozoonoses tropicais, segundo a Organizagdo Mundial de Satde -

OMS (2015).

Em 2014, mais de 90% dos casos novos notificados a OMS ocorreram em
seis paises: Brasil, Etidpia, India, Somalia, Suddo do Sul e Sudio (OMS, 2015). Para

Coiro et al. (2014), o Brasil € o pais que mais responde por casos nas Américas.

Descrita em muitos municipios brasileiros, ao longo dos anos o ciclo da
leishmaniose visceral (LV) sofreu varias mudancas; tratava-se de doenca de cardter rural
e periurbano, mas hoje estd completamente inserida no meio urbano, dos grandes centros
as periferias; nessas ultimas, principalmente pelas grandes aglomeragdes populacionais
humanas e caninas, falta de planejamento urbano e sanitdrio, vivéncia em drea de mata,
além da presenca constante do reservatdrio e do vetor e, baixa ou pouca imunidade contra

o parasito (BARBOSA, 2013; COIRO et al., 2014).

Outros fatores de risco nas dreas urbanas podem ser citados, como as
precarias condi¢cOes de vida da populagdo e a presenca do reservatério canino
frequentemente no ambiente doméstico. Fatores individuais como desnutri¢do, fatores
genéticos e coinfeccdo por outras doencas como a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) também se revelam como agravantes na ocorréncia da doenca
(MACHADO; SILVA; VILANI, 2016). Em particular, o estado do Maranhdo possui
ainda condi¢des ambientais, relacionadas as suas caracteristicas intrinsecas de regido pré-
amazoOnica, favordveis para a perpetuacdo da doenca, especialmente em suas regioes

rurais e periurbanas de alguns municipios.



A execucdo de inquéritos soroldgicos na populacdo canina para avaliar os
niveis de soroprevaléncia foi preconizado pelo Ministério da Saide no Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV) como forma de acompanhar

o estado de surtos e epidemias, e de avaliar a eficdcia das medidas de controle aplicadas

(BRASIL, 2006).

Para Abreu-Silva et al. (2008) a doenca, em cdes, apresenta uma situagcao
epidemioldgica peculiar, onde a presenca da infeccdo nem sempre significa a doenca
ativa, e a presenca de casos subclinicos estd constantemente relacionada a dreas
endémicas, além de fato de casos caninos precederem temporalmente a ocorréncia de

casos em humanos e a prevaléncia da doenca ser maior em caes do que em humanos.

A répida expansdo e urbanizacdo, além da auséncia de variedade de drogas
apropriadas para o seu tratamento, colocam a doen¢ca como uma importante preocupagao
sanitaria. O estudo da LV em humanos ndo pode ser realizado em sua completude sem
perpassar pelo estudo e compressdo da doenca nos cées. Esse € o reservatdrio e principal
hospedeiro do parasito, podendo ocultar a doenca por muito tempo e também, ocupa
posicdo de destaque como animal de estimacao no seio familiar, havendo ainda lacunas

no conhecimento a respeito de seu real papel na biologia e ciclo da doenca.

Em virtude da realidade epidemioldgica vivida pelo Estado, e a falta de dados
atualizados no tocante a doenca em caes, € essencial reunir informagdes para conhecer o
cendrio atual da epidemia de LVC, entendendo a interacdo entre protozodario, vetor e seus
hospedeiros que permeiam de forma dinAmica a manutencao desta doenca. Assim, este
estudo buscou conhecer a atual situacdo da infeccdo por Leishmania chagasi na

populacdo canina da Ilha do Maranhao, drea endémica no Estado.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral Humana

A LV em humanos € de notificacdo compulsdria e apresenta altas taxas de
incidéncia e letalidade; € mais frequente em criangas menores de 10 anos (54,4%), sendo
41% dos casos registrados em menores de cinco anos. O sexo masculino ¢é
proporcionalmente o mais afetado (60%). A razao de maior susceptibilidade das criancas
se da pelo estado de relativa imaturidade imunolégica celular, agravado pela desnutrigao,
tdo comum nas dreas endémicas, além da maior presen¢a do vetor no peridomicilio

(BRASIL, 2006).

Contudo, a infeccdo de adultos tem impacto na epidemiologia da doenca
devido a apresentacdo por eles de formas oligo ou assintomadticas da doenca, além
daquelas com expressao clinica (BRASIL, 2006). No Sudeste, a doenca cresceu e quase
dobrou de 2000 a 2011; porém, as regides mais afetadas ainda sdo a Norte e Nordeste
que, juntas, respondem pela maior parte dos casos - 71%, entre 1992 e 2011

(MONTEIRO, 2013).

No Maranhdo, a capital Sdo Luis € a principal responsdvel pelas notificacdes
da doenca, que se fixou de forma definitiva no ano de 1982 com a comprovacao de dois
casos humanos no bairro Sdo Bernardo e quatro no Sao Cristovao, seguindo-se de um
surto de 32 casos nos municipios de Paco do Lumiar e Sdo José de Ribamar (SILVA et
al., 1983); a partir de entdo, deu-se a epidemia, com a ocorréncia posterior de 1.089 casos
na Ilha em um periodo de 15 anos, influenciado diretamente pelo deslocamento de
agricultores de estados vizinhos pelo €xodo rural de familias do interior maranhense, além
da implantacdo de grandes empresas mineradoras como Vale do Rio Doce e Consorcio

de Aluminio do Maranhao - ALUMAR (BARBOSA, 2011).

Segundo Barbosa et al. (2010), apés a expansdo da LV para as demais areas
da Ilha, em 1988, presenciou-se uma nova fase, onde o Estado assumiu o posto de um dos
mais endémicos para a doenca. Diversos estudos revelaram indices de 20 a 60
casos/100.000 habitantes, principalmente na regido metropolitana de Sdo Luis

(BARBOSA, 2011; SILVA et al., 2008; FELIPE, et al., 2011).

No periodo que compreendeu os anos de 2007 a 2014, 196 municipios

maranhenses notificaram um total de 6.523 casos de LV em humanos (GARCES



JUNIOR, et al., 2016). J4 no ano seguinte, 2015, somente no primeiro semestre, foram
registrados 224 casos no Estado, dos quais 32 ocorreram na capital Sdo Luis

(MARANHAO, 2015).

2.2 Reservatorio

Até o momento, de todos os animais identificados como reservatorios da
doenga, o cdo (Canis familiaris), sob o ponto de vista epidemiolégico, é considerado o
reservatorio doméstico mais importante, embora estudos ja tenham encontrado gatos
domésticos infectados com o parasito em dreas endémicas de vérios paises (VIDES, et
al., 2011). Ja no meio silvestre a raposa (Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis
albiventris e Didelphis marsupialis) sdo os principais reservatorios do parasita (BRASIL,

2006).

A importancia do cdo na epidemiologia da doenc¢a ndo reside somente no fato
do mesmo apresentar altas prevaléncias de infec¢do quando comparadas a espécie
humana, mas também pelo elevado nimero de animais assintométicos, que pode chegar
a 80% da populagdo infectada (ALMEIDA, et al., 2010; PALTRINIERI et al., 2010).
Esses servem de fonte de infeccdo para o vetor e, muitas vezes, deixam de ser
identificados numa populacdo devido a auséncia de sintomas, ou ainda, em fungdo de

resultados falso-negativos nos exames soroldgicos (MARCONDES; ROSSI, 2013).

De forma geral, os cdes sao afetados pela doenca em todo o mundo, com
excecdo da Oceania, porém sua predominancia é observada na América do Sul e no
Mediterraneo, onde a doenga ganha novos territdrios. Nessas localidades a LVC €
detectada principalmente por meio de estudos de soroprevaléncia da infeccdo em caes —
no sudeste da Espanha encontrou-se 20,1% de animais infectados; no sudeste da Francga,
14%; em Portugal 5,86%. E conhecida a existéncia de pelo menos 2,5 milhdes de caes
infectados apenas no sudoeste europeu; se considerarmos que a doenca € endémica em
88 paises e que apenas 32 dispdem de servigo de notificagdo compulsoria para a doenga
(OMS, 2016), existindo ainda outros hospedeiros como as raposas € marsupiais,
perceberemos a relevancia no contexto da saide publica mundial que a LV ocupa

(BASTOS; MADRID, 2015; CORTES et al., 2012).

Em muitas regides brasileiras, a LVC ocorre de modo endémico e muitos

fatores podem ter corroborado para que essa realidade assim se delineasse, entre eles o



movimento de caes entre dreas endémicas e ndo endémicas, e a introducdo de caes
infectados em dreas ndo endémicas com existéncia de vetores em potencial, que

possivelmente geraram novos focos (DANTAS-TORRES, 2009).

A cada dia, novas pesquisas revelam taxas alarmantes para a incidéncia da
LVC. Em Jacira, Mato Grosso, o estudo de Lazari e colaboradores (2016) encontrou 96%
doas animais estudados positivos para a doenca, destes, 13% assintomdticos e 85%
oligossintomdticos. A pesquisa de Oliveira et al. (2015) realizada em Niterdi, no Rio de
janeiro, revelou 29% dos animais estudados como assintomadticos, 29%
oligossintomdticos e 15% positivos para LVC. Maia em 2013 obteve 32% de positividade

para a doenga nos cées participantes de seu estudo realizado em Brasilia.

No Maranhao, em 2010, Barbosa et al. encontraram 67 animais positivos de
um total de 100 examinados no distrito do Tirirical, municipio de Sao Luis. Felipe et al
(2011) encontraram 47,8% de caes sororeagentes no municipio de Raposa, com alta
incidéncia de animais assintomaticos. Braga et al. (2015) encontraram prevaléncia de
46% para a doenca em cies em Imperatriz. Todos os estudos apenas confirmam a situa¢io

de endemia enfrentada pelo Estado ao longo das ultimas décadas.

2.3 Ciclo de transmissao

As leishmanioses sdo doencgas causadas por mais de 20 espécies de
protozodrios tripanossomideos do género Leishmania spp. No Brasil a espécie
Leishmania chagasi é o agente etiologico da LVC e humana, € parasita intracelular
obrigatdrio, encontrado nas células do sistema fagocitico mononuclear de seus

hospedeiros (BRASIL, 2006; WERNECK, 2010).

A transmissdo se dé pela picada de fémeas infectadas de dipteros da espécie
Lutzomyia longipalpis, conhecidos genericamente por flebotomineos. Estes insetos t€ém
ampla distribuicao geografica, podendo ser encontrado desde o México até a Argentina

(OVALLOS, 2011).

Conhecidos também como ‘“cangalha”, “orelha de veado”, “asa dura”,
“mosquito-palha” “birigui” e “tatuira”, suas preferéncias de habitat influenciam o grau de
contato que 0os mesmos exercem sobre os humanos. Estdo bem adaptados ao ambiente

peridomiciliar devido aos seus hdbitos alimentares oportunistas, € no cendrio



contemporaneo, L. longipalpis € o principal vetor da doenca. Este flebotomineo se infecta
ao realizar repasto sanguineo em animais ou homens infectados, podendo transmitir a
doenca ao realizar novo repasto (BARBOSA, 2011; DAVIES et al., 2000; SANTANA
FILHO et al., 2012).

A infeccao do mosquito se completa em 72 horas e ocorre quando ha o repasto
sanguineo das fémeas, e estas ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas
do protozodrio; apds divisdo por cissiparidade no intestino, sdo liberadas as formas
flageladas denominadas promastigotas; estas se transformam em paramastigotas, que
colonizam o esdfago e a faringe do vetor e, onde permanecem aderidas ao epitélio do
flagelo, quando se diferenciam em formas infectantes, gerando as formas promastigotas

metaciclicas (BRASIL, 2006).

Ao serem inoculados na pele do hospedeiro vertebrado, quando da picada do
inseto, os promastigotas sdo liberados junto com a saliva e sdo fagocitados pelos
macréfagos onde se transformam na forma aflagelada chamada amastigotas; esta forma
parasitdria utiliza novos macréfagos para se multiplicar, disseminando a infec¢do por toda
a corrente sanguinea e causando danos as células do sistema mononuclear fagocitario da

pele, baco, figado e medula 6ssea (BRASIL, 2006; PAIXAO, 2008).

A distribuicdo da LVC nido é uniforme mesmo nas dreas endémicas, mas
apresenta um caréter focal e a sua ocorréncia estd relacionada com a distribuicao do vetor.
A variacdo na incidéncia e prevaléncia pode acontecer em fungdo de diversos fatores,
como 0s movimentos populacionais, modificacdes no ambiente, disponibilidade de

reservatorio, alteracdes naturais na populacdo do vetor (COSTA, 2011).

2.4 Aspectos patolégicos e clinicos

A doenca no cido € de evolugdo lenta e inicio insidioso, cujas manifestacoes
clinicas dependem do tipo de resposta imunoldgica apresentada pelo animal infectado,
especialmente do perfil de producdo de citocinas. Esse perfil varia conforme a genética
do animal, fatores inerentes ao parasito com espécie, cepa, tamanho do inécuo e
possivelmente presenca de substincias especificas na saliva do vetor durante a infec¢ao

(LARANIJEIRA, 2008).

A resisténcia a infeccao esta relacionada a ativacdo de células T CD4+ do tipo

Th1, com producdo de IFN-y e IL-2. Esse tipo de resposta € induzida pela citocina IL-2



que estd ativa na resposta Th1 e inibe a resposta Th2. Em resposta a ativac¢ao pelo IFN-y,
o metabolismo da L-arginina origina 6xido nitrico, que age de forma microbicida sobre
os parasitos presentes dentro dos macréfagos. A resposta do tipo Th2 produz 1L-4 e
fatores que desativam macréfagos IL-10, TGF-B e prostaglandina E2 e que induzem a
diferenciagdo de células B para a produgcdo de anticorpos do tipo IgGl e IgE
(MACHADO, 2008). A principal funcido das células Thl € a defesa mediada pelos
fagdcitos contra infec¢des, especialmente por microrganismos intracelulares; ja a do Th2
¢ nas reagdes imunes mediadas pela IgE e pelos eosindfilos/mastécitos (ABBAS;

LICHTMAN, 2005).

De forma geral, o primeiro sistema comumente alterado € o hemolinfatico,
ocorrendo linfadenomegalia, com linfonodos apresentando altera¢des hipertréficas em
suas regides corticais € medulares. O aumento do baco € comum, apresentando-se firme,
com sua cdpsula rugosa e espessa e parénquima granular em casos sintomaticos e
cronicos; nos demais casos, o 6rgdo pode estar somente aumentado, com cdpsula tensa,

hiperplasia da polpa branca e pontos brancos e difusos em sua superficie (MAIA, 2013).

Na medula dssea assim como em outros oOrgdos linfoides, € tipico a
hiperplasia e hipertrofia das células; no figado hé replicagdo do parasito, havendo hepatite
ativa cronica e eventualmente hepatomegalia. Adenomegalia, esplenomegalia e
hepatomegalia podem estar associados a infec¢des bacterianas, o que pode agravar as

condigdes clinicas do animal (CORTES et al, 2012).

Laboratorialmente, as andlises do hemograma e das enzimas hepaticas sao
uteis. No hemograma, as alteracdes mais importantes a serem observadas sdo a anemia,
que € encontrada em cerca de 50% a 70% dos caes, além de um eventual aumento das
proteinas totais, com achado de hipergamaglobulinemia. J4 na série leucocitaria, as
contagens total e diferencial de leucdcitos ndo obedecem qualquer padrdo em caes
portadores da doenca, pois alguns animais apresentam leucopenia enquanto outros,
leucocitose (DIAS et al., 2008; LIMA et al., 2013). J4 a associagdo de anemia,
hiperproteinemia e monocitose, para animais que vivem em drea endémica, € quadro

suspeito de infec¢do por Leishmania chagasi (FEITOSA et. al, 2003).

Quanto as fun¢des hepaticas, os aumentos na atividade enzimética, bem como
nos teores de bilirrubinas, ndo ocorrem com frequéncia nos caes doentes, observando-se

apenas em cerca de 16% dos casos. Na avaliacdo renal, a azotemia ocorre em 45% dos



cdes acometidos, sendo que em 38% apenas a creatinina estd elevada (LAPPIN, 2004;

MILHOMEM, 2013).

O quadro clinico em sua gama de manifestacdes varia do aparente estado
sadio a um grave estdgio final e pode ser confundido com outras doencas como babesiose,
erlichiose, entre outros. Classicamente hd a manifestagcdo de sinais dermatoldégicos, onde
cerca de 50% a 90% dos animais acometidos pela LVC apresentardo algum sinal cutaneo,
sendo os mais frequentes a hiperqueratose, pelagem seca e quebradica, eczemas no

focinho e orelhas, perda de pelos e onicogrifose (SCHIMMING; PINTO; SILVA, 2012).

Ha ainda presenca de hiporexia, polidipsia, apatia, anorexia, polifagia,
epistaxe. Em casos avancados o animal pode apresentar também uveite anterior, blefarite,
celulite orbital, opacidade de cOrnea, ceratoconjutivite, conjutivite, edema de patas e
membros, diarreia, melena, €mese, pneumonia, alteracdes neuroldgicas, inanicao,
caquexia, manifestacdes de infeccdes secunddrias como piodermite, demodicose, entre
outras, podendo evoluir para 6bito (BRASIL, 2006; COIRO et al., 2014;
TRONCARELLI et al., 2009).

Para Campos-Ponce et al. (2005), a intensidade dos sinais ndo depende
unicamente de fatores relacionados ao parasito. Idade, genética, estado nutricional
também sdo determinantes na expressao do quadro clinico pelo cdo, sendo a desnutricao

um grande fator de risco para o desenvolvimento da doenca.

As alteracdes apresentadas pelo cao doente envolvem quase todos os 6rgaos
face a multiplicidade de mecanismos patogénicos do protozodrio, o periodo de incubagdo,
a resposta imunolégica do hospedeiro. Os animais podem permanecer assintométicos ou
oligossintomdticos por muitos anos, aqueles imunossuprimidos pela doenga podem ter
infec¢des oportunistas que dificultam da mesma forma o diagndstico da doenga. Segundo
Faria e Andrade (2012), apesar da doengca ndo apresentar sinais patognomonicos, a
suspeita clinica se torna simples diante de casos sintomadticos, o que nio representa 40%
da populagdo sororeagente. Desta maneira, a associagdo entre parametros clinicos,
epidemioldgicos, parasitoldgicos e soroldgicos é sempre necessaria para um diagndstico

efetivo (FREITAS et al., 2012).

A exemplo dos achados no exame clinico, as alteracbes nos exames
laboratoriais podem ser usadas para complementar o diagndstico e acompanhar os

estagios da doenca (DIAS et al., 2008; LIMA et al., 2013).



2.5 Métodos diagnésticos no cao

Uma vez considera a suspeita da LVC, pode-se tentar o diagndstico por meio
de uma grande variedade de métodos, que empregam o uso de diversos antigenos, porém,
ainda ndo estd disponivel um altamente especifico e que seja de facil execugao (FARIA;

ANDRADE, 2012).

Os métodos parasitoldgicos envolvem a demonstragdo ou observacdo de
formas amastigotas do parasita com material coletado de baco, figado, medula dssea ou
de linfonodos. A partir da coleta sdo feitos esfregacos sanguineos em laminas

histolégicas, isolamento em culturas ou inoculagdo em cobaias (LIMA et al, 2013).

A identificacdo das formas amastigotas depende de treino, experi€ncia e
habilidade do examinador; as formas amastigotas sdo reconhecidas pela sua morfologia
esférica e ovdide, medindo de 2,5um, nicleo arredondado e um cinetoplasto alongado

(MILHOMEM, 2013).

Para Troncarelli et al. (2009), o método € 100% especifico, pois a
identificacdo de um unico parasito ao microscopio em esfregaco € suficiente para o
diagnéstico da doenga, porém a sensibilidade € variada, pois depende do grau de

parasitemia, do tipo de material biol6gico colhido e do tempo de leitura da lamina.

Com o isolamento obtido a partir da punc¢do aspirativa, formas amastigotas
do parasita podem ser inoculadas em meios de culturas especiais, contendo sangue de
coelho e dgar, sendo o meio de Nicole, Novy, McNeam (NNN) o mais conhecido. Uma
gota do material aspirado deve ser diluido em 0,5ml de solu¢do salina na prépria seringa
e em seguida, 0,1ml desta solucdo € inoculada em condicdes estéreis em dois tubos de
cultivo; as culturas sdo mantidas entre 24-26°C por até quatro semanas, devendo ser
observadas semanalmente através de microscopia dptica comum ou invertida. Os tubos
positivos devem ser encaminhados para confirmacdo em laboratério de referéncia

(BRASIL, 2006).

Os testes soroldgicos sdo considerados de um modo geral, muito sensiveis e
especificos; os anticorpos sdo detectados mais precocemente do que a reacdo de
hipersensibilidade retardada, como no teste da intradermorreacdo, porém possuem
limitacdo para deteccdo quando existe um baixo nivel de anticorpos, além de apresentar

reatividade cruzada para outros tipos de leishmanioses, como por exemplo, a tegumentar.



Desta forma, a sensibilidade, especificidade e consequente eficicia dos testes estdo

relacionados com outros fatores (ABRANTES, 2012).

Entre os exames soroldgicos disponiveis estio a Reacdo de
Imunoflourescéncia Indireta (RIFI), a Enzime-Linked Immunosorbent Assay ou ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e os testes rdpidos imunocromatogrificos (TRI). A RIFI foi
por muito tempo considerada de ficil e rdpida execugdo, baixo custo, enquanto o ELISA

ainda ¢ recomendado para a triagem de cdes sorologicamente negativos e tem

demonstrado ser bastante ttil em pesquisas epidemioldgicas e na utiliza¢do de inquéritos

caninos (BARBOZA et al., 2006; BRASIL, 2006; SILVA et al., 2010).

No ELISA hd o reconhecimento de anticorpos especificos por antigenos
fixados, revelados através de uma proteina conjugada e uma enzima — peroxidase — que
permite a visualizagcdo da reacdo antigeno-anticorpo, confirmando entdo o diagnostico da
doenca (SILVA, 2007). Segundo Alves e Bevilacqua (2004), o teste apresenta de 90 a
100% de sensibilidade e 80 a 100% de especificidade. A principal desvantagem dessas
técnicas € a limitacdo de especificidade, apresentando reacdes cruzadas com outras

espécies da familia Tripanosomatidae e mesmo com organismos filogeneticamente

distantes (MELO, 2004).

Até novembro de 2011 as autoridades brasileiras em sadde publica, em
consonancia com o PVC-LV, adotavam como principais métodos diagndsticos
sorologicos a RIFI (com titulagdo referéncia maior ou superior a 1:40) para triagem o
ELISA como teste confirmatdrio, independentemente da presenca de sinais clinicos.
Entretanto, ap6és ensaio de validagdo multicéntrica ocorrida naquele mesmo ano, através
de Nota Técnica Conjunta n® 01/2011 (CGDTCGLAB/DEVIT/SUS/MS), o Ministério da
Saude substituiu a RIFI pelo TRI - DPP® (Dual Path Platform, Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ) para a triagem de casos de LVC, por este ser mais rapido,
simples, pratico, de facil realizacdo a partir de amostra de sangue total, soro ou plasma,
além de ndo exigir equipamentos laboratoriais especificos e especializacdo tecnoldgica.
O ELISA permaneceu como teste confirmatério (BASTOS; MADRID, 2015; NUNES et
al., 2015).

O DPP® € um teste qualitativo que detecta a presenca de anticorpos anti-
Leishmania utilizando a proteina recombinante K39 (rK39) como antigeno, que é produto
de um gene clonado a partir de Leishmania chagasi e contém a repeticdo de 39

aminodacidos conservados entre as espécies viscerotropicas de L. donovani. L. chagasi e



L. infantum, sendo a presenca de anticorpos anti-rK39 indicativo de infec¢do (QUEIROZ
JUNIOR, 2011).

Dentre os métodos sorolégicos hd também o Teste de Aglutinacdo Direta
(DAT), que busca detectar anticorpos anti-Leishmania em amostras sanguineas de cdes
com LVC. Ele possui razodvel especificidade e sensibilidade, sendo de facil uso em
campo e possuindo baixo custo, porém os antigenos utilizados ndo sdao de fécil
comercializacdo e os resultados ndo sao reprodutiveis. Uma variagcdo desse teste € o Fast
Agglutination Screening Test (FAST) que combina uma concentracdo parasitdria mais
alta com menor volume de teste, utiliza somente diluicio sorolégica, e enquanto o DAT

pode ser lido apds 18 a 20h, o FAST tem resultado em trés horas (SOUZA et al., 2013).

A intradermorreacdo ou Reacdo de Montenegro, comumente realizada em
humanos, € feita com a inocula¢do intradérmica de antigeno anti-leishmania padronizado,
com leitura feita apds 48h-72h, contudo este método nio apresenta bons resultados para

o diagnéstico da doenca em cées (LIRA, 2005).

Ja a Reacdo de Fixacdo do Complemento (RFC) foi utilizada por muitos anos,
por, na época, possuir sensibilidade e especificidade superior ao exame direto; tornou-se
amplamente difundida, contudo, reacOes cruzadas em titulos baixos com a doenca de
Chagas e a leishmaniose tegumentar americana podem ocorrer (ALVES;

BEVILACQUA, 2004).

A detec¢do molecular pode ser realizada com a técnica da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) utilizando uma variedade de tecidos, incluindo sangue, medula
Ossea, aspirados de linfonodos, bidpsias cutineas, cortes histologicos de tecidos
parafinados ou swabs conjuntivais (GOMES et al., 2007; QUEIROZ et al., 2010). Esta
técnica tem sido descrita como um método sensivel para deteccdo do parasito,
independente de imunocompeténcia ou histdrica clinica do paciente. Possui sensibilidade
e especificidade muito altas, bem préximas de 100%. As principais desvantagens desta
técnica sdo os custos, pois necessitam de laboratérios bem equipados e a elevada

habilidade técnica do profissional (LEONTIDES et al., 2002; MELO, 2004).

2.6 Tratamento no cao

A complexidade da doenga faz com que ndo exista um completo consenso

cientifico a respeito de seu correto manejo. Durante muitos anos a legislacdo brasileira



ndo permitiu o tratamento medicamentoso para animais doentes com medicamentos de
uso humano ou sem registro pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento -
MAPA (Portaria Interministerial - MS e MAPA - n° 1.426 de 11 de julho de 2008). Entre
outros argumentos, colocava-se como principal, a pouca disponibilidade de farmacos para
uso humanos e em caso de uso dos mesmos para tratar os cades doentes, poderia haver
uma propagacdo de cepas resistentes, aos poucos limitando cada vez mais o tratamento
da doenga em humanos. Somente no ano de 2013 foi declarada a nulidade desta portaria.
Contudo, o Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), no mesmo ano, publicou
nota esclarecendo que o tratamento em cdes ndo promove a cura, permanecendo o animal
infectado e como fonte de infeccdo por meio do mosquito transmissor e assim,
posicionando-se contra o tratamento dos cdes com uso de medicamento humanos (CFMV,

2013).

O tratamento colocado por Dantas-Torres et al. (2012), preconiza o uso do
antimoniato de meglumina e alopurinol. H4 ainda outras op¢des como a miltefosina com
alopurionol ou apenas este ultimo. Em recente nota técnica publicada MAPA (nota
técnica n° 11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA) foi concedido licenciamento para
registro do Milteforan® (miltefosina), droga de uso animal contra LVC, lancado em
janeiro de 2017 e visto como grande avango na drea por clinicos e proprietarios de animais

(BRASIL, 2016).

Para Ait-Oudhia et al. (2012) a cura ainda estd muito longe de ser obtida e o
progndstico € varidvel; ainda que o tratamento permita a reducao da transmissao do agente
pelos flebotomineos, isso se d4 por um curto periodo, estando a eficiéncia do tratamento
compreendida pelo estado imune do cdo, a farmacocinética e sensibilidade de cada

isolado de leishmania ou a sua resisténcia as drogas.

2.7 Medidas de prevencao e controle

O Programa de controle da LV iniciou-se no Brasil hd quase 50 anos, tendo
como base trés medidas principais: distribuicdo de forma gratuita de medicamentos
especifico para o tratamento em humanos, o controle do reservatério doméstico (cao) e
controle do vetor. No ano de 2006 o Ministério da Saude publicou o PVC-LV com

medidas baseadas no diagndstico e tratamento precoce de casos em humanos, reducdo da



populacdo de flebotomineo, eliminacdo de reservatérios e atividades de educagcdao em

satide (BRASIL, 2006; VON ZUBEN;DONALISIO, 2016).

Atualmente o PVC-LV voltou-se para priorizar a reducdo da letalidade em
detrimento da redug¢do da incidéncia, ndo s6 pela relevancia em evitar 6bitos na
populacdo, mas por ser esta meta mais exequivel em relacdo a redugdo dos niveis de
transmissdo da doenca. Nesse sentido as estratégias dirigidas a populacdo concentraram-
se nas medidas de protecao individual, visando principalmente a transmissao por meio do
uso de mosqueteiros, telas em portas e janelas, uso de repelentes e minimizacdo de

exposi¢ao em hordrios de maior atividade do vetor (WERNECK, 2016).

Todavia, estudo realizado por Von Zuben e Donalisio (2016) revelou que as
dificuldades para execucdo do PVC-LV nido esbarram apenas nas a¢des insuficientes para
eliminacdo dos reservatorios e vetores. De um lado versa a intensa falta de recursos
humanos e financeiros, contribuindo diretamente para a descontinuidade e/ou baixa
cobertura das acdes do programa; de outro hd uma crescente resisténcia da populacdo em
permitir o acesso as residéncias pelas equipes do Programa para execucdo das agdes,

principalmente no que tange a execucao de eutandsia dos animais positivos.

Costa (2011) relata que o ultimo controle efetivo da doenga nos paises onde
hé elevada ocorréncia da LVC, aconteceu na India, com a implantacio do Programa
Nacional de Controle da Maldria em 1953, em que se deu a utilizacdo do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) em grande escala no pais, o que reduziu a incidéncia
nas residéncias a niveis aceitdveis do principal vetor da doenca. Entretanto, o fim do

programa em 1971 permitiu que novas infeccdes ressurgissem.

Buscando forma de controle, a OMS preconiza, a eutandsia em 4reas
endémicas, uma vez que o cdo seja identificado como a principal fonte de infec¢ao para
o homem e agente de propagacdo da doenca (BRASIL, 2006). Contudo, Dietze et al
(1997) ja verificavam que apesar da eliminacdo de caes em 4reas endémicas, 0 nimero
de notificacdes da doenca em humanos demonstrava que esse critério necessitava ser

reavaliado.

Novas alternativas de controle da afec¢do sdo uma necessidade para que se
alcance a reducdo do ndmero de casos, e da expansdo da doenga, com estratégias que
possam bloquear ou minimizar o contato do vetor com o reservatério, controlando assim

a transmissao.



Nos ultimos anos outras alternativas para o controle e surgimento de LVC
ganharam os mercados como o uso de coleiras impregnadas de inseticidas, banhos
periddicos também com inseticidas, uso de repelentes spot-on, vacinacao e telagem de

canis com uso de malhas finas (BRASIL, 2006).

A permetrina e a deltametrina, presentes em coleiras, sdo potentes inseticida
da familia dos piretréides e atuam sobre os insetos, primeiramente por contato e depois
por ingestdo, levando a morte quase imediata do inseto - seu efeito pode durar até seis
meses. O efeito epidemioldgico desse tipo de tratamento age ndo apenas pela redug¢do do
nimero de flebotomineos que alimentam-se nos cdes, mas também pela reducdo da
sobrevivéncia daqueles que se alimentam, reduzindo assim a possibilidade de transmissao

da LVC (KAZIMOTO, 2016).

Estudos revelam que o uso da coleira conseguiu controlar a incidéncia da
doenca nos animais, bem como a reducio da taxa de repasto sanguineo do vetor e também
seu tempo de vida dos insetos (RIBAS et al., 2013; KAZIMOTO, 2016; ROMERO;
BOELAERT, 2010).

Associado ao uso da coleira existem vacinas para cdes na rede privada. A
primeira desenvolvida foi a Leishmune® de propriedade da empresa Zoetis Satde animal,
porém, teve seu uso descontinuado pelo MAPA em 2014, permanecendo no mercado
apenas a Leish-Tec®, comercializada desde 2007 pela Hertape Calier Saide Animal

(BRASIL, 2014; QUEIROZ JUNIOR, 2011).

O saneamento ambiental também € uma importante medida dirigida ao
controle do vetor. O manejo ambiental com a limpeza dos espagos publicos e dos quintais
domésticos, com eliminacdo de residuos organicos pode modificar condi¢cdes que
propiciam a proliferacao do vetor. J4 aquelas acdes direcionadas para o uso de inseticidas,
atingem apenas 0 mosquito, ndo comprometendo seus criadouros, assim, torna-se agao
pontual para ocasides epidémicas, onde € necessdria rapidez para reduc¢do da populacdo

vetorial (BASTOS; MADRID, 2015; BRASIL, 2006; WERNECK, 2016).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a prevaléncia de infec¢do por Leishmania chagasi em caes na Ilha do

Maranhao.

3.2 Objetivos especificos

a) Determinar dreas de maior prevaléncia da infec¢ao;
b) Caracterizar o perfil clinico e epidemioldgico dos cdes sororeagentes;

c) Descrever os principais achados laboratoriais dos caes sororeagentes.



4 METODOLOGIA

Os dados utilizados neste estudo fizeram parte da pesquisa “Ensaio clinico
randomizado, controlado com placebo, para avaliar a eficicia da vacina KSAC mais
adjuvante para prevenir a transmissdo da leishmaniose visceral canina (LVC) em éareas

onde a doenca ¢ endémica no Brasil” (SILVA et al., 2015).

Como estudo multicéntrico, foi desenvolvido em trés capitais, Fortaleza,
Teresina e Sao Luis, onde cada cidade precisou selecionar 180 caes sadios para receberem
a vacina ou placebo no decorrer da pesquisa. Para o protocolo da vacina foram incluidos
no estudo caes, machos e fémeas, com endereco conhecido, com idade de seis meses a
seis anos, aparentemente sauddveis, € cujos donos assinassem termo de consentimento
livre e esclarecido para a pesquisa. Foram excluidos os animais de rua ou com dono sem
endereco conhecido, com gestacdo em andamento, em periodo puerperal, com vacinagao
prévia anterior a 30 dias, em uso de corticoides e/ou outros supressores, que
apresentassem alteragdes clinicas ao exame fisico no dia da coleta ou que os donos

apresentassem recusa da assinatura do termo de consentimento (Anexo 3).

A partir da andlise de estudos anteriores sobre incidéncia e prevaléncia de
LVC na Ilha, foram selecionados dois bairros sabidamente endémicos para a doenga em
cada um dos municipios. Os moradores foram contatados por meio de liderangas locais,
e antes das coletas, foram feitas reunides com os possiveis participantes para apresentacao
da equipe de trabalho, conscientizagdo quanto a adesdo ao estudo, esclarecimento de
dividas e questionamentos, oitiva de sugestdes quanto a dindmica do servigo e
confirmacao da participacdo dos interessados. Trés dias antes da coleta os proprietdrios
foram contatados por telefone, além de receberem uma correspondéncia para se fazerem
presentes no local marcado para realizacdo do exame clinico, coleta de sangue, teste

rapido e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

No periodo de outubro de 2012 a outubro de 2014, foram cadastrados 875
animais nos quatro municipios, dos quais 255 ndo compareceram no dia da coleta e 244
foram eliminados antes de chegarem a fase do teste soroldgico em razdo de motivos
diversos, como falecimento, gestacdo, condi¢des clinicas ruins no dia da coleta, entre

outros, restando entdo 368 animais. Destes, 114 foram sororeagentes para LVC.



4.1 Desenho do estudo e populacao alvo

Trata-se de um estudo retrospectivo, ecolégico, com cardter descritivo e
quantitativo, com dados obtidos a partir de banco de dados, oriundo de investigacdo
epidemioldgica, por meio de inquérito canino com cdes domiciliados nos municipios da

ITha do Maranh3io.

A partir da andlise e processamento dos dados pesquisados, foi possivel tracar
o perfil epidemioldgico e clinico dos animais sororeagentes para LVC. Durante a
realizacdo da fase de triagem do estudo, que compreendeu o periodo de outubro de 2012

a outubro de 2014 foram selecionados 875 cées, dos quais foram testados 368.

Para o presente estudo, foram analisados apenas aqueles animais positivos
encontrados durante a fase de coleta no projeto da vacina e cujas fichas dos exames

clinicos e laboratoriais puderam ser resgatadas, totalizando 101 animais.

4.2 Area de estudo

O local escolhido para o estudo compreende a Ilha do Maranhdo, em seus
quatro municipios, a saber, Sdo Luis, Raposa, Pago do Lumiar e So José de Ribamar —

figura 1. A Ilha esta situada na latitude 38.5278° e longitude -28.62342°.

A populacdo estimada no ano de 2016 na Ilha é de 1.409.162 habitantes,
segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016). O clima é
do tipo tropical quente e imido, tipico da zona equatorial, apresentando duas estacdes
distintas, o periodo chuvoso, de janeiro a junho e o periodo quente e seco com ventos

frescos, de julho a dezembro.

FIGURA 1: Mapa da Ilha do Maranhdo.
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4.3 Analise clinica e laboratorial

4.3.1 Exame clinico

Os cdes que compareceram no dia da triagem foram submetidos a exame
fisico para observacdo de sinais comumente presentes na LVC como onicogrifose,
hepatoesplenomegalia, anorexia ou emagrecimento acentuado, feridas na boca e focinho,
além de condi¢bes agudas ou cronicas que pudessem mascarar sinais e sintomas da
doenca. Na ficha de coleta de dados dos animais foi assinalado ainda peso do animal,
temperatura retal, presenca ou auséncia de ectoparasitas, raca, idade, sexo, além do bairro
de residéncia. Todos esses itens foram registrados no formuldrio de coleta de dados
(Anexo 1). A depender da intensidade dos sinais e sintomas apresentados pelo animal,
estes foram avaliados pelo Médico Veterindrio participante da equipe, que optou ou ndo

pela permanéncia do cdo no estudo.

4.3.2 Analises laboratoriais

As amostras sanguineas foram obtidas por meio de pung¢ado das veias cefdlica,
safena ou jugular dos cdes, com a retirada de 5-7ml de sangue venoso com seringa
apropriada, armazenado em tubos com e sem 4cido etilenodiamino (EDTA). Apoés
concluidas as coletas do dia, as amostras foram transportadas para o laboratério
Cernitas®, que em parceria com a UFMA realizou as analises. Ap0s refrigeradas e

centrifugadas, foi feito a separacdo do soro das demais fracdes, que foi conservado a 0°

C para posterior anélise.

==

FOTOGRAFIA 1: Contengdo do Animal. FOTOGRAFIA 2: Coleta de sangue em veia
Fonte: FERREIRA, L. C., 2016. safena.
Fonte: FERREIRA, L. C., 2016.



FOTOGRAFIA 3: Tubos utilizados para armazenamento das amostras.

Fonte: FERREIRA, L. C., 2016.

4.3.3 Prova sorolégica

Para o teste rdpido foi utilizado o kit DPP-rK28 (Anexo 2) conforme
instrucdes do fabricante. O teste diagndstico rdpido para leishmaniose, realizado em
amostra individual, permite determinar rapidamente se o cao cumpre o critério de inclusao
de soronegatividade para esta doenca. A leitura € simples e determinada pela presenca ou
auséncia, respectivamente, da linha vermelha da Plataforma dupla (DPP) do teste rapido

da Chembio® para leishmaniose visceral canina, utilizando o antigeno rK28.

4.3.4 Analise hematologica

A andlise hematoldgica foi constituida da realizacio de hemograma,

atentando-se para os resultados da hemoglobina e hematdcrito.

4.3.5 Analise bioquimica

Na andlise bioquimica foram analisados e utilizados os resultados dos

seguintes parametros: enzima ALT, niveis de creatinina e proteina total e fracdes.

4.4 Analise estatistica

Os animais soropositivos foram classificados segundo a presenga de sinais
sugestivos da LVC, em assintomaticos (sem nenhum sintoma) e oligossintomaticos
(presenca de um ou mais sintomas), de acordo com os critérios estabelecidos no protocolo

da pesquisa para avaliacdo da eficdcia da vacina KSAC na prevencdo da LVC em dreas



do Brasil com calazar endémico. As varidveis analisadas compreenderam sexo,
localiza¢do geogréfica, uso de colar anti-pulgas, temperatura retal, idade em meses,
condic¢des gerais de estado fisico, presenga de sinais dermatoldgicos, oculares, epistaxe,
artrite, enfartamento ganglionar ou esplenomegalia. A descricdo dos dados foi feita
utilizando os programas STATA® e Epi Info®, obtendo-se prevaléncia, médias,
frequéncias e desvios padroes. Foram utilizados como padrdo de referéncia nas andlises

laboratoriais, aqueles utilizados pelo laboratério Cernitas®.

4.5 Aspectos éticos e legais

Este projeto foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Estadual do Maranhao em 2013 sob nimero 40/2012 (Anexo 4).



S RESULTADOS

No periodo inicial do estudo foram selecionados 875 animais para
participarem; destes, 368 foram testados (42,05%) e os demais foram excluidos da
pesquisa, ou por ndo comparecerem nos dias de coleta, ou por ndo apresentarem
condi¢des clinicas para participacdo. Dentre os animais testados, 114 apresentaram

resultado soroldgico positivo (31%) e 254 ndo foram reagentes (69%).

A distribui¢io geogrifica dos casos (Tabela 1), observou-se que a maior
prevaléncia encontrada foi no municipio de Paco do Lumiar (56,1%), seguido de Raposa

(41,2%), Sdo José de Ribamar (27%) e Sao Luis (13,9%).

Tabela 1: Distribui¢do de cies submetidos ao teste DPP® na Ilha do Maranhdo, 2012-
2014.

LOCALIDADE Animais Reagentes Nao
testados Reagentes
Sao Luis S. Raimundo 149 17 132
Cajupe 9 5 4
Total n 158 22 136
% 100% 13,9% 86,1%
Bom Viver 52 19 33
Raposa Vila Nova 14 5 9
Vila Maresia 14 9 5
Total n 80 33 47
% 100% 41,2% 58,8%
Paco do Lumiar Piramide 54 28 26
Vila Talita 28 18 10
Total n 82 46 36
% 100% 56,1% 43,9%
S.J. de Ribamar Panaquatira 31 8 23
Pq Canavieira 17 5 12
Total n 48 13 35
% 100% 27% 73%
TOTAL n 368 114 254
GERAL %0 100 % 31,0% 69,0 %

Na Tabela 2, sdo expostas as varidveis analisadas a partir dos dados
compilados nas fichas de exame clinico dos animais. Para o perfil epidemiolégico
verificou-se quanto ao sexo que, a predominancia deu-se pelos cdes machos, 70,29%,
enquanto as fémeas somaram apenas 29,71%. Quanto ao item raga, percebeu-se que a
maior parte dos animais estudados, que somaram 97,29%, ndo possuia raga definida.

Destaca-se que a faixa etdria de maior ocorréncia foi aquela que compreendeu caes de



seis a 12 meses de idade, contemplando 37 animais, seguida daquela de 13 a 24 meses,

com 26 caes ou 26% do total de animais.

Para a varidvel peso, a predominéncia foi daqueles compreendidos na faixa
de 11 a 20kg (62,38%), seguidos da faixa de peso até 10kg (24,75%). A variavel “uso do
colar anti-pulgas” foi classificada em ausente ou presente, onde 62 animais nao faziam
uso da coleira (98,41%). E importante ressaltar que apenas em um animal foi verificado
a presenca deste aparato. Um dado importante a ser destacado é a presenca de
ectoparasitas, onde foram vistos principalmente pulgas e carrapatos. A maior parte dos
animais nao os apresentou, contudo ainda foi identificado a presenca de um desses ou

ambos em 29 caes (29%).

Relativo a sintomatologia clinica apresentada, é relevante salientar que a
maior parte dos cdes foi considerada sem sintomas (69,38%), porém 30 (30,62%)
apresentaram alguma ou mais de uma das seguintes alteragcdes: alopecia, linfadenopatia,
diarreia, ulcera e uveite. J4 para o item temperatura, 63 caes (62,38%) obtiveram valores

acima de 39,5°C, medida caracterizada como febre.

Tabela 2: Descricdo de varidveis analisadas segundo ficha de exame clinico de animais
sororeagentes na [lha do Maranhao, 2012-2014.

Variavel (n) n %
Sexo n=101

Macho 71 70,29

Fémea 30 29,71
Raca n=74

Sem Raca Definida 72 97,29

Outros* 02 2,71
Faixa etarias em meses n=100

06-12 37 37,00

13-24 26 26,00

25-36 18 18,00

37-48 12 12,00

49-60 05 5,00

Acima 61 02 2,00
Peso em kg n=101

Até 10 25 24,75

11a20 63 62,38

Acima de 21 13 12,87
Colar anti-pulgas n=63

Ausente 62 98,41

Presente 01 1,59

Ectoparasitas** n=100
continua



conclusao

Variavel (n) n %
Ausente 71 71,00
Presente 29 29,00

Sinais e sintomas n=98
Assintomaticos 68 69,38
Oligossintomdticos*** 30 30,62

Temperatura n=101
Afebril 38 37,62
Febril**** 63 62,38

*Pitbull. **Pulgas e carrapatos. ***Alopecia, linfadenopatia, tdlcera, uveite e diarreia. ****Febril:
temperatura retal acima de 39,5°C — segundo protocolo da vacina KSAC.

Para a descricdo dos achados laboratoriais, foi possivel o resgate de 98 fichas.
Os dados da Tabela 3 mostram os valores minimos e maximos, além das médias mais os
desvios padrdes encontrados a andlise desses exames, dos animais sororeagentes. Tais
valores foram divididos em dois grupos, segundo a sintomatologia apresentada pelo
animal, cuja classificacdo deu-se em sintométicos e oligossintomdticos, conforme ja
mencionado na Tabela 2. Os valores utilizados como referenciais foram aqueles descritos
pelo laboratério Cernitas®, que processou as amostras. Ressalta-se que a presenca destes
sintomas ndo foram considerados critérios de exclusdo para participagdo no estudo

vacinal, pois em um contexto geral o animal apresentava-se aparentemente sauddvel.

Destaca-se que em ambos os grupos 0s animais apresentaram anemia, com
hematdcrito abaixo dos valores de referéncia (34,40 + 7,37 e 35,64 + 7,06 para o grupo
dos sintomaticos e assintomaticos respectivamente), onde 60% dos caes soropositivos
estavam anémicos. J4 os valores da enzima hepdtica ALT (54,20U/L + 25,11 para
sintomadticos e 52,94U/L £ 22,75 para assintométicos) e da proteina total (7,45g/dL + 1,62
para sintométicos e 7,33g/dL. £1,20 para assintomaticos) ficaram acima dos valores de

referéncia em ambos os grupos.

A creatinina, em ambos os grupos, foi o unico indice para os quais os valores
ficaram dentro da faixa de normalidade preconizada segundo os valores de referéncia
utilizados. No grupo dos caes sem sintomas o valor encontrado foi de 1,19 mg/dL + 0,36

e naqueles que manifestaram sintomas foi ligeiramente menor, 1,18mg/dL + 0,31.



Tabela 3 — Valores minimos e maximos, médias e desvios padrdes dos valores dos
exames laboratoriais de caes sororeagentes, sintomdticos e oligossintométicos, na Ilha do

Maranhdo, 2012-2014.

Indice Sintomaticos Sintom. Oligossintom. Oligossintom. Valor de
média + DP  valores média + DP valores referéncia
(n=30) min- (n=68) min-max
max
p=0,00 p=20,00 p=20,00 p=20,00 p=20,00
Hematécrito  34,40+7,37 11-44 35,64+7,06 18-50 37-55%
(%)

Creatinina 1,18+0,31 0,9-2,6 1,1940,36 0,6-3,20 0,5-1,5
(mg/dL) mg/dL
ALT (U/L) 54,204£25,11 20-144  52,94+2275 8-114 até 50 U/L
Proteina 7,45+1,62 4.8- 7,33+1,20 4,83-10,4 54-7,1

total (g/dL) 10,7 g/dL

Todos os dados passaram por andlise estatistica, porém ndo houve

significancia nos resultados encontrados quando comparados os grupos dos animais

sintomadticos e oligossintomaticos.



6 DISCUSSAO

A presente pesquisa buscou conhecer a realidade epidemioldgica presente na
Ilha do Maranhdo quanto a presenca da Leishmaniose chagasi nos cies e buscou tragar
de forma objetiva o perfil clinico e laboratorial destes animais. Ao inicio do estudo do
protocolo da vacina KSAC, buscava-se um grupo de 180 animais sauddveis para
integrarem a pesquisa, contudo, durante as primeiras coletas foi notado grande
dificuldade para perfazer tal quantia, fato comprovado quando € visto a quantidade de

animais incluidos para a triagem, mais que o triplo.

Durante o periodo de coleta, a prevaléncia encontrada na Ilha foi de 31%,
com destaque para o percentual mais elevado, encontrado no municipio de Paco do
Lumiar (56,1%). Valores elevados de soroprevaléncia foram observados em outras
localidades como em Niter6i/RJ, cujo estudo epidemiolégico com caes encontrou
positividade em 21,8% da populacao estudada (OLIVEIRA et al., 2015). Em Cuiabd/MT,
Almeida et al. (2010) encontraram prevaléncia de 38%, ao realizarem investigacdo de

casos caninos por meio de sorologia e citologia.

Ja valores menores foram encontrados no distrito de Monte Gordo, Camagari-
BA, por Silva et al. (2010) com 14,8% dos 358 cdes positivos. Superior a esses valores,
Barbosa et al. (2010), em inquérito epidemiolégico realizado na cidade de Sao Luis,
encontraram incidéncia de 67% de animais positivos para Leishmania spp. Dentre os
bairros investigados, o do Cajupari apresentou a época indice de 94% de positividade.
Em relagdo ao municipio de S@o José de Ribamar, Dias et al. (2008) encontraram
prevaléncia de 36,84%, valor maior do que o encontrado neste estudo (27%). Esses
achados, quando relacionado aos dados encontrados nesta pesquisa, indicam possivel

redu¢do na ocorréncia da doenga, contudo, ainda, permeando valores muito elevados.

O processo de expansdo da doenca na Ilha se deu, e ainda hoje se d4,
principalmente em bairros periféricos, pois estes ambientes preservam caracteristicas
rurais e semi-rurais, com residéncias localizadas em ruas muitas vezes ndo pavimentadas,
quando ndo isoladas, rodeadas por grande nimero de plantas e drvores. Apesar do grande
nimero de moradias de alvenaria, a cobertura de esgotamento sanitdrio e coleta seletiva

de residuos ainda € insuficiente (CORREA et al., 2010).



Para a distribui¢do quanto ao sexo, semelhante a esta pesquisa, Silva et al.
(2010) encontraram 41,95% de f€meas e 57,8% machos, além da maior parte dos animais
ndo possuirem raca definida (57,8%) em Camacari/BA; nesse mesmo estudo a correlagao
das variaveis sexo, idade, raca e porte de animais com a positividade para a LVC nao foi
estatisticamente significante. Estudo realizado por Oliveira et al. (2010) em Dias
D’avila/BA também niao evidenciou relacdo entre caracteristicas fenotipicas como raca,
sexo e faixa etdria com a positividade para a LVC, contudo, observaram maioria de

sororreagentes machos (52,3%) e sem raca definida (90%).

Os principais estudos realizados no Brasil até 0 momento apontam que nao
existem evidencias que relacionem a maior incidéncia da doenca em cdes com
caracteristicas do animal como sexo, raca e faixa etdria. Contudo, parece haver uma
menor incidéncia em racas de menor porte, por estas viverem a maior parte do tempo
dentro do domicilio (GONTIO; MELO, 2004) e consequentemente maior nos animais
de maior porte que geralmente sio criados em ambiente externo, estando mais expostos

ao flebotomineo (AGUIAR et al., 2007).

Referente ao uso de coleiras medicamentosas como fator de protecdo para o
cdo, Kazimoto (2016) verificou em seu estudo que o uso de coleiras impregnadas de
deltametrina a 4% reduziu em cerca de 55% o risco de adoecimento para LVC. Ribas et
al.,(2013) também encontrou o uso de coleiras medicamentosas como mais eficiente do
que outras medidas de controle como a eutandsia de caes positivos e outras acdes de

controle do vetor.

O valor encontrado neste estudo para animais sintomaticos ficou em torno de
30% e o de oligossintomdticos de 70%. Para Marcondes e Rossi (2013), o nimero de
animais assintomdticos em uma populacdo infectada pode chegar a 80%. Silva et al.
(2010) também encontraram valores proximos para animais assintomaticos em seu estudo
(63,7%). Oliveira et al. (2015), no universo de animais positivos por eles estudados,
encontraram 29,4% assintomaticos, e, semelhantes 29,4% foram considerados
oligossintomadricos. Oliveira et al (2010) ao estudarem uma populacio de caes domésticos
no interior da Bahia encontraram 2,4% de sua populacdo soropositiva sem sintomas e
47,6% sintomdticos. Lazari et al. (2016) ao estudarem 101 caes sororregaentes,
encontraram apenas um animal foi assintomatico, ficando os demais oligo (13,86%) ou

sintomaticos (85,14%).



No presente estudo, os sinais clinicos observados foram linfadenopatia,
uveite, diarreia, alopecia e udlcera. Linfadenopatia e alopecia, também foram os sinais
clinicos mais encontrados por Oliveira et al. (2010), além da onicogrifose e dermatites

esfoliativas.

A temperatura retal acima de 39,5° (definida como febre no protocolo da
vacina KSAC) esteve presente em 63 caes, dos quais, 29 animais (46%) ndo a
apresentaram conjuntamente a outro sintoma. Segundo os estudos de Pastorino et al.
(2002), ao avaliarem 78 animais em seu estudo, observaram a febre como sintoma
presente em 96,1% dos animais. 67 animais (85,7%) eram positivos. A febre associada a
outros sinais presentes na LVC deve ser um indicativo para investigacdo de casos em
areas endémicas. Caes infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo
periodo de tempo, sendo a forma assintomatica relatada em propor¢des que podem
representar cerca de 40 a 60% da populagdo soropositiva, o que dificulta o diagnostico da

doenca e demonstra a necessidade da confirmacao laboratorial (ABRANTES, 2012).

Medeiros et al. (2008) encontraram para proteina plasmdtica em animais
sororeagentes, valor médio de 8,6 + 1,5 g/dL, valor bem acima do encontrado neste estudo

e que pode ser considerado como quadro de hiperproteinemia.

Exames hematoldgicos em caes infectados por Leishmania chagasi sao
considerados complementares ao diagnostico da LVC por mostrarem resultados
inespecificos, porém importantes para avaliar o status clinico do animal. Os achados
hematoldgicos mais constantes sdo anemia normocitica, normocrdmica € nao

regenerativa e trombocitopenia (REIS et al., 2006).

Na LVC a anemia pode ocorrer por diferentes mecanismos: eritropoiese
reduzida devido ao cariter cronico da doenca, perda de sangue, lise de hemadcias e
diminui¢cdo eritrocitdria por producdo de auto-anticorpos que levam ao sequestro
esplénico (MEDEIROS et al., 2008). Neste estudo os valores médios observados no

hematdcrito também caracterizam anemia.

Fator diagnéstico importante na andlise dos exames hematoldgicos, o valor
médio encontrado para proteina total plasmatica em ambos os grupos releva discreto
aumento, nao evidenciando hiperproteinemia. Contudo, na LVC a hiperproteinemia é
mais frequente e decorre da ativagdo policlonal de linfécitos B e consequente produgdo

elevada de anticorpos o que pode levar a valor além de 10g/dL, ainda que ocorra



hipoalbuminemia. Este quadro € mais frequente em animais com estado clinico avancado

(SILVA et al., 2010).

Os achados hematolédgicos e bioquimicos exercem papel complementar para
o diagnostico da LVC, e quadros como anemia, hipoproteinemia, azotemia, quando
ocorrerem em cdes residentes em dreas endémicas para a doenga, sdo sugestivos da
doenca e deve ser sempre pensada como hip6tese clinica, devendo ser solicitados exames

diagndsticos mais especificos, como as provas soroldgicas e parasitologicas.

Considerando-se em um panorama geral, o PVC-LV fundamenta-se no fato
da ecologia e epidemiologia da doenca serem bastante complexas, entre elas a elevada
adaptacdo do vetor que acarreta constantes reativacdes de ciclos da doenca. H4 que se
considerar ainda que o esse programa foi instituido em 1963, época em que a doenga era
essencialmente rural, concentrada no Norte-Nordeste, acometendo uma populagdo sem
estudo e com condi¢des precdrias de saneamento bdsico, quadro ja transformado em
relacdo ao cendrio atual (BRASIL, 2006). Assim, uma revisdo e reestruturacdo sao

necessdrias, com mudancas abrangentes.

Silva et al. (2008) em estudo realizado na capital Sao Luis, destacaram como
fragilidades do programa na capital a época, a falta de recursos financeiros, humanos e
de insumos, além da inexisténcia de planejamento de acdes que permitissem continuidade
e sustentabilidade das mesmas. Foi referido ainda que as ac¢des desenvolvidas pelo Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) local, como recolhimento e eutandsia de caes positivos,
eram feitas de forma descontinuada, assim como as acdes de controle ao vetor. Tais fatos
refletem a situacdo ainda presente nos dias atuais, visto que tal Centro foi interditado
judicialmente em 2012 por falta de condicdes estruturais para atendimento aos animais,
sendo realocado para novo prédio somente em 2016, porém sem realizar suas atividades
de forma regular até o fim do mesmo ano. Segundo dados recentes do atual Unidade de
Vigilancia em Zoonoses (UVZ), até o primeiro semestre de 2016 a populacdo de animais

de rua na cidade de Sdo Luis beirava os 15 mil animais.

Souza et al. (2008) ao estudarem o impacto de medidas de prevengdo em areas
de alta incidéncia de leishmaniose visceral em humanos em um municipio da Babhia,
dentre elas a borrifacdo de inseticidas nas residéncias e triagem e eliminacdo de caes
portadores, ndo encontraram relevancia estatistica em seu estudo, porém observaram
reducgdo de até 29% dos indices de infec¢do da doenca em humanos, quando comparada

as dreas que ndo sofreram essas medidas como aquelas de grupo controle.



Entre os principais entraves vividos ao longo das décadas de existéncias do
Programa dentro do Governo brasileiro, temos aqueles relacionados as dificuldades
financeiras e de recursos humanos para execuc¢do das diretrizes, a dificuldade da aceitacdao
pela populagao da eutanasia de animais positivos; somado a outras dificuldades como a
baixa prioridade da doenca frente a outras endemias, o baixo impacto das agdes de

educagdo em satide, problemas cronicos de saneamento ambiental (WERNECK, 2016).

Ha necessidade de acelerar os diagndsticos em humanos e o servico chegar
até o doente em uma fase inicial da doenca, onde as possibilidades de tratamento sejam
maiores, ofertando condicdes para execugao do tratamento, 0 que perpassa por entraves
reconhecidos em aspectos maiores no Sistema unico de Sadde; o incentivo e fomento as
pesquisas que buscam melhorar tecnologias para diagndstico, tratamento e controle da
doenca; fortalecimento da participagdo e o controle social nas acdes de saneamento

ambiental e controle da doenca.

A base do pensamento complexo estd pautada na multidisciplinariedade do
conhecimento, envolvendo questdes que perpassam a pesquisa, a politica e o
planejamento de acdes em saude publica. Neste sentido, percebe-se que a efetividade do
controle da LV neste pais s6 serd possivel se houver sincronismo entre os atores desta
histéria, destacando-se os papéis relevantes ocupados por agentes do poder publico, que
ao legislarem sobre questdes voltadas a doenga, tenham em mente a necessidade de

acompanhar os avangos no campo do conhecimento e da tecnologia.

As doencas precisam ser encaradas em um contexto holistico, de forma
integrada pelas diversas esferas de gestdes, principalmente no que tange as divisdes e
limites geograficos dos territorios envolvidos, preconizando um enfrentamento conjunto,
com acgdes coletivas. A exemplo de tais iniciativas, como contribuicdo e retorno da
pesquisa que envolveu o protocolo da vacina KSAc para os municipios participantes,
foram encaminhados pelos pesquisadores responsdveis, relatdrios da situagdo encontrada

em cada localidade aos gestores municipais de satde.



7 CONCLUSAO

Conclui-se que os quatro municipios apresentaram altas taxas de prevaléncia,
caracterizando, assim a Ilha do Maranhdo, em seu aspecto metropolitano, como area
prioritdria para controle, necessitando de agdes efetivas e continuas de vigilancia e
controle da doengca. Os municipios de Raposa e Paco do Lumiar, municipios
populacionais menores € com menor arrecadacao financeira foram os que apresentaram

maiores taxas de incidéncia da LVC.

Os cdes portadores e reservatorios da doenca nesses municipios sao
principalmente aqueles sem raga definida, muitas vezes retirados da rua para serem
criados em lares com poucas condi¢des financeiras, sanitdrias, onde os cuidados com a
saude animal ndo sdo prioritirios em detrimento as necessidades da familia. Os exames
laboratoriais mais facilmente realizados ndo sdo suficientes para um diagnéstico

completo, porém, em drea endémica, sdo fortes indicios para se pensar na doenga.

Observa-se que os territorios envolvidos ndo apresentam dados com
atualizagOes rotineiras, ndo possuem agdes constantes, ainda possuem orcamento restrito
para seu enfrentamento, tornando dificultoso o embasamento e defini¢cao de estratégias
para o combate a doenca. A falta de integracdo nas politicas publicas de satde que
permeiam essa e outras doengas negligenciadas, entre os municipios envolvidos, também

€ um fator negativo para o avango nas acoes.

Uma significativa parcela dos animais sororeagentes apresentou-se
assintomdtica, contudo, convivem livremente na sociedade, fazendo com que a infec¢cao
circule de forma constante e silenciosa entre as familias. Frente as analises laboratoriais,
evidenciou-se que os exames como hemograma, ALT, proteinas totais e creatinina
colaboram de forma complementar para o diagndstico, devendo sempre levarem a essa

suspeita diagndstica em dreas de ocorréncia da doenca.

A discussdo da LV ultrapassa contextos dentro da drea da saide e expande
sua problemdtica para outros campos como a politica, economia, qualidade de vida.
Medidas de controle e vigilancia sdo questionadas a todo tempo por seus elevados custos

para execucao, e também por sua baixa ou pouco efetividade.
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ANEXO 2 - Protocolo para utilizacio do teste Chembio rK28 DPP - teste rapido

TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos

1. Certifique-se de que a amostra a ser testada esteja a temperatura ambiente. Caso a amostra tenha sido
refrigerada ou congelada, permita que ela alcance a temperatura ambiente antes de ser testada.

2. Retire 0 nimero necessario de componentes do TR DPP®LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA BIO -
MANGUINHOS e coloca-los sobre uma superficie plana. Caso o kit tenha sido guardado sob refrigeragao,
certifique-se de que os componentes do kit estejam a temperatura ambiente no momento do uso.

3. Retire o suporte de teste do envelope laminado e identifica-lo com o0 nome do animal ou nimero de identificag&o,
além do nimero do lote do kit de onde o teste foi retirado.

4. Verifique a integridade de todos os componentes e a existéncia de 2 (duas) linhas na janela de teste do suporte,
sendo 1 (uma) de cor azul e 1 (uma) de cor verde. Caso uma ou mais dessas linhas esteja ausente, separe o
suporte de teste para que nédo seja usado e comunique o ocorrido ao SAC de Bio-Manguinhos. Em seguida, utilize
um novo suporte de teste para continuar o procedimento.

5. Encoste a alga coletora de 5 pl na amostra a ser testada, permitindo que a alca seja preenchida com a amostra.
Alternativamente, podem-se utilizar micro pipetas automaticas, calibradas e ajustadas para 5 pL.

6. Segure a alga coletora na posigéo vertical e toque na area de aplicagéo da amostra, pogo n°1 (AMOSTRA +
TAMPAO) do suporte para liberar 5 uL de amostra. Certifique-se de que a amostra de sangue total, soro ou plasma
migrowescorreu da alga para o local do teste.

7. Vire o frasco de tampao e mantenha na posigéo vertical (sem inclinar) sobre o pogo n° 1 (AMOSTRA +
TAMPAO). Adicione 2 (duas) gotas de tampéo, lentamente, ao pogo n° 1 (AMOSTRA + TAMPAO).

8. Aguarde 5 (cinco) minutos. Apos esse tempo, a linha azul (TESTE) e verde (CONTROLE) da janela devem ter
desaparecido. Em caso contrario, descarte o suporte de teste e repita o procedimento desde o inicio usando um
novo suporte.



ANEXO 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO
Eu,
brasileiro(a),
portador da Cl n® SSPMA, CPF
n® com domiciglio na rua
(avenida) municipio
Estado CEP ’
recebi explicacées acerca dos procedimentos realizados no animal da
minha propriedade, de nome , raca , tipo de
pelagem do sexo
Idade com sinais
caracteristicos: autorizo que seja

utilizado no ensaio para “AVALIACAO DE EFICACIA DA VACINA KSAC
CONTRA A LEISHMANIOSE CANINA EM AREAS ENDEMICAS DA DOENGA
NA ILHA DE SAO LUIS,” a ser desenvolvido pela Universidade Federal do
Maranhédo (UFMA).

Trata-se de um ensalo multicéntrico que tem a participacdo das
universidades federals do Maranhdo, Piaui UFPl), Ceard (UFCE) e Minas
Gerais (UFMG) e dos institutos Butantan (SP-BR), Infectious Disease
Research institute (Boston USA).

O Termo de Consentimento extende-se & aplicacdo da vacina e do
placebo, as coletas de material (sangue) e outros procedimentos
necesséarios ao bem estar do animal.

Fica definido também que o animal alvo do experimento permanecera no
domicilio do proprietario sob condigdes do ambiente de sua naturalidade.

S&o Luis, de 201

Assinatura do
proprietario




ANEXO 4 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Animal —
Universidade Estadual do Maranhao




