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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) faz parte de um complexo de doencas infecto-parasitarias
causadas por protozodrios do género Leishmania. A transmissdo se da através da picada dos
flebotomineos, sendo Lutzomyia longipalpis o principal vetor de Leishmania infantum,
patégeno causador da LV no Brasil. Os hospedeiros séo vertebrados silvestres ou domésticos,
com destaque os cdes (Canis lupus familiaris), que no cenario urbano, sdo considerados
reservatorios do parasito e possuem um importante papel na disseminacdo da doenga. A LV é
uma zoonose de relevancia no contexto mundial, devido ao seu importante espectro clinico de
carater crbnico e sistémico, alta mortalidade e letalidade. Além disso, é considerada
negligenciada, sendo que, no Brasil, é endémica e se encontra em franca expansao devido a
adaptacdo dos vetores aos grandes centros urbanos. Nesse contexto, o diagnostico sorolégico é
uma estratégia fundamental para o controle da doenca, dessa forma, o objetivo principal deste
trabalho foi investigar a ocorréncia de animais com sorologia positiva para LV no municipio de
Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais. O presente estudo teve carater descritivo, quantitativo, de
base populacional, no qual foram utilizados dados cedidos através da parceria do Ndcleo de
Estudos em Parasitologia (NEP) e do Nucleo de Pesquisas Biomeédicas (NUPEB) da
Universidade Federal de Lavras com a Vigilancia Sanitaria, que por sua vez, realizaram duas
campanhas de testagem utilizando o TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina-Bio-
Manguinhos e 0 TR r-KDDR-plus, capazes de detectar a presenga de anticorpos anti-
Leishmania em uma amostra de sangue retirada através de uma puncao de ponta de orelha.
Foram testados 169 cées, no qual a prevaléncia de LV foi de 8,3% (14) parao TR DPP® e de
1,8% (3) para 0 TR rKDDR-plus. Dentre os casos, 71,4% (10) dos cdes apresentavam-se
assintomaticos, enquanto 28,5% (4) apresentavam sinais clinicos compativeis com a LV. Além
disso, os casos identificados estdo amplamente distribuidos pelo municipio, com destaque para
o0 bairro Engenho da Serra com 42,85% (6). Foi possivel observar a presenca de limitacGes e
heterogeneidade na triagem de caes infectados, ressaltando a importancia da padronizacgdo da
metodologia utilizada em inquéritos soroldgicos e o cenario epidemioldgico do municipio.
Portanto, o diagndstico precoce e a investigacdo de casos sdo fundamentais para o controle da
doenca, 0s quais devem ser aliados a outras medidas de controle, a fim de combater a LV.

Palavras-chave: Soroepidemiologia. Imunocromatografia. Diagnéstico Soroldgico.



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is part of a complex of infectious-parasitic diseases caused by
protozoa of the genus Leishmania. Transmission occurs through the bite of sandflies, with
Lutzomyia longipalpis being the main vector of Leishmania infantum, the pathogen that causes
VL in Brazil. The hosts are wild or domestic vertebrates, especially dogs (Canis lupus
familiaris), which in the urban setting are considered reservoirs of the parasite and play an
important role in the spread of the disease. VL is a zoonosis of relevance in the world context,
due to its important clinical spectrum of chronic and systemic character, high mortality and
lethality. In addition, it is considered neglected, and in Brazil it is endemic and is expanding
due to the adaptation of vectors in large urban centers. In this context, the serological diagnosis
is a fundamental strategy for the control of the disease, in this way, the aim of this work is to
investigate the occurrence of animals with positive serology for VL in the county of Ribeirdo
Vermelho, Minas Gerais. The present study was descriptive, quantitative, population-based, in
which data was provided through a partnership with the Nucleo de Parasitologia (NEP) and
Nucleo de Pesquisas Biomédicas (NUPEB) of the Universidade Federal de Lavras with
Sanitary Surveillance, who carried out two testing campaigns using the TR DPP® Canine
Visceral Leishmaniasis-Bio-Manguinhos and the TR r-KDDR-plus, capable of detecting the
presence of anti-Leishmania antibodies in a blood sample taken through an ear tip puncture.
169 dogs were tested, in which the prevalence of VL was 8.3% (14) for the TR DPP® and 1.8%
(3) for the TR rKDDR-plus. Among the cases, 71.4% (10) of the dogs were asymptomatic,
while 28.5% (4) had clinical signs compatible with VL. In addition, the cases identified are
widely distributed throughout the county, with emphasis on the Engenho da Serra neighborhood
with 42.85% (6). It was possible the presence of limitations and heterogeneity in the screening
of infected dogs, emphasizing the importance of standardizing the methodology used in
serological surveys and the epidemiological scenario of the county. Therefore, early diagnosis
and the investigation of cases of CVL are essential for the control of the disease, which must
be combined with others control measures in order to combat it.

Keywords: Seroepidemiology. Immunochromatographic. Serological Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) faz parte de um complexo de doencas infecto-
parasitarias causadas por protozoadrios do género Leishmania, pertencentes a familia
Trypanosomatidae. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a doenca é uma
zoonose de importancia em um contexto mundial, uma vez que possui um espectro de
manifestacdes clinicas de grande relevancia epidemiologica. Além disso, esta presente em 88
paises, principalmente os tropicais e subtropicais, sendo o Brasil, China, Etiopia, Eritreia, india,
Quénia, Somalia, Suddo do Sul, Sud&o e Iémen responsaveis por 90% dos casos reportados em
2020 (OMS, 2022).

A transmissdo € vetorial, através da picada de flebotomineos, dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, sendo Lutzomyia longipalpis a principal espécie
transmissora de Leishmania infantum, patdégeno causador da LV no Brasil. Os flebotomineos
sdo conhecidos popularmente como mosquito-palha, asa dura, birigui, tatuira e cangalhinha. As
fémeas sdo hematofagas se alimentam do sangue de vertebrados, infectando humanos e diversos
animais selvagens e domésticos. Os cdes (Canis lupus familiaris) sdo apontados como 0s
principais reservatério do parasito, os quais servem de fonte de infeccdo para vetores e,
portanto, sao de grande importancia para as estratégias de controle e epidemiologia da doenca.

E uma doenca crénica e sistémica, cuja sintomatologia no cio é diversa, incluindo
Ulceras cutaneas, lesGes oculares, sangramento nasal (epistaxe), unhas anormais (onicogrifose),
hematuria, emagrecimento, anemia, atrofia muscular progressiva, lesdes articulares e 6sseas,
caquexia, entre outros. Estudos indicam que as manifestacGes dependem de fatores inerentes ao
hospedeiro, como o perfil da resposta imune, nutricdo e idade do individuo, bem como a espécie
do parasito. Nas Américas, Leishmania infantum é o principal agente etioldgico da LV, forma
mais severa da doenca e potencialmente fatal ao homem.

Apesar da OMS considerar a LV uma das prioridades dentre as doengas tropicais, ela
continua sendo negligenciada nos paises endémicos, onde atinge principalmente as populacoes
de baixa renda, infectando mais de 12 milhdes de pessoas no mundo. Nesse cenario, cabe ao
setor publico reconhecer a importancia da doenga como uma zoonose no contexto de salde
unica, o qual se refere as esferas da satde animal, humana e ambiental como fundamental para
o0 controle efetivo da mesma.

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) criou o Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (PVCLV), com objetivo de implementar um conjunto de agdes e

estratégicas de controle, baseadas em analises epidemioldgicas que incluiam: o tratamento e
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diagndstico de casos humanos; eliminacdo dos insetos vetores; a¢des de educacdo em saude e
eutanasia de cdes soropositivos.

Nesse contexto, os testes soroldgicos realizados em cées sdo grandes aliados devido a
sua praticidade, facil manuseio e resultado rapido. No presente trabalho, foram utilizados os
testes rapidos DPP® Leishmaniose Visceral Canina-Bio-Manguinhos, recomendado pelo MS
em inquéritos populacionais, e 0 TR r-KDDR-plus, capazes de detectar a presenca de anticorpos
anti-Leishmania no sangue, plasma ou soro. Ademais, o diagndstico clinico e o levantamento
epidemioldgico, constituem estratégias fundamentais para o controle eficiente da doenca. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho é realizar uma investigacdo soroldgica em cées de Ribeirdo
Vermelho, Minas Gerais, a fim de fazer uma investigacdo epidemioldgica, bem como
disseminar conhecimento em educacdo de salde e nortear as medidas a serem tomadas pelo

municipio.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histérico

Em 1885, o professor escocés, David Douglas Cunningham observou “a presenca de
organismos peculiares no tecido de um espécime de Delhi ferver” e descreveu pela primeira
vez as formas amastigotas. Posteriormente, em 1900, o patologista William Boog Leishman
identificou o protozoario, o qual mais tarde foi batizado em sua homenagem (WEYERS, 2016).
No entanto, somente ap6s os trabalhos de Leishman e Donovani em 1903, Ross propds a
denominagdo Leishmania donovani e Leishmania infantum, a qual foi descrita infectando
humanos e cdes em 1908 (DONOVAN, 1903; LEISHMAN, 1903; ROSS, 1903; NICOLLE;
COMTE, 1908).

No Brasil, em 1934, Henrique Penna observou formas amastigotas em cortes
histologicos de 41 pacientes que vieram ao obito com suspeita de febre amarela. No entanto,
apenas 20 anos depois, a doenca ganhou a atencdo das autoridades publicas quando foi
registrado o primeiro surto em Sobral, no estado do Ceard, onde 100 pessoas morreram com
LV (LAINSON; RANGEL, 2005). Devido ao constante avan¢o da urbanizacéo, a doenca deixa
aregido rural e abrange as regides urbanas a partir da década de 1980, atingindo primeiramente
a regido Nordeste, e posteriormente as regides Norte, Centro-oeste e Sudeste do pais
(GONTIJO; MELO, 2004; ZUBEN; DONALISIO, 2016).
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2.2  Epidemiologia

As leishmanioses sdo amplamente distribuidas no mundo e atualmente a LV € endémica
em 83 paises (FIGURA 1). Estima-se que cerca de 350 milhGes de pessoas estdo em regides de
transmissdo, sendo que a doenga no cdo € associada ao alto risco de infeccdo humana
(GONTIJO; MELO, 2004; GRIMALDI et al., 2017). Em 2020, os paises Brasil, China, Etidpia,
Eritreia, India, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul, Sud&o e Iémen foram responsaveis por 90% dos
casos reportados, numero que gira em torno de 50 a 90 mil por ano. No entanto, tais nimeros
ndo refletem a real gravidade epidemioldgica da doenca, ja que, apenas 25 a 45% dos casos séo
reportados a Organizacdo Mundial da Saude (FIGURA 1) (OMS, 2022).

Figura 1- Status mundial da endemicidade da Leishmaniose Visceral em 2020.

Countries reporting
imported VL cases, 2020

Number of new V0L cases, 2020

I 0 cases reported L /,\;,f
= 2
1 =100 o &
I I 100-499 [ Mo autechthonous cases reported
b, ' 500-899 [ Nodata
Il =000 [] Mot applicable

Legenda: Verde — paises onde ndo ha nenhum caso reportado; bege — menos de 100 casos;
beje — entre 100 e 499 casos; laranja- entre 500 e 999 casos; marrom — mais de 1000 casos. Branco —
ndo ha casos autdctones reportados; cinza escuro — ndo ha dados; cinza claro — ndo se aplica.

Fonte: World Health Organization, 2020.

A LV foi reportada nas Americas pela primeira vez em 1913 e no Brasil em 1936, onde
é distribuida em 24 estados. O Nordeste do pais foi a primeira regido a despertar as autoridades

publicas para a gravidade da doenca, registrando a maioria dos casos (60,41% em 2015). Nas
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ultimas décadas, com a adaptacéo do vetor as regides urbanas, a Leishmaniose canina passa a
ter grande importancia médico-veterinaria, uma vez que, é reportada em grandes cidades
brasileiras, como Belo Horizonte, S&o Paulo, Natal e Camacari (BRODSKYN; KAMHAWI,
2018; BRAZIL, 2021; SILVA et al., 2021).

O estado de Minas Gerais é responsavel por 22% dos casos e considerado de transmissdo
intensa de LV (FIGURA 2) (BRASIL, 2021). Desde 1994, h& a ocorréncia de LV em Belo
Horizonte e em diversos outros municipios do estado, incluindo Lavras, onde estudos
demonstram a prevaléncia de 6,9% de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) de 2014 a 2018, e
desde entdo, ja foram registrados sete casos de LV Humana (LVH), dentre eles dois dbitos
(NARCISIO, 2019). Ja no municipio de Ribeirdo Vermelho, os primeiros casos de LVVC foram
relatados em 2019, com a prevaléncia de 4,02% de cdes com sorologia positiva, além da
presenca do vetor (ALVARENGA, 2019). Dessa forma, € importante ressaltar que, o cenario
epidemioldgico de Lavras pode ser um indicativo da ocorréncia da doenga em cidades vizinhas,
incluindo Ribeirdo Vermelho, pertencente a microrregido do municipio (BLANCO, 2019;
NARCISIO, 2016; GONDIM, 2022).

Figura 2 - Estratificacdo de risco da Leishmaniose Visceral por municipio de infeccdo no
Brasil, de 2017 a 2019.

0 250 500 km
—

Legenda: Risco de Infecgdo por LV: marrom — muito intenso; vermelho — intenso; laranja —
alto; amarelo — médio; verde — baixo.
Fonte: BRASIL, 2021.
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2.3 Agente Etioldgico

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios, parasitos intracelulares obrigatorios
das células do sistema fagocitico mononuclear (LIEZBETH et al., 2013). Sao pertencentes a
familia Trypanossomatidae, ao subgrupo Kinetoplastea do grupo Euglenozoa, supergrupo
Excavata. De acordo com a classificacdo mais recente, o género Leishmania é dividido em
quatro subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e Mundinia (ESPINOSA et al.,
2018).

Os hospedeiros naturais sdo vertebrados silvestres ou domesticos, com destaque as
ordens Carnivora e Rodentia. J& os humanos, sdo considerados hospedeiros acidentais. No
cenario urbano, os cdes (Canis lupus familiaris) sdo apontados como principais reservatorios
do protozoario, uma vez que, apresentam um intenso parasitiSmo cutaneo e possuem um
importante papel na disseminacdo da doenca (COURA-VITAL et al., 2014; DANTAS-
TORRES, 2007). No entanto, animais selvagens também podem atuar como reservatorios,
como Speothos venaticus (cachorro-vinagre), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Didelphis
albiventris (gamba-de-orelha-branca) e Lycalopex vetulus (raposa-do-mato) (FONSECA
JUNIOR et al., 2021).

Os parasitos podem ser encontrados nas formas flageladas ou imoveis, cujo flagelo se
encontra internalizado. Os flebotomineos, hospedeiros invertebrados, abrigam, no seu tubo
digestivo, as formas flageladas de Leishmania: promastigotas prociclicas, nectoménada,
leptomonas, haptomonas e metaciclicas. Ja& 0s hospedeiros vertebrados sao infectados pelas
promastigotas metaciclicas que, posteriormente, se transformam em amastigotas (formas
imoveis) (FIGURA 3) (DOSTALOVA; VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006).

Figura 3 - Morfologia das espécies de Leishmania.

—

Legenda: A — formas promastigotas encontradas no trato digestivo dos flebotomineos; B —
formas amastigotas encontradas no interior das células fagocitarias.
Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, 2014.
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2.4 Vetor

Os flebotomineos, também conhecidos como mosquito-palha, cangalhinha, asa-dura,
tatuira e birigui sdo pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Os géneros
Phlebotomus e Lutzomyia sdo de maior importancia médica, uma vez que sao 0s Unicos capazes
transmitir patogenos para os seres humanos (DOSTALOVA; VOLF, 2012; GALVIS-
OVALLOS et al., 2017). Phlebotomus esté presente na Africa, Europa e Asia, e dividido em 12
subgéneros, enquanto Lutzomyia, predominante nas Americas, possui 25 subgéneros e
subespécies (KILLICK-KENDRICK, 1999).

Lutzomyia longipalpis é encontrada desde o México até a Argentina, sendo o principal
vetor de L. infantum nas Américas. Além de sua ampla distribuicdo geogréafica, Lu. longipalpis
ocorre em diversos habitats e condi¢bes ecoldgicas, fator que contribui para o sucesso da
espécie, principalmente na area rural. No entanto, nos ultimos 30 anos, estudos demonstram sua
adaptacdo aos ambientes urbanos como consequéncia de desmatamentos, levando a um
crescente aumento dos casos das leishmanioses (BRAZIL, 2013; LAINSON; RANGEL, 2005;
LIEZBETH et al., 2013; SPIEGEL et al., 2016).

Os flebotomineos sdo insetos pequenos, cujo tamanho corporal variade 1.5a3 mm. Lu.
longipalpis possui coloragdo “palha” e cerdas caracteristicas da espécie (FIGURA 4). Além
disso, apresentam alguns comportamentos marcantes que ajudam a identifica-los como: quando
em repouso, as asas se posicionam em um angulo acima do abdémen em forma de “V”; ao
contrario dos mosquitos seu ataque é silencioso, no qual primeiramente voam ao redor do
hospedeiro antes de pica-lo; e seu voo é em saltos alcangcando em torno de 1,5 metros. O habito
dos flebotomineos é predominantemente noturno, assim durante o dia eles costumam descansar
em vegetacOes densas, arbustos, celeiros, casas, rochas, estdbulos, dentre outros locais
(FIGURA 5). Sdo insetos holometabdlicos, ou seja, apresentam metamorfoses completas, sendo
elas: ovo, 4 estadios larvais, pupa, e por fim inseto adulto (DOSTALOVA; VOLF, 2012;
KILLICK-KENDRICK, 1999).

Ambos machos e fémeas se alimentam de solug¢Ges agucaradas, como néctar de flores e
frutos. No entanto, para completar seu ciclo reprodutivo, as fémeas hemat6fagas se alimentam
do sangue de vertebrados, o que possibilita a nutricdo e maturacdo dos ovos (KILLICK-
KENDRICK, 1999; SPIEGEL et al., 2016). Os flebotomineos se alimentam por telmofagia, ou
seja, a fémea insere suas pecas bucais em forma de serra na pele, produzindo uma pequena

ferida e causando um dano tecidual, formando uma poca de sangue. Posteriormente, na leséo,
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havera a liberacdo de macrdfagos infectados, permitindo a ingestdo dos mesmos pelo inseto
(BATES, 2007).

Figura 4 - Espécimes de Lutzomyia longipalpis.

Legenda: A- macho; B - 6rgdo reprodutor masculino; C — fémea; D — ovarios de Lutzomyia
Longipalpis.
Fonte: Do autor, 2022.
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Figura 5 - Locais e residéncias com a presenca de flebotomineos em Ribeirdo
Vermelho/MG em 2019.

Legenda: A a D - casas e proximidades com a presenca de flebotomineos em Ribeirdo Vermelho/MG.
Fonte: Alvarenga, 2019.

2.5  Ciclo Bioldgico de Leishmania

O ciclo biolégico do protozoario é heteroxeno, ou seja, envolve dois hospedeiros, sendo
um vertebrado e um invertebrado. No vetor, o ciclo do protozoario se inicia a partir do repasto
sanguineo, no qual o inseto ingere o sangue contendo macrdfagos infectados. Em seguida, o
parasito passa por diferenciacbes morfologicas e funcionais no trato digestivo do hospedeiro,
enquanto migram do intestino médio posterior para a valvula estomodeal. O ciclo dura cerca de
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6 a 9 dias no flebotomineo, variando de acordo com a espécie do protozoario (KAMHAWI,
2006).

As amastigotas, forma ovalada, com flagelo internalizado e imdvel, sdo observadas no
inicio do repasto sanguineo e sdo separadas do intestino médio por uma matriz peritrofica tipo
I. As amastigotas levam 24 a 48 horas para se transformarem em promastigotas prociclicas na
membrana peritrofica do intestino médio, onde sobrevivem no meio extracelular. Essas formas
possuem um pequeno flagelo na extremidade anterior da célula e sdo capazes de se
reproduzirem, preferencialmente por divisdo binaria. Cerca de 48 a 72 horas depois, elas se
transformam em promastigotas nectoménas que sdo altamente moéveis e migram para o lumen
do intestino médio, onde se ancoram as células epiteliais. Posteriormente, as mesmas vao em
direcdo ao intestino médio anterior e se desenvolvem em leptomonas, formas mais curtas e
recém-identificadas do parasito. Na valvula estomodeal do intestino, as promastigotas podem
se diferenciar em haptomonas e metaciclicas. As haptomonas possuem flagelos curtos e imoéveis
e formam um tampa@o parasitario na valvula estomodeal. Por fim, as promastigotas metaciclicas,
formas de corpo celular pequeno com flagelo alongado que confere rapidez a locomocao, séo
capazes de infectar o hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo (FIGURA 6)
(DOSTALOVA; VOLF, 2012; KAMHAWI, 2006).
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Figura 6 - Ciclo bioldgico de Leishmania em um vetor competente, ilustrando a aparéncia
dependente do tempo de formas morfoldgicas distintas de promastigotas dentro do
intestino médio do flebotomineo (adaptado).
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- Matriz peritréfica

TRENDS in Parasitology

Legenda: Formas promastigotas e suas respectivas localizagdes no trato digestorio do inseto
vetor. Azul: promastigotas prociclicas se encontram no intestino médio. Vermelho: nectom6nada
migra da matriz peritrofica para o limen do intestino. Mostarda: leptomonas presentes no intestino
médio anterior. Verde: meticiclica na valvula estomodeal. Amarelo: haptomona na valvula estomodeal
formando tampdo parasitario.

Fonte: KAMHAWI, 2006.

A transmissdo para o hospedeiro vertebrado é baseada em duas hipdteses: a primeira
afirma que as promastigotas produzem uma barreira fisica na valvula estomodeal, fazendo com
que o flebotomineo regurgite o parasito durante a alimentacdo; j& a outra acredita que apenas
as promastigotas presentes na probdscide do inseto estdo envolvidas na transmissdo. No
vertebrado, as promastigotas sdo capazes de resistir a lise por moléculas do sistema do
complemento, mecanismo importante do Sistema Imune. As células fagocitam as
promastigotas, que por sua vez, sdo resistentes a digestdo fagolisossomal e sdo capazes de
sobreviver no interior da célula. Por fim, se estabelecem como parasito intracelular nos
macrofagos e se diferenciam em amastigotas, que posteriormente se multiplicam e causam a
morte da célula (FIGURA 7) (BATES, 2007; PALTRINIERI et al., 2016).



23

Figura 7 - Ciclo de vida da Leishmania.
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Legenda: Formas amastigotas infectam o inseto vetor e se transformam em promastigotas
prociclicas. As mesmas se reproduzem por divisdo binéria e sofrem alteragdes morfoldgicas e
funcionais enquanto migram no trato digestdrio do hospedeiro. A formas promastigotas metaciclicas
infectam o hospedeiro vertebrado, onde se estabelecem como parasitos intracelulares. Nos
macrofagos, os parasitos se transformam em amastigotas e se multiplicam.

Fonte: Ferreira, 2021.

2.6 Leishmanioses

As manifestacdes das leishmanioses possuem um importante espectro clinico,
abrangendo desde lesdes cutaneas indolores a casos viscerais fatais (DOSTALOVA; VOLF,

2012; LIEZBETH et al., 2013). O complexo de doencas pode ser agrupado em duas principais
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formas: Leishmaniose Tegumentar e Visceral (LESSA et al., 2007). Além disso, a intensidade
dos sinais clinicos estd relacionada com o perfil de resposta imune, idade, nutricdo e
comorbidades do individuo, a espécie do parasito, viruléncia da cepa e carga parasitaria
inoculada (SANTOS et al., 2021; SILVA, 2007; VALLE, 2021).

2.6.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), também conhecida como “Ulcera de
Bauru” afeta principalmente a pele formando lesdes cutdneas. Suas apresentagdes clinicas
variam desde a forma Cutanea Localizada, na qual ha a formacdo de Ulceras indolores, a
Mucocutanea com a formacdo de lesbes nasofaringeas agressivas (LIEZBETH et al., 2013).
Nos cédes, a principal manifestacdo da doenca é a formacao de uma pequena lesdo eritemato-
papulosa que posteriormente forma uma Ulcera (FIGURA 8) (SOUSA et al., 2021). Diversas
espécies sdo responsaveis pela LTA, destacando-se L. braziliensis, L. amazonensis, L.

guianensis, L. pananmensis e L. mexicana (LESSA et al., 2007).

Figura 8 — Sinais Clinicos da Leishmaniose Tegumentar em cées.

Legenda: A — formagdo de ulcera na orelha; B — ferida na regido do focinho em processo de
cicatrizacéo.
Fonte: CRMV, 2015.

2.6.2 Leishmaniose Visceral

A LV ou Calazar (indiana) é a forma mais severa da doenca, causada por espécies do

“complexo donovani”, atualmente formado por L. donovani, causadora da doenca na india,
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Ocidente Africano, Bangladesh e Nepal, e L. infantum recorrente nas Américas (KUHLS et al.,
2011; LUKES etal., 2007; MAURICIO et al., 2000; SIQUEIRA, 2018). As espécies L. tropica,
presente no Oriente Médio, e a L. amozonensis, na América do Sul, sdo ocasionalmente
encontradas em visceras (NUNES, 2020). A doenca é de grande importancia para a saude
publica devido a elevada morbidade e mortalidade, sendo fatal em 95% dos casos ndo tratados.
Cerca de 200 milhdes de pessoas estdo sob risco de adquirirem a doenca (WHO, 2022).

As manifestacdes clinicas em humanos incluem: febre ondulante, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatias e anemia. Além disso, podem afetar diversos
orgdos internos, como figado, baco e linfonodos (SOUSA et al., 2021). Os individuos doentes
sdo geralmente imunossuprimidos com potencial de adquirir infec¢fes secundarias, além disso,
a LV também pode ser uma das doencas oportunistas associadas a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), no qual o registro de coinfeccdo atinge 11,1% em 2019
(BRASIL, 2021; LIEZBETH et al., 2013; VAN GRIENSVEN et al., 2010). Os casos
assintomaticos observados em humanos e o papel dessas infeccbes na transmissao da doenca,
bem como a incidéncia e impacto dos mesmos ainda ndo sao bem elucidados pela literatura
(NASCIMENTO et al., 2008).

Nos cées, 0 quadro clinico € variavel e possui uma vasta gama de sinais, sendo 0s mais
comuns: caquexia; hipergamaglobulinemia; hepatoesplenomegalia; anemia; emagrecimento;
linfadenopatia; Ulceras crostosas na orelha, focinho e regido periorbital; descamacao furfuracea
e alopecia multifocal (FIGURA 9). Apesar da doenca ser de carater crbnico, sistémico e
potencialmente fatal, os cdes também podem ser assintomaticos, sem a apresentacdo de sinais
clinicos compativeis com a LV e até mesmo oligossintomaticos, no qual os sintomas sdo leves
(GRIMALDI et al., 2017; SILVA, 2007).
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Figura 9 - Manifestacdo clinicas em cdes soropositivos para LV no inquérito soroldgico
realizado pela Vigilancia Sanitaria de Ribeirdo Vermelho/MG em marco de 2022.

Legenda: A — alopecia no rabo; B — queda de pelos; C — formac&o de crostas no focinho.
Fonte: Do autor, 2022.

2.7  Prevencao, controle e tratamento

Em 2006, o Ministério da Satde (MS) criou o Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (PVCLV) na tentativa de implementar medidas baseadas em analises
epidemioldgicas, incluindo o diagndstico e tratamento de casos humanos, redugdo das
populacdes de vetores, eliminacao de reservatérios e acdes de educacdo em satude (MORAIS et
al., 2015; ZUBEN; DONALISIO, 2016). Outras medidas como, aplicagdo de inseticidas,
instalacdo de telas e mosquiteiros em domicilio e o0 uso de coleiras antiparasitarias a base de
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Deltametrina, também foram implementadas como forma de controle e prevencdo (NUNES et
al., 2006).

Nesse contexto, a eutanasia de cdes soropositivos € a principal medida de controle
empregada pelo PVCLV. No entanto, estudos indicam que a eliminacdo dos cdes ndo possui o
impacto esperado, sendo apontada como uma medida controversa, devido a sua inefetividade
em reduzir o nimero de casos humanos e caninos (COURA-VITAL et al., 2014; MORAIS et
al., 2015; NUNES et al., 2006). Ainda, a falha dos métodos estabelecidos pelo PVCLV vem
sendo atribuido ao atraso do diagnostico e eliminacao de cées soropositivos, a tendéncia em se
substituir animais infectados por filhotes suscetiveis e a baixa sensibilidade dos testes
soroldgicos. Apesar dos esforcos, 0 nimero de casos humanos e caninos segue em expansao
nas areas endémicas do pais (ZUBEN; DONALISIO, 2016).

O tratamento de animais é apontado pela literatura como uma forma alternativa de
combate a doenca, uma vez que podem ser eficazes em reduzir a carga parasitaria. Diversas
drogas (antimoniato de meglumina, anfotericina B, isotionato de pentamidina, alopurinol,
cetoconazol, fluconazol, miconazol, itraconazol) sdo utilizadas por veterinarios no tratamento
da LV em cdes, devido a potencial atividade antiprozoario. No entanto, 0 mecanismo e
efetividade desses farmacos ndo é totalmente conhecido, sendo que os cées tratados podem
voltar a apresentar sinais clinicos da doenca e continuam sendo infectantes para o vetor. Além
disso, o tratamento é de alto custo, apresenta efeitos toxicos ao cdo e uma crescente resisténcia
dos parasitos contra as drogas existentes (AGALLOU et al., 2014; GRIMALDI et al., 2017;
NERY etal., 2017).

O MS, através da Portaria Interministerial N° 1.426 de 11 de julho de 2008, proibe o
tratamento de cdes diagnosticados com LV em todo territério nacional. No entanto, em 2017,
conforme a Instrucdo Normativa n° 35, o tratamento de cdes passa a ser autorizado, desde que
sejam utilizados produtos veterinarios registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Atualmente, o Milteforan € o Gnico medicamento regularizado e o
tratamento nédo é configurado como uma medida de saude publica, sendo de decisdo exclusiva
do tutor (BRASIL, 2016).

As vacinas também sdo apontadas como uma forma alternativa de controle, sendo
considerada pela OMS uma importante ferramenta na erradicacdo da doenca e diversas
candidatas estdo em fases de testes (LIEZBETH et al., 2013). No Brasil, a Leish-tec® é a Gnica
vacina licenciada para o uso profilatico em cées soronegativos. Porém, apesar do efeito protetor
promissor, estudos indicam um baixo impacto na reducdo de casos em areas endémicas
(GRIMALDI et al., 2017).
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2.8 Diagnostico Canino

O diagnostico clinico representa um desafio para veterinarios e profissionais da saude
no cenario epidemiolégico atual, porém o mesmo € essencial para o controle da doenca e pode
ser realizado através de diversas técnicas. Dentre elas, destaca-se os testes diretos como 0 exame
parasitoldgico, feito através de bidpsia ou pungdo aspirativa dos tecidos mais propicios a
infeccdo, que tem como objetivo identificar, em uma busca ativa, as formas amastigotas do
parasito. O material biolégico é analisado em microscépio Optico a partir da confeccdo de
esfregaco, impressao de laminas histoldgicas, isolamento em meio de cultura ou inoculagdo em
animais de laboratério. Tal técnica possui especificidade de 100%, porém, sua sensibilidade
pode variar de acordo com o tecido da amostra utilizada, sendo que, em aspirado de medula
6ssea a mesma é de 50 a 83% (GONTIJO; MELO, 2004; MOTTA; EBERT; BATISTA, 2021).
Outra técnica direta € a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), capaz de detectar fragmentos
de DNA de Leishmania na medula dssea de cdes infectados. E considerada “padrio-ouro”
devido a sua alta especificidade e sensibilidade, porém tem limita¢des, como o alto custo € a
dificil coleta (PALTRINIERI et al., 2016).

A LV é caracterizada pela grande producéo de anticorpos especificos contra antigenos
do parasito, assim, os métodos soroldgicos sdo importantes aliados no diagnostico da doenca,
pois detectam anticorpos anti-Leishmania em uma amostra de sangue, soro ou plasma. Os testes
rapidos sdo de facil manipulacdo, acessiveis e rapidos, com resultado dentro de 15 minutos.
Entretanto, apesar da sua praticidade em condi¢cdes de campo, os testes rapidos possuem
limitacBes como, falsos-negativos em casos de animais recém-infectados, bem como falsos-
positivos devido a reacdo cruzada com infeccGes concomitantes. Ademais, os sinais clinicos
inespecificos, além da presenca de muitos animais assintomaticos, tornam o diagnostico de caes
ainda mais desafiador (DE SANTIS et al., 2013; GONTIJO; MELO, 2004; SIQUEIRA et al.,
2021).

No Brasil, até o ano de 2012, o MS utilizava o ensaio imunoenzimatico (ELISA) como
teste de triagem e a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) como teste confirmatdrio. A
partir de 2012, o PVCLV passou a recomendar o uso do teste rapido imunocromatografico
composto pelos antigenos recombinantes rkK26 e rK39, o DPP® Leishmaniose Visceral Canina-
Bio-Manguinhos, para o uso em inqueritos sorologicos seguido pela confirmagdo com o
ELISA. Trata-se de um teste qualitativo de triagem que utiliza a proteina A conjugada com
particulas de ouro coloidal e antigenos recombinantes para Leishmania K28 (fragmentos K26,

K39 e K9). O teste utiliza uma plataforma de duplo percurso (Dual Path Plataform) que
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apresenta dois po¢os compostos por uma membrana de nitrocelulose. No pogo 1 é depositado
a amostra coletada, j& o poco 2 é ligado a membrana de revelagdo, que por sua vez, é
sensibilizada com anti-Leishmania (COURA-VITAL et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2021).

O rKDDR (“Kinesin Degenerated Derived Repeat”) € um antigeno recombinante
composto por uma sequéncia recorrente de 8,5 blocos repetitivos de 39 aminoacidos da
Kinesina, que corresponde a 92% da sequéncia total da proteina presente em L. infantum. Em
2018, Siqueira e colaboradores aprimoraram o rKDDR e desenvolveram o antigeno
recombinante KDDR-plus, constituido por cerca de 15 motivos repetitivos de 39 aminoacidos
da proteina kinesina, amplificando seu potencial antigénico. O TR rKDDR-plus, desenvolvido
pela empresa SafeTest Diagnosticos, € um teste de fluxo lateral feito em uma fita de
nitrocelulose que possui uma area para absorcdo da amostra e outra composta por particulas de
ouro coloidal ligadas aos anti-lgG canino (DHOM LEMOS, 2014; SIQUEIRA 2018).

3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de cdes com sorologia positiva para Leishmaniose Visceral no

municipio de Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais.

3.2  Objetivos Especificos

. Realizar o levantamento de casos de LVC diagnosticados no ano de 2022 em
Ribeirdo Vermelho;
o Comparar os resultados de testes sorolégicos TR DPP® Leishmaniose Visceral

Canina-Bio-Manguinhos e TR r-KDDR-plus realizados em Ribeirdo Vermelho;

o Reportar os principais sinais clinicos associados aos cdes com sorologia positiva
para LV,

o Georreferenciar os casos de LVC diagnosticados no municipio de Ribeirdo
Vermelho;

o Identificar as areas com maior densidade de cdes com sorologia positiva para

LV;
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o Realizar a¢Bes de educacdo em salde para conscientizagdo a respeito da LV para

a populacéo e tutores do municipio.

4 JUSTIFICATIVA

A LV é a forma clinica mais grave das leishmanioses, um complexo de doencas
negligenciadas, que geralmente se manifesta primeiramente na populagdo canina e
posteriormente nos humanos. Atualmente, a doenca é endémica em 88 paises, onde infecta mais
de 12 milhdes de pessoas, afetando, principalmente, as pessoas mais carentes, as quais, além de
sofrerem com a doenca, ficam debilitadas e tem sua qualidade de vida reduzida.

Nas ultimas décadas, a constante urbanizacdo e avan¢o das atividades antropicas
contribuiram para o aumento de casos. Além disso, estudos também indicam a adaptacdo dos
insetos vetores nas cidades, fazendo com que a doenca perca seu carater rural e abrange 0s
grandes centros urbanos. Por conseguinte, o status epidemiologico da doenca é agravado,
ressaltando a importancia das medidas preventivas e de controle na esfera da satde Unica.

Nesse contexto, a Organizagdo Mundial da Salde, a fim de diminuir a morbidade e
letalidade da doenca, recomenda o uso conjunto de diversas estratégias de controle, incluindo
o diagndstico precoce e preciso de caes infectados. Sendo assim, o inquérito sorolégico possuli
um papel fundamental na vigilancia epidemiolégica da LV, justificando a realizacdo do
presente estudo.

Apesar dos diversos esforcos e medidas tomadas pelas autoridades publicas quanto as
leishmanioses, diversos municipios do pais carecem da investigacdo epidemiolégica, sendo
que, em Ribeirdo Vermelho, area de estudo do presente trabalho, possui apenas um inquérito
sorolégico realizado por Alvarenga e colaboradores em 2019. Portanto, faz-se necessario 0s
dados aqui fornecidos, uma vez que, auxiliam na antecipacdo de surtos epidémicos, previsdo
do aumento de casos, bem como estratégias de controle e educacdo em salde. Os resultados
também permitirdo orientar os servicos de Vigilancia Sanitaria do municipio quanto as medidas

preventivas e de controle.
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5 MATERIAIS E METODOS

51  Areade Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Ribeirdo Vermelho (Figura 2), localizado na
Mesorregido do Campo das Vertentes e na Microrregido de Lavras no estado de Minas Gerais.
De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), Ribeirdo Vermelho
possui uma area territorial estimada (2020) de 49.251 km?2 e populagdo estimada de 4.061
habitantes em 2021. Além disso, conta com duas unidades de satide do Sistema Unico de Sade.

O municipio possui bioma com caracteristicas de mata de transi¢do entre Mata Atlantica
e Cerrado, a regido € montanhosa, sendo o Rio Grande sua principal bacia hidrogréfica. Foi
fundada em 1948, na qual a implantacéo da ferrovia propiciou o crescimento e desenvolvimento
do municipio (IBGE, 2017).

Figura 10 - Mapa do municipio de Ribeirdo Vermelho, Minas Gerais.
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Legenda: Mapa do municipio de Ribeirdo Vermelho/MG e delimitacéo do territorio
evidenciada em vermelho.
Fonte: Google Earth, 2022.
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5.2  Definigdo da amostra

De acordo com informac6es da Vigilancia Sanitaria, a populacdo canina do municipio
é estimada em 1200 individuos. A Vigilancia Sanitaria realizou uma divulgacao de boca a boca,
na qual todos os proprietarios/tutores foram convidados para a realizagdo dos testes rapidos de
forma gratuita nos dias e horarios definidos pela Prefeitura Municipal de Ribeirdo Vermelho.
Adicionalmente, foi realizado atendimento com livre demanda a todos que buscaram a

Vigilancia Sanitaria para testagem fora dos dias definidos para as acdes.

53 Campanha e inquérito soroepidemioldgico

O presente estudo teve carater descritivo, quantitativo e de base populacional, no qual
foram utilizados dados secundérios referente aos casos de LVC, cedidos pela Vigilancia
Sanitéaria do municipio de Ribeirdo Vermelho no estado de Minas Gerais em parceria com 0
Nucleo de Estudos em Parasitologia (NEP) e Nucleo de Pesquisa Biomédica (NUPEB) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Portanto, dispensa-se apreciacdo pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras.

Os dados fornecidos foram coletados pela Vigilancia Sanitaria em duas campanhas
realizadas no municipio, no dia 5 e 12 de marco de 2022, das 8 as 16 horas, com o objetivo de
identificar casos positivos de LVC no municipio, bem como conscientizar e orientar a
populacdo com relacdo a doenca, através da distribuicdo de panfletos informativos
(APENDICE A). A agdes foram posicionadas em locais estratégicos no centro da cidade e onde

ha grande circulacdo de pessoas, a fim de abranger o maior nimero de cées.

5.4  Testes Sorologicos

No inquérito soroldgico realizado pela Vigilancia Sanitaria de Ribeirdo Vermelho/MG
foi utilizado o TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina-Bio-Manguinhos, recomendado pelo
Ministério da Saide como teste de triagem em inquéritos populacionais. O DPP® € um ensaio
imunocromatografico composto pelos antigenos recombinantes rK26 e rK39 (fragmentos K26,
K39 e K9) que utiliza uma plataforma de duplo percurso, onde é detectado anticorpos anti-
Leishmania (FIGURA 11) (GONDIM, 2022).
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Figura 11 — Teste de DPP® LVC - Bio-Manguinhos utilizado durante inquérito soroldgico
realizado pela Vigilancia Sanitaria de Ribeirdo Vermelho/MG em marco de 2022.
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Legenda: (A) teste com aparecimento apenas da banda de controle indicando resultado
negativo e (B) aparecimento da banda controle e teste indicando resultado positivo.
Fonte: Do autor, 2022,

Além do DPP®, também foi utilizado o TR r-KDDR-plus (Figura 12), que é um teste
de fluxo lateral feito em uma fita de nitrocelulose, composto por particulas de ouro coloidal
ligadas ao antigeno recombinante KDDR (“Kinesin Degenerated Derived Repeat”), baseado na
porcdo repetitiva encontrada na proteina kinesina de L. infantum. Ambos testes indicam o
resultado com 15 minutos, sendo que o aparecimento apenas da banda controle o resultado €
negativo e o aparecimento de duas bandas o resultado € positivo. A leitura do teste foi feita por
pelo menos dois observadores, que por sua vez, consideraram como positivo qualquer coloracao
presente na banda do teste. Em ambos os testes rapidos foram usadas amostras de sangue total
retirada a partir de uma puncdo de ponta de orelha com lanceta estéril (FIGURA 13).



34

Figura 12 - Teste Rapido rKDDR-plus utilizado durante inquérito sorolégico realizado pela
Vigilancia Sanitaria do municipio de Ribeirdo Vermelho/MG em margo de 2022.

Legenda: A - teste KDDR sendo realizado em tubo de ensaio; (B) teste rKDDR com o
aparecimento de duas bandas indicando resultado positivo.
Fonte: Do autor, 2022.

Figura 13 - Coleta realizada em cdes durante inquérito soroldgico realizado pela Vigilancia
Sanitaria de Ribeirdo Vermelho/MG em marco de 2022.

Legenda: Contencdo dos cées e coleta das amostras para a realizacdo dos TR utilizados no inquérito
soroldgico.
Fonte: Do autor, 2022.
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A Vigilancia Sanitaria do municipio ira coletar posteriormente uma amostra de sangue
intravenoso nos cdes sororreagentes para a realizacdo do teste confirmatério ELISA e
posteriormente tomar as medidas cabiveis e previstas no Manual de Vigilancia e Controle da

Leishmaniose Visceral do MS.

55 Analise de dados

Os dados cedidos pela Vigilancia Sanitaria de Ribeirdo Vermelho/MG foram analisados
através do software IBM® Statistical Package for the Social Sciences® na versdo 26 e utilizou-
se 0 Microsoft Excel 2019 para organizacdo dos mesmos, elaboragdo de tabelas, graficos e
mapas de calor.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1  Investigacdo de casos caninos

O presente estudo foi constituido de uma amostra de 169, sendo 98 (58%) fémeas e 71
(42%) machos, com idade minima de 3 meses e maxima de 15 anos completos, com uma média
de 7,11 anos (TABELA 1).

Tabela 1- Sexo e idade da populacdo de cdes domésticos submetidos aos testes sorolégicos
durante inquérito realizado pela Vigilancia Sanitaria do municipio de Ribeirdo
Vermelho/MG em margo de 2022.

Caracteristica Frequéncia (%)

Sexo Macho 42

Fémea 58

Idade <1 6,5
(n° de anos lab 50,88
completos) 6al0 18,34
11a15 8,28

Idade desconhecida 16

Fonte: Do autor, 2022.

N&do foi possivel o uso dos dois testes em todos os cdes investigados, devido as

dificuldades encontradas na coleta da amostra e na conten¢do dos animais. Assim, durante o
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inquérito soroldgico pelo menos um dos testes foi aplicado em cada um dos cées. Dentre eles,
165 (97,6%) foram submetidos ao teste rKDDR-plus e trés (1,8%) foram soropositivos (Tabela
2), sendo dois (66,6%) machos e uma (33,33%) fémea. Ndo foi possivel realizar o teste em trés
caes (1,77%).

Dentre a amostra total, 116 (68,6%) cdes também foram testados com o TR DPP® LVC-
Bio-Manguinhos, no qual 14 (8,3%) foram soropositivos, sendo que sete (50%) eram machos
e sete (50%) fémeas. Nao foi possivel realizar o teste em 53 (31,36%) dos cées. Todos os cées

soropositivos para o rKDDR-plus (3) também foram soropositivos para 0 DPP® (14).

Tabela 2 - Total de testes realizados, nimero de cdes soronegativos e soropositivos para o
TR DPP® LVC-Bio-Manguinhos e rKDDR-plus durante inquérito sorolégico
realizado pela Vigilancia Sanitéaria de Ribeirdo Vermelho/MG em marc¢o de 2022.

Total de cées (n°)  Soropositivo (n°) Soronegativo (n°)
DPP 116 14 102
rKDDR-plus 165 3 162

Fonte: Do autor, 2022.

Um estudo realizado por Siqueira e colaboradores em 2021, avaliou o0s antigenos
recombinantes K39 e KDDR, utilizados no DPP® LVC-Bio-Manguinhos e rKDDR-plus, no
qual obtiveram uma especificidade de 83% e 98%, respectivamente, em soro canino. Além
disso, o rKDDR-plus demonstrou uma sensibilidade de 90% e especificidade de 100% quando
comparado com o teste comercial IT LEISH®, também baseado no antigeno K39, que por sua
vez, teve 79% de sensibilidade e 98% de especificidade.

Gondim (2022) verificou uma sensibilidade de 76% e especificidade de 100% para o
teste DPP® em um estudo realizado em Lavras/MG. Ainda no mesmo estudo, foi observado a
mesma especificidade para 0 TR rKDDR-plus e 72% de sensibilidade. No entanto, a
sensibilidade de ambos testes caiu para 52,4% em cées assintomaticos. A ndo deteccdo de cées
assintomaticos nos testes de triagem € preocupante e prejudica a acuréacia do diagnostico em
uma populacéo, dessa forma, os autores concluiram que o desempenho e acuracia dos testes
eram insatisfatorios.

Tendo como base estudos anteriores e os resultados observados no presente trabalho,
no qual o nimero de soropositivos no teste DPP® foi maior do que no rKDDR-plus, é possivel

observar que os TR fornecem dados heterogéneos. Assim, no presente cenario podemos ter uma
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taxa elevada de falsos negativos e positivos, no qual a prevaléncia de cdes soropositivos pode
ndo refletir o numero real de cdes infectados. Portanto, apesar do potencial do diagnéstico
soroldgico é importante considerar e elucidar as limitacdes existentes, bem como, cuidado e
rigor na escolha dos testes e amostras utilizadas. Além disso, é essencial que 0s cdes
soropositivos sejam submetidos & uma nova avaliagdo diagndstica. Os cdes soropositivos
relatados no presente estudo serdo submetidos ao teste ELISA, porém, tais resultados ainda ndo
estdo disponiveis. Por fim, é necessario a criacdo de um padrdo de referéncia com a
padronizacdo das metodologias utilizadas e preconizadas pelo MS, a fim de superar as
limitagbes encontradas nos TR e melhorar a acuricia dos inquéritos soroldgicos
(ALVARENGA, 2019; GONDIN, 2022; NARCISIO, 2019).

6.2 Sinais Clinicos

Dentre os cées sororreagentes no DPP®, dez (71,4%) dos animais ndo possuiam sinais
clinicos, enquanto quatro (28,5%) apresentavam caracteristicas equivalentes as descritas pela
literatura (Gréfico 1), sdo elas: alopecia em diversas partes do corpo, pelos com aspecto opaco,
hiperqueratose, descamac6es de ponta de orelha, lesbes cuténeas, Ulceras e crostas na regido do
focinho, emagrecimento, onicogrifose, disturbios e lesdes oculares (FIGURA 15).

A Leishmaniose Visceral é uma doenca cronica, potencialmente fatal e sistémica, cujas
manifestacdes representam um espectro clinico de grande importancia, sendo ele inespecifico
e diverso, podendo ser confundido com outras infecces, dificultando ainda mais o diagnostico
clinico da doenca. As manifestacGes e sua intensidade estdo relacionadas a fatores inerentes ao
hospedeiro, como o perfil de resposta imune, idade, nutricdo e comorbidades do individuo, bem
como aqueles relacionados a espécie do parasito, viruléncia da cepa e carga parasitaria
inoculada. Os sintomas mais comuns sdo: caquexia, hipergamaglobulinemia,
hepatoesplenomegalia, anemia e linfadenopatia. Nos cdes € comum as manifestacfes
dermatoldgicas, com a formagdo de Ulceras crostosas na orelha, focinho e regido periorbital,
descamacéo furfuracea e alopecia multifocal (SANTOS et al., 2021; SILVA, 2007; VALLE,
2021).

Inicialmente, os flebotomineos inoculam os parasitos na pele provocando uma resposta
inflamatoria local, o que contribui para a formagéo de feridas cutaneas. Posteriormente, ocorre
a migracao dos parasitos para as visceras, podendo atingir qualquer 6rgéo e tecido corporal. O

periodo de incubacdo no cdo é variavel, com média de 3 a 7 meses e em alguns cées a infeccao
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pode permanecer latente, sem o aparecimento de sinais clinicos (GONDIM, 2022; VALLE,
2021).

Figura 14 - Sinais clinicos observados nos cdes soropositivos para Leishmaniose Visceral,

durante inquérito soroldgico realizado pela Vigilancia Sanitaria do municipio de
Ribeirdo Vermelho/MG em marco de 2022.

Legenda: A — onicogrifose; B — lesGes oculares e Ulceras; C- alopecia e emagrecimento; D-
descamacdes de ponta de orelha.
Fonte: Do autor, 2022.

Cerca de 50 a 60% dos cdes com LV ndo apresentam sinais clinicos, sendo esse é um
fator preocupante, uma vez que, esses individuos possuem um papel silencioso na cadeia de
transmissdo e na manutencdo da endemicidade da doenca. Ademais, o impacto dos casos

assintomaticos é de grande importancia para a epidemiologia da doenga, pois servem como
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fonte de infeccdo para os vetores, contribuindo para a manutencdo do ciclo do parasito
(NASCIMENTO et al., 2008; VALLE, 2021).

Em um estudo citado anteriormente, realizado em municipio contiguo a Ribeirdo
Vermelho, 0 TR DPP® e rKDDR-plus foram mais efetivos em detectar cdes sintomaticos,
apresentando sensibilidade de 93,1% e 86,2%, respectivamente, ja no grupo assintomatico esse
namero chega a 52,4% (GONDIM, 2022). Portanto, é importante ressaltar tal limitacdo dos
testes soroldgicos, uma vez que, a presenca de caes sem sinais clinicos € grande, inclusive no
presente estudo (71,4%) (GRAFICO 1).

Gréfico 1 — Cées sintomaticos (28,5%) e assintomaticos (71,4%) dentre a populacéo total de
soropositivos no inquérito realizado pela Vigilancia Sanitaria de Ribeirdo
Vermelho/MG em margo de 2022.

Sinais Clinicos

m Assintomaticos = Sintomaticos

Fonte: Do autor, 2022.

6.3 Georreferenciamento

No bairro Engenho da Serra verificou-se a maior prevaléncia de cdes sorropositivos,
sendo seis (42,85%) cées positivos no TR DPP® LVC-Bio-Manguinhos (TABELA 2). No
entanto, observando a distribuicdo dos cdes soropositivos no municipio (FIGURA 15), foi
possivel observar que 0s casos caninos nNdo se concentram em apenas uma regido e estdo

amplamente distribuidos em cinco bairros do municipio (TABELA 3).
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Desde a década de 1980, observa-se o0 aumento da incidéncia de LV a partir da Floresta
Atlantica rumo ao litoral brasileiro atingindo a Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso, Minas
Gerais, entre outros estados. O aumento de casos € atribuido ao avango da urbanizacéo e a
adaptacdo dos flebotomineos ao ambiente modificado, sendo comum encontra-los préximos as
residéncias. Por conseguinte, observa-se a expansao da area de abrangéncia e 0 aumento da
endemicidade das leishmanioses no pais (GONTIJO; MELO, 2004; NASCIMENTO et al.,
2008).

Né&o foi possivel realizar o levantamento entomoldgico no presente estudo, porém, é
importante ressaltar que o municipio é cercado por matas residuais proximas a residéncias, essas
por sua vez, podem possuir um importante papel na cadeia de transmissdo. Nesse contexto, em
2019, Alvarenga fez um levantamento entomoldgico na regido, no qual 443 espécimes de
flebotomineos foram coletados, dentre eles, 157 foram testados para a verificacdo da presenca
de DNA de Leishmania, no qual 21 foram positivos na técnica de PCR. Além disso, 73,81%
(327) dos flebotomineos encontrados eram da espécie Lu. longipalpis, considerado o principal
vetor das leishmanioses nas Ameéricas. Os dados do presente estudo, associados aos resultados
do inquérito entomoldgico realizado por Alvarenga (2019), demonstram a importancia
epidemioldgica da LV no municipio de Ribeirdo Vermelho e a necessidade da implementagao
de acdes de educacdo em salde e estabelecimento de protocolos de prevencdo e controle da

doenca, a fim de evitar mais casos caninos e humanos, uma vez que trata-se de uma zoonose.



Tabela 3 - Inquérito Soroldgico de LVC com relacdo a quantidade de cdes machos, fémeas,
positivos e prevaléncia dos mesmos em cada bairro participante das campanhas
realizadas no municipio de Ribeirdo Vermelho/MG em marco de 2022.

Sexo (n°) Caes positivos (n°)
Bairros Fémea Macho Total (n°) DPP rKDDR-plus
A. Cruzeiro 1 1 2 0 0
Alto do Rio Grande 5 5 10 0 0
Amoreira 1 1 2 0 0
Boa vista 0 1 1 0 0
Centro 38 25 63 3 1
Engenho da Serra 33 25 58 6 1
Jardim Rio Grande 1 2 3 1 0
M. Nobre 2 0 2 0 0
Morada nova 4 1 5 0 0
Nosssa Senhora Aparecida 3 5 8 2 1
Ranchacéo 2 2 4 0 0
Recanto das Flores 3 1 4 2 0
Recanto dos Passaros 2 1 3 0 0
Zona Rural 3 1 4 0 0
Total 98 71 169 14 3

Fonte: Do autor, 2022.
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Figura 15 - Distribuicdo geografica e densidade de cdes soropositivos para LV por bairros no
municipio de Ribeirdo Vermelho/MG no inquérito sorolégico realizado pela

Vigilancia Sanitaria em margo de 2022.
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Legenda: Mapa de calor com relacdo a densidade de cées soropositivos distribuidos por

bairros no municipio de Ribeirdo Vermelho/MG, no qual a presenca de 2 casos é considerada média e
a partir de 4 casos alta. Os locais onde as campanhas de testagem foram realizadas sdo indicadas no

mapa.
Fonte: Do autor, 2022.
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6.4  Aspectos epidemiol6gicos

Ribeirdo Vermelho/MG era classificado como area vulneravel até 2019, quando na
investigacdo feita por Alvarenga e colaboradores, foram encontrados 4,02% de cdes com
sorologia positiva (n=348), prevaléncia maior que 0s 2% recomendado pelo MS, ressaltando a
importancia da vigilancia epidemioldgica e investigacdo de casos, colocando o0 municipio como
area de transmissdo recente. Assim, € importante destacar o nimero de casos positivos relatados
pelo presente estudo (DPP = 8,3%), uma vez que, indicam a ndo reducdo dos mesmos em um
periodo de dois anos e a necessidade de revisar as medidas de vigilancia em vigor, realizar
inquéritos soroldgicos periodicamente, bem como utilizar as medidas de controle existentes de
forma conjunta.

O PCLV tem como objetivo reduzir as taxas de letalidade e morbidade das
leishmanioses através do diagndstico e tratamento precoce dos casos em humanos, visando
diminuir os riscos de transmissdo mediante o controle da populagdo de insetos vetores e
reservatorios. Para isso, € preconizada a investigacdo, monitoramento e levantamento
entomoldgico; vigilancia canina através da realizacdo de inquéritos soroldgicos; notificacéo,
classificacdo e investigacdo de casos e Obitos. De acordo com o Manual de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral, municipios com percentual de casos maior que 2% devem
ser investigados, além da implementacdo de diversas medidas de controle como: acgdes de
educacdo em salde, busca ativa de cdes sintomaticos, limpeza de locais publicos, alertar os
profissionais da salde, entre outros (BRASIL, 2006).

E importante destacar o cenario epidemioldgico do estado de Minas Gerais, onde a LVH
é endémica, com aumento da taxa de incidéncia de casos nos ultimos anos (3,8% em 2017),
bem como a expansdo para diversas regides (FIGURA 16). Sua ocorréncia € descrita desde a
década de 1940 no Norte de Minas Gerais e em 1960 no Vale do Rio Doce. O primeiro caso
humano foi em 1989 em Sabard e na capital, Belo Horizonte, em 1994 (BRASIL, 2020).
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Figura 16 — Estratificacdo baseada na média de casos registrados de Leishmaniose Visceral em
2019 no estado de Minas Gerais.

Classificag3o

D Silencioso (n:631)
- Esporadico (n:148)
Moderado {n:23)
- Intenso (n:33)

D 12 Caso 2018 (n:14)
- 18 Caso 2019 (n:4)

Legenda: Municipios em: branco — silencioso; verde — esporédico; laranja — moderado;
vermelho — intenso; amarelo — primeiro caso em 2018; azul primeiro caso em 2019.
Fonte: BRASIL, 2020.

E importante ressaltar que, além da presenca de flebotomineos, a doenca é reportada em
cdes e em humanos por outros autores em municipios vizinhos. Em Nepomuceno, localizada a
30,7 km de Ribeirdo Vermelho, casos autdctones de LVVC foram relatados em 2019. J4 em
Lavras, municipio contiguo a Ribeirdo Vermelho, localizado a 11,3 km de distancia, a LVC
obteve 6,5% de prevaléncia em um inquérito realizado com TR DPP® no periodo de 2014 a
2018 (BLANCO, 2019). Além disso, a doenca é evidenciada como endémica na cidade, onde
sete casos de LVVH foram diagnosticados nos altimos 10 anos, dentre eles, dois pacientes vieram
a Obito durante o tratamento (NARCISIO, 2019). Os estudos realizados na regido alertam
quanto a presenca dos insetos vetores, bem como a expansdo da doenca para as cidades
vizinhas, incluindo: Lavras, Campo Belo, ljaci, Nepomuceno e Ribeirdo Vermelho (FIGURA
17) (CASTRO, 2017; BARCANTE, 2018; NARCISIO, 2016; GONDIM, 2022). Dessa forma,
a vigilancia deve ser ajustada e as medidas de prevencéo e controle em vigor rigorosas, a fim

de investigar e controlar a epidemiologia das cidades na regiao.
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Figura 17 — Localizacdo do Municipio de Ribeirdo Vermelho/MG e cidades vizinhas onde ha
casos de LVC registrados.

de Serra tirapua

Legenda: Mapa com destaque em vermelho para as cidades (Lavras e Nepomuceno) proximas
a Ribeirdo Vermelho com relato de casos de LVC.
Fonte: Adaptado de GOOGLE MAPS, 2022.

No cenario epidemioldgico, a alta prevaléncia da LV é primeiramente relatada em caes
e posteriormente em humanos, assim como foi observado em Lavras/MG, onde houveram os
primeiros casos de LVH trés anos ap6s os caninos (NARCISIO, 2016). Tal fator ressalta a
importancia da vigilancia de casos de LVC, visto que, 0s cdes sdo reservatdrios do parasito e
servem como fonte de infec¢do para os vetores, precedendo os casos humanos. Além disso, fica
evidente a expansdo da doenca na regido do presente estudo, vulnerabilizando a populacdo da
cidade que é em sua maioria de baixa renda.

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Salde (OPAS), a vigilancia e controle
das leishmanioses também foi afetada pela pandemia de COVID-19, prejudicando a busca ativa,
deteccdo e diagndstico precoce de casos, dentre outras acdes essenciais.

O cenario epidemioldgico da LV é desafiador, bem como a implementac&o e efetividade

das medidas de controle e prevencgdo. A realizacdo do inqueérito soroldgico periodicamente é
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essencial, assim como: a investigacdo entomoldgica; eliminacéo de vetores através da limpeza
de locais propicios ao acimulo de matéria organica ou até mesmo a dedetizacao; a vacinacao e
uso de coleiras antiparasitarias tanto para caes domiciliados quanto para cées de rua; acoes de
educacdo em saude a fim de conscientizar a populacéo; investimento em pesquisa e criacdo de
uma vacina ou outras medidas que auxiliem na prevencdo e no tratamento da doenca; entre
outras medidas cabiveis. Além disso, a LV é negligenciada e atinge as popula¢des mais pobres
dos paises onde ocorre, por isso € importante ressaltar a importancia da atuacéo das autoridades
publicas para que essas acdes sejam possiveis. Portanto, a LV é uma doenca grave e complexa,
assim como o seu combate, sendo fundamental a atuacdo da satde Unica, que se refere a satde

ambiental, animal e humana como esferas que atuam em conjunto.

6.5  Ac0Oes de educacdo em saude

Durante a realizacdo das campanhas de testagem, panfletos informativos foram
distribuidos com o objetivo de conscientizar a populagio quanto a LV (APENDICE A). As
acOes de educagdo em salde, além de serem preconizadas pelo MS, constituem um pilar
essencial ao combate a LV, uma vez que os tutores sdo responsaveis pelos caes e locais que
eles vivem, contribuindo de forma direta para a prevencdo e controle da doenca (BRASIL,
2006).

Tendo em vista, 0 cenario epidemioldgico da LV no municipio de Ribeirdo
Vermelho/MG e os casos de cdes soropositivos relatados pelo presente estudo, é importante
trabalhar de outras formas as acdes de educacdo em saude, sendo possivel sua aplicacdo em
escolas de ensino fundamental e médio por meio de aulas e palestras, bem como pelos veiculos
comunicativos de divulgacdo audiovisual (radio, internet, tv, entre outros) e pelos meios

impressos (jornais, cartazes) através da realizacdo de campanhas, propagandas e reportagens.

7 CONCLUSAO

A partir do presente trabalho, pode-se concluir que:

e A analise sorologica evidenciou a presenca de cdes soropositivos para antigenos de L.
infantum no municipio de Ribeirdo Vermelho/MG, no ano de 2022, tanto no teste rapido
DPP® LVC-Bio-Manguinhos quanto no rKDDR-plus.
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e O numero de animais soropositivos foi maior quando utilizamos o DPP® LVC-Bio-
Manguinhos em compara¢do com o rKDDR-plus.

e A maioria dos animais com sorologia positiva ndo apresentavam sinais clinicos
compativeis com LVC. Dentre os cédes positivos, dez (71,4%) ndo possuiam sinais
clinicos, enquanto quatro (28,5%) apresentavam caracteristicas equivalentes a LV
descritas pela literatura.

e Os cdes com sorologia positiva para antigenos de L. infantum estdo amplamente
distribuidos pelo municipio, onde observa-se a presenca de cdes sororreagentes em
cinco bairros do municipio, com destaque para Engenho da Serra.

e O municipio de Ribeirdo Vermelho possui um cenéario epidemiol6gico importante e que
merece a devida atencdo, uma vez que, o diagnostico precoce e investigacdo de casos
de LVC sé@o fundamentais para o controle da doenga e fazem parte das medidas
preconizadas pelo Ministério da Saude.
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APENDICE A — Panfleto informativo

Como prevenir a doenca e manter seu pet

LEISHMANIOSE et

VISCERAL CANINA

Vocé sabe o que é a LV?
A Leishmaniose Visceral ou Calazar é uma doenca grave,
causada por parasitos do género Leishmania, que acomete
tanto os caes como os humanos. As criangas, idosos e imuno-

Mantenha o animal e 0 ambiente em que ele
vive limpo. Além disso, faga o uso de telas.

comprometidos sao as principais vitimas da doenca, a qual ~
pode atingir uma letalidade de 95% quando nao tratada. P ,

% S j\‘\

Evite o acumulo de lixo e restos de f.‘ QJ y

A doenca é transmitics através
da picada do inseto vetor, o
flebotomineo, conhecido
também como mosquito-palha
tatuira, cangalhinha, a<a dura e
birigui. As fémeas do inseto
picam o cao infectado, es<a por
sua vez, pode transmitir a doenca
#0s humanos. Portanto, os cies
serverm como fonte de infeccio,
Mas N30 <30 capazes de transmi
tir 8 doenga através do contato
direto com o humanos e nem
com outros cies.

Quais =30 os sintomas nos
humanos?

- Febre
Aurmento do Figado e bago
Emagrecimento
. CUIHQIIC:{; et circulatérias
- Sangramentos
- De<inimo
Apatia
Palidez e anemia

"4

AV

Os sintomas da doenca s30
diversos e incluern
Apatia
Lesoes na pele
Queda de pelos
Emagrecimento
LﬁLhT:Y‘CJafH‘.‘ﬁlU
Crescimento anormal
das unhas

alimentos préximo ao ambiente no qual | v
infectado? 0S cdes vivem. n& 'q

Faca o uso de coleiras

antiparasitarias a base de
Deltametrina, que agem como

Mu S podem o assintoma

tepmsrabis repelentes contra pulgas, carrapatos

© diagnéstico e vetores da Leishmaniose.

U cdo . o= .

regulaNTaNts 20 wetarinido o 4 — Mantenha a vacinacao em dia.

Caso de suspeita da LV procwe a

Secretana de Sadde

Para proteger a sua familia também é
necessario proteger o seu cao!

A%
&
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