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RESUMO

SILVA, Aline Tonussi. Diagnostico laboratorial de Leishmania spp. em cées oriundos de
abrigos da Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro. 2020. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinéria, Patologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina
e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania e transmitida pelos
vetores flebotomineos hematdéfagos do género Lutzomyia que infectam uma ampla variedade
de hospedeiros mamiferos, incluindo caes e humanos. Sendo considerada um grande problema
de salde publica, o reservatorio canino deriva do contato proximo e frequente entre cées e seres
humanos, e o fato de que os animais podem apresentar infeccdo assintomatica, apesar de um
alto grau de parasitismo. O objetivo do presente estudo foi avaliar as alteragdes hematoldgicas,
bioquimicas e clinicas na infeccdo por Leishmania spp. em cdes sorologicamente e
molecularmente positivos. Amostras de sangue de 166 cdes, oriundos de abrigos da Regiéo
Metropolitana do Rio de Janeiro, foram coletadas. Realizou-se analise hematoldgica e
bioquimica-sérica dos animais, bem como a pesquisa de anticorpos 1gG anti-Leishmania spp.
pelo teste rapido imunocromatografico de duplo percurso TR DPP - (Fiocruz®) e Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Os animais sorologicamente positivos, tiveram suas
amostras sanguineas avaliadas pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os
resultados demonstraram que (18/166) 10,84% dos cées apresentaram sororreatividade por
meio do TR DPP, sendo essas amostras submetidas também a RIFI, na qual 100% (18/18) dos
animais foram sororeagentes. Na nested PCR, baseada na por¢do do gene v7-v8 18S SSU
rRNA, 16,66% (3/18) dos caes de abrigos apresentaram positividade. Ndo foram observadas
correlagbes hematoldgicas, bioquimicas e alteracGes clinicas com a infeccdo. Os resultados
denotam a importancia do monitoramento da leishmnaniose canina, especialmente, em cdes de
abrigos a fim de que estratégias de controle e prevencdo possam ser implementadas
adequadamente, minimizando os efeitos deletérios desta zoonose e sua propagacao para areas
livres da afeccéo.

Palavras-chave: RIFI; DPP; Hematologia; Bioquimica.
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ABSTRACT

SILVA, Aline Tonussi. Laboratory diagnosis of Leishmania spp. in dogs from shelters in
Metropolitan Region of the State of Rio de Janeiro. 2020. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria, Patologia Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted by
hematophagous sandfly vectors of the genus Lutzomyia that infect a wide variety of mammalian
hosts, including dogs and humans. Being considered a major public health problem, the canine
reservoir derives from close and frequent contact between dogs and humans, and the fact that
animals can present asymptomatic infection, despite a high degree of parasitism. The aim of
the present study was to evaluate hematological, biochemical and clinical changes in dogs
positive for Leishmania spp. by serological and molecular methods. Blood samples from 166
shelters dogs in the metropolitan region of Rio de Janeiro were collected. Hematological and
serum biochemical analysis of the animals, as well as the detection of antibodies anti-
Leishmania spp. by double-path immunochromatographic rapid test TR DDP - (Fiocruz®) and
Indirect Immunofluorescence Reaction (RIFI) were performed. In addition, serologically
positive animals were molecularly evaluated by polymerase chain reaction (PCR). The results
showed that 10,84% (18/166) of the dogs presented seroreactivity by TR DDP, and these
samples also underwent IFAT, in which 100% (18/18) of the animals were seroreagent. In PCR,
based on the portion of the v7-v8 18S SSU rRNA gene, 16,66% (3/18) of shelter dogs were
positive. No hematological, biochemical and clinical alterations were observed with the
infection. No hematological, biochemical and clinical changes were observed with the
infection. The results denote the importance of monitoring canine leishmnaniosis, especially in
shelter dogs, so that control and prevention strategies can be implemented properly, minimizing
the deleterious effects of this zoonosis and its spread to areas free of the disease

Keywords: RIFI; DPP; Hematological; Biochemical.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma antropozoonose, e 0 cdo doméstico € o principal reservatério da
leishmania em &reas urbanas e periurbanas, sendo que a infeccdo de caes normalmente precede
a ocorréncia de casos em humanos (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; SILVA et al., 2001;
FRANCA-SILVA et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2007; NEUBER, 2008). Os cées, por
serem altamente susceptiveis a infecgdo, por apresentarem intenso parasitismo cutaneo e
também pelo seu convivio junto ao homem, preenchem as condi¢fes necessarias para serem
reservatorios de Leishmania infantum (DANTAS-TORRES et al., 2006). Sabe-se que Varios
mamiferos sdo hospedeiros: marsupiais, roedores, edentados, carnivoros, primatas, inclusive os
herbivoros (REY, 2002). A doenca é causada por protozoarios do género Leishmania e
transmitida pelos vetores flebotomineos hematofagos do género Lutzomyia (GONTIJO et al.,
2011; MARCONDES, 2016). Os vetores sdo flebotomideos conhecidos vulgarmente como
mosquito palha, birigui, cangalhinha ou asa dura. As alteracfes patologicas mais particulares
sdo encontradas no tecido esplénico, hepatico, sanguineo, pulmonar e renal (FREHSE, 2008).

No Brasil, a leishmaniose pode apresentar-se como Leishmaniose Tegumentar (LT) e
Leishmaniose Visceral (LV). De acordo com a espécie, podem produzir manifestaces muco-
cutaneas, cutaneas, cutaneas difusas e viscerais (REY, 2001). As espécies desse parasito, que
possuem ciclo de vida heteroxénico, sdo transmitidas por meio da picada de flebétomos fémeas
infectadas, pertencentes a subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia (no Novo Mundo), e
Phlebotomus (no Velho Mundo) (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Ocorre uma concentragio de 90% dos casos de LV em seis paises: Brasil, india, Sudao,
Bangladesh, Suddo do Sul, e Etiopia (REIS et al., 2017). Nos ultimos 30 anos a regido do
nordeste do Brasil era considerada a principal regido endémica da doenca, contudo, constatou-
se uma expansdo da LV em cées. Anteriormente era considerada uma doenga rural e agora
também esta presente em areas urbanas e peri-urbanas do pais (STEINDEL et al., 2013). Fatores
que influenciam na disperséo da doencga, como a urbanizacéo desordenada, pobreza, imigragdo
humana, desmatamento e adaptacdo do vetor a novos locais (ROCHA et al., 2018).

A leishmaniose visceral € uma doenca infecciosa causada por um protozoario da espécie
Leishmania infantum, que compromete as visceras e acomete mamiferos domésticos e silvestres
tornando-os  reservatérios (GERENCIA DE VIGILANCIA DE ZOONOSES E
ENTOMOLOGIA, 2018).

A convivéncia do homem com os caes, tem aumentado em decorréncia da diminuigédo
do espaco das moradias, reduzindo o espaco do quintal fazendo com que os animais tenham
maior acesso ao interior das residéncias. Os sinais clinicos no céo, séo inespecificos e podem
incluir linfadenomegalia, alopecia, atrofia muscular e condigdo corporal comprometida, além
de hiporexia, onicogrifose, alteracfes oftalmicas, anemia, alteracfes cardiacas e neuroldgicas
(FEITOSA et al., 2000; DANTAS-TORRES et al., 2012; WILSON et al., 2012).

O diagnostico em cdes pode ser obtido por meio de associacdo de alguns testes como:
imunocromatografico, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e ensaio de
imunoabsorcao enzimatica (ELISA) para triagem e acompanhamento (GONTIJO et al., 2011;
DANTAS-TORRES et al., 2017). Ja a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e parasitologico
séo testes considerados confirmatorios por serem de deteccdo direta do agente (DANTAS-
TORRES et al., 2012; DANTAS-TORRES et al., 2017).

O presente estudo tem como objetivo investigar a infec¢do por Leishmania spp. em cées
de abrigos, através das técnicas soroldgicas e moleculares (imunocromatografia, RIFI e PCR)
para leishmaniose na regido metropolitana do Rio de Janeiro, assim como avaliar a correlacao
das alteracfes hematoldgicas, bioquimicas e fatores associados a infecgdo. Os resultados
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obtidos deverdo permitir um entendimento da dindmica da infec¢do por Leishmania spp. e de
sua ocorréncia em cdes de abrigos no Rio de Janeiro, contribuindo para ressaltar sua relevancia
na medicina veterinéria e satde publica.

Além de salientar que a medicina veterinaria do coletivo, tem como objetivo promover
a salde animal como promocéo de satde humana em coletividade através de acGes de controle
de doencas de pequenos animais, com énfase em LV em cdes. A implementacao de atividades
direcionadas a populacGes em abrigos, situacdes de desastre, de abandono e maus-tratos,
promovendo praticas em medicina preventiva, controle populacional e educacédo da populagéo
sobrea LV.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Principios sobre a Leishmaniose Visceral
2.1.1 Definicéo

A leishmaniose visceral é uma zoonose sistémica potencialmente fatal quando néo
tratada. E conhecida por: barriga d’agua, calazar, entre outras denominacdes. Caracteriza-se
pela infeccdo de fagdcitos mononucleares pelo protozoario L. chagasi (sin. L. infantum). No
Brasil € uma doenca endémica e o seu principal transmissor € o inseto Lutzomyia longipalpis
(BARATA et al, 2004; BRASIL, 2016; AMORIM et al., 2017; ROCHA et al., 2018). Esta
enfermidade € um grande problema de satde publica em mais de 88 paises, possuindo uma
incidéncia anual de 500 mil casos humanos (WHO, 2010). Esta zoonose grave afeta milhdes de
cdes na Europa, Asia, Norte da Africa e América do Sul (DUPREY et al., 2006).



2.1.2 Agente etiologico: Morfologia e Taxonomia

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozoarios classificados
taxonomicamente como pertencentes ao Reino Protista (HAEKEL 1886); Subreino Protozoa
(GOLDFUSS 1817); Filo Sarcomastigophora (HONIBERG ; BALAMUTH 1963); Subfilo
Mastigophora (DIESING 1866); Classe Zoomastigophora (CALKINS 1909); Ordem
Kinetoplastida (VICK KERMAN 1976); Subordem Trypanosomatina (KENT 1880); Familia
Trypanosomatidae (GROBBEN 1905); Género Leishmania (ROSS 1903); Subgénero
Leishmania (SAF’JANOVA 1982) e Espécies Leishmania donovani (LAVERAN ; MENSIL
1903), L. infantum (NICOLE 1908) e L. chagasi (CUNHA ; CHAGAS 1937) (CABRERA,
1999).

Este género caracteriza-se por apresentar apenas duas formas de desenvolvimento:
amastigota e promastigota. A forma evolutiva amastigota apresenta um citossomo levemente
achatado e de contorno ovoide, por vezes eliptico ou fusiforme, mostrando poucas estruturas
internas, quando fixado e corado pelos corantes do grupo Romanovsky. Por suas dimensdes
(entre 1,5 a 3 pm de largura por 2 a 6 um de comprimento), a forma aflagelada encontra-se
entre 0s protozoarios de menor tamanho que parasitam o homem. Situado para adiante do
nucleo, quase sempre tangente a ele, encontra-se o cinetoplasto, de aspecto baciliforme, reto ou
curvo, corando-se em violeta pela técnica de Giemsa. De perfil, sua forma lembra um disco
convexo-concavo. Em geral, o blefaroplasto e o flagelo intracelular ndo sdo visiveis nessas
preparacOes. Nesta fase, 0 parasito caracteriza-se como intracelular de células de defesa dos
hospedeiros vertebrados, habitando os vactolos digestivos (fagolisossomos) de macrofagos
(REY, 2001).

A forma evolutiva é descrita promastigota quando o citossomo alonga-se, assumindo
aspecto fusiforme ou piriforme, com a extremidade anterior mais arredondada e a posterior mais
fina. A forma promastigota alcanca dimensodes entre 14 e 20 pum de comprimento por 1,5 e 4
um de largura, e o corpo flexivel movimenta-se, tracionado pelo comprido flagelo
(aproximadamente 30 um), que emerge da extremidade anterior. O nucleo fica situado no ter¢o
médio da célula, e o cinetoplasto, em posi¢cdo mais anterior, apresentando-se (de perfil) o
aspecto de bastonete curvo. O agente nesta fase se desenvolve no tubo digestivo de hospedeiros
invertebrados (flebotomineos), bem como em meios de cultura (LAINSON; SHAW, 1987a).

2.1.3 Ciclo biologico

A doenca e disseminada pela picada do flebotomineo fémea, sendo Phlebotomus o
género de importancia no Velho Mundo e o género Lutzomyia no Novo Mundo (Américas). O
ciclo de vida do protozoario € do tipo heteroxénico, vivendo alternadamente em insetos vetores
e vertebrados como reservatorios e hospedeiros (GOMES et al., 1995; BRASIL, 2006;
IESBICH, 2008).

O ciclo inicia durante o repasto sanguineo da fémea adulta do flebotomineo em
hospedeiros vertebrados infectados. Ao sugar o sangue, a fémea também ingere macrofagos
parasitados com a forma amastigota da L. infantum (BRASIL, 2006).

No trato gastrointestinal do vetor ocorre a ruptura dos macréfagos liberando a forma
amastigota do protozoario (BRASIL, 2006). ApoOs seis a 12 horas da alimentacdo do
flebotomineo, inicia-se o processo de transformacdo da Leishmania por divisdo binaria. O
parasito ir4 apresentar cinco morfotipos flagelados no vetor: promastigotas prociclicas,
promastigotas nectomonas, promastigotas paramastigotas, promastigotas haptomonas e
promastigotas metaciclicas, sendo a ultima forma considerada a formainfectante (PIMENTA,;
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FREITAS; SECUNDINO, 2012). O ciclo completo do protozoario no inseto possui duracéo de
72 horas (IKEDA-GARCIA & MARCONDES, 2007; BRASIL, 2014).

Ap0s atingirem a forma infectante, a fémea do vetor realiza um novo repasto sanguineo
inoculando o parasito em um hospedeiro vertebrado. No hospedeiro vertebrado a forma
promastigota metaciclica é fagocitada pelo sistema mononuclear fagocitario, invade
macrofagos do hospedeiro e realizam seu processo demultiplicacdo até a ruptura da célula,
liberando o parasito que sera novamente fagocitado e invadindo novos macrofagos (IKEDA-
GARCIA & MARCONDES, 2007; BRASIL, 2014).

Em um ciclo continuo ocorre a disseminagdo sanguinea da Leishmania no hospedeiro
vertebrado, atingindo tecidos ricos em células do sistema fagocitario, como figado, baco,
linfonodos e medula dssea (BRASIL,2014).

2.1.4 Patogenia

De acordo com Bowman (2010), os protozoarios do género Leishmania habitam o
interior dos macr6fagos dos hospedeiros vertebrados sob a forma amastigotas. E ingerido pelo
flebotomineo, que se alimenta de tecidos superficiais e fluidos do seu hospedeiro, onde as
formas amastigotas se diferenciam em promastigotas, que multiplicam em grande quantidade.
Nos cées susceptiveis, a partir de uma infeccdo cutanea localizada, o parasito pode disseminar
via vasos sanguineos ou linfaticos, infectando macréfagos da medula 6ssea, linfonodo, figado
e baco, bem como rins e trato gastrointestinal, podendo causar doencas cronicas, que
culminam em morte na maioria dos casos (GENARO et al., 1988; REIS et al.,

20064a).

Devido a razdo da Leishmania ser um parasito intracelular obrigatorio, as defesas do
hospedeiro sdo dependentes da atividade dessas células, que sdo reduzidas na infecgdo por este
parasito. Em compensacao ha a proliferacdo intensa de linfdcitos B e ha producéo de anticorpos,
porém, esta é deletéria e ndo protetora. Com isso, a ocorréncia de sintomatologia depende da
imunocompeténcia do animal. Geralmente, a doenga no cdo € sistémica e cronica, no entanto a
evolucdo aguda pode levar o animal ao 6bito em poucas semanas. Em alguns cées a doenca
pode permanecer latente, levando inclusive a cura clinica espontanea. No Brasil, a forma
assintomaética da doenca é encontrada com indices variados e geralmente representa 40 a 60%
de uma populacdo soropositiva (BRASIL, 2014).

2.1.5 Hospedeiro Invertebrado

No Brasil os vetores responsaveis pela transmissdo da Leishmaniose visceral sdo
insetos, cujos nomes populares variam de acordo com a regido: mosquito palha, tatuquira,
cangalha, asa dura e birigui. Em regides endémicas, as principais espécies transmissoras da
Leishmania infantum sdo: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (REBELO, 1999; BRASIL,
2014). Geralmente o tamanho dos flebotomineos ndo é superior a 0,5 cm de comprimento,
apresentando pernas longas e delgadas e corpo coberto de cerdas. Seu vbo é saltitante, mantém
as asas eretas até quando em repouso, 0 que o caracteriza, diferenciando dos outros dipteros
epidemioldgicas (FORATTINI et al., 1973; SOUZA et al., 2003).
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A duragdo de cada estadio de vida varia de acordo com diferentes espécies, com as
condi¢cdes ambientais e alimentares que sdo expostos. As formas imaturas sdo terrestres, e
necessitam de abrigos ricos em matéria organica em decomposicao e alta umidade para seu
desenvolvimento (YOUNG E DUNCAN, 1994; BRAZIL & BRAZIL, 2003). As formas
adultas podem viver em diferentes habitats como abrigos e tocas de animais, troncos de arvores
e serapilheira. No ambiente peridomestico, esses insetos estdo associados aos criadouros
animais devido a oferta de fonte alimentar (AGUIAR & VILELA, 1987; BRAZIL & BRAZIL,
2003; GALATI et al., 2003). Os flebotomineos adultos, tanto machos quanto as fémeas
necessitam de acglUcares como fonte energética, porém somente a fémea é hematdfaga e
alimenta-se de sangue para o desenvolvimento ovariano. A oviposi¢do ocorre cerca cinco a sete
dias ap6s o repasto sanguineo. (FORATTINI, 1983; BRAZIL; BRAZIL, 2003).

2.1.6 Epidemiologia

A leishmaniose € uma zoonose de notificagdo compulséria em 32 paises, carater
emergente e importancia mundial (WHO, 2010). Colémbia, Bolivia, Equador, Peru, Venezuela
e Brasil apresentam as prevaléncias mais elevadas (AGUILLAR et al., 1998; DAVIES et al.,
2000).

Ha relatos de pelo menos 30 espécies diferentes de Leishmania distribuidas no Velho e
Novo Mundo. As espécies causadoras da leishmaniose na América Latina sdo divididas em dois
grupos taxonémicos. Um grupo € o subgénero Viannia, que compreende as espécies
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis e Leishmania (Viannia)
guyanensis, e sdo responsaveis por infeccGes cutdneas ou mucocutaneas. O outro grupo é o
subgénero Leishmania, que inclui as espéecies Leishmania (Leishmania) mexicana e Leishmania
(Leishmania) amazonensis, responsaveis por lesdes cutaneas localizadas ou difusas, e
Leishmania (Leishmania) infantum, causador da leishmaniose visceral (ASHFORD; BATES,
1998; LAINSON et al., 2005).

No Brasil, a prevaléncia da leishmaniose visceral canina vem aumentando, ndo s6 em
nimero de casos, mas também na dispersdo geografica. Na perspectiva epidemioldgica,
normalmente a doenca canina antecede o acometimento de casos humanos (NUNES et al.,
2010; MADEIRA et al., 2004), sendo a infeccdo nos cées mais prevalente que nos humanos
(DEANE; DEANE, 1955; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; GALIMBERTTI et al., 1999).
Das 27 unidades federativas brasileiras, ja houve relatos de leishmaniose em humanos em 23
deles e relatos em cdes em 25 (BRASILEISH, 2017). Ocorreu a expansao dos relatos, devido
as acgOes antropicas como as ocupacOes e construcbes desordenadas e sem infraestrutura
necessarias a vida, que acabaram expondo as populacdes ao risco de infeccdo (DANTAS-
TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006; SILVA et al., 2017). Com isso, nos Gltimos anos a LV
vem se revelando periurbana e urbana, registrando surtos em varios centros urbanos importantes
do pais (OPAS/OMS, 2018).

A importancia do cdo como reservatdrio da leishmaniose deve-se ao fato de apresentar
intenso parasitismo cutaneo e ser capaz de transmitir o parasita ao vetor, mesmo assintomatico,
constituindo-se em elo essencial para disseminagdo e amplificacdo de focos e normalmente
antecedendo o acometimento de casos humanos (MOLINA etal., 1994; MADEIRA et al., 2004;
MONTEIRO, 2005; GIUNCHETTI et al., 2006; NUNES et al., 2010; DE QUEIROZ et
al.,2011). Os reservatorios silvestres da doenca sao raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
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thous), marsupiais (Didelphis albiventris) e roedores (Nectomys squamipes) (DANTAS-
TORRES et al. 2007, REY, 2008).

A leishmaniose cutanea é uma doenca que esta relacionada, em carater epidémico, com
episodios de desmatamento. No entanto, o carater endémico da doenca ocorre quando o homem
se encontra proximo a areas florestais ja colonizadas (NARDI, 2010). Existem algumas espécies
vetoras envolvidas na transmissao de leishmaniose tegumentar, como Lutzomyia intermedia e
L. migonei (CAMARGO-NEVES, et al., 2002). A Leishmania (Viannia) braziliensis esta
distribuida por todo o Brasil, € o principal agente da forma cutanea da doenca, dentre outras
espécies, porém seus reservatorios silvestres ndo estdo bem definidos (NARDI, 2010).

A ampla distribuicdo geografica da leishmaniose deve-se a urbanizacdo desordenada,
migracdo humana constante, desmatamento acentuado, construcdo de barragens, adaptacdo do
vetor a novos ecotopos e a presenca do cdo, reservatério da LV no ambiente doméstico
(ALVES; BEVILACQUA, 2004; LAINSON; RANGEL, 2005; WHO, 2012). Sendo
encontrados os flebotomineos, sob as mais diversas altitudes, condigdes climéticas e ambientes
(silvestres, rurais e urbanos) (MIRANDA e DIAS, 2011).

2.1.7 Fatores de risco

Os vetores flebotomineos tem boa adaptacdo em regibes peridomiciliares, utilizam
como abrigos uma grande variedade de locais, com pequena variacao de temperatura e umidade,
pouca ou nenhuma luminosidade e movimentacdo de ar, 0 que favorece a presenca destes
insetos (AGUIAR; MEDEIROS, 2003; FELICIANGELI, 2004). Podemos encontra-los em
espacos existentes entre folhas caidas e o solo, tocas de animais (AGUIAR et al., 1985;
ALEXANDER et al., 1992; AZEVEDO et al., 1993). Mais um fator que influencia a
transmissdo da LV € a abundancia de Lutzomyia longipalpis em areas urbanas. Esta espécie é
encontrada em abundancia em areas de alta vulnerabilidade (VIANNA et al., 2016). Diversos
fatores sdo determinantes para o encontro de alto numero de flebotomineos capturados, como:
baixa condicdo socioecondmica da populacdo, ambiente propicio para reproducdo dos
flebotomineos, com acumulo de matéria organica, arvores frutiferas e presenca de animais
domeésticos (LIMA, 1986; XIMENES et al., 1999; FELICIANGELI, 2004; OLIVEIRA et al.,
2012).

2.1.8 Sinais clinicos e achados laboratoriais

A dificuldade do diagnostico clinico se deve ao fato de 50-60% dos cdes infectados
serem assintomaticos (LANOTTE et al., 1979; GRADONI et al., 1980; MANCIANTI et al.,
1986; ABRANCHES et al., 1991a; BRANDONISIO et al., 1992), mas podem constituir
importante elo epidemioldgico, uma vez que permanecem no ambiente e sdo capazes de
transmitir o parasito para o vetor, ainda que em menor propor¢do do que 0s animais
sintométicos (COURTENAY et al. 2002; COSTA-VAL et al. 2007; MICHALSKY et al. 2007;
AMORIM et al. 2011; SOARES et al. 2011). Os cées infectados podem apresentar uma grande
variedade de perfis clinicos, desde aparentemente saudaveis a severamente acometidos, sendo
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este grau de apresentacdo dos sinais clinicos determinado pela cepa do parasito, genética e
estado imunoldgico do animal (HANDMAN, 2001).

A leishmaniose visceral canina € uma doenca de sintomatologia inespecifica, é dificil
de ser diagnosticada apenas pela historia do animal e apresentacdo clinica (KONTOS;
KOUTINAS, 1993), tais como, febre irregular por longos periodos, anemia, perda progressiva
de peso, caquexia, hepatoesplenomegalia e linfoadenopatia, principalmente popliteos, pré-
escapulares e submaxilares (ABRANCHES et al. 1991b; GENARO, 1993).

Os maiores responsaveis pela grande variedade de sinais clinicos presentes na
leishmaniose visceral, sdo 0s complexos imunes que se depositam em varios 6rgdos e tecidos
dos vertebrados, como pele, vasos sanguineos, tecidos oculares e em varias articulacoes, o que
conduz ao aparecimento de diversas manifestacdes, como Ulceras cutdneas e das pontas das
orelhas, epistaxis, uveite, conjuntivite e episclerite imunomediada e claudicacdo por poliartritre
(KONTOS; KOUTINAS, 1993; CIARAMELLA; CORONA, 2003; TROTZ-WILLIAMS;
GRADONI, 2003). Os sinais clinicos mais comuns sdo as lesdes cutaneas, alopecia,
descamacao furfuracea, hiperqueratose, apatia, emagrecimento, onicogrifose, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia (MANCIANTI, et al., 1988; ALMEIDA et al., 2005; SILVA et al.,
2011), paresia dos membros (MANCIANTI, et al., 1988). Outras manifesta¢cdes podem estar
incluidas como diarréia, envolvimento articular, fraqueza, reducdo das atividades, anorexia,
anemia, linfadenopatia local ou generalizada, atrofia muscular e faléncia renal a qual
geralmente é a principal causa de morte de cées infectados (PUMAROLA et al., 1991;
SOLANO-GALLEGO et al., 2001).

Quanto as manifestaces, o cdo infectado pode ser assintomatico, quando ndo apresenta
sinais clinicos sugestivos de infec¢do; oligossintomatico, quando ha presenca de linfadenopatia,
leve perda de peso e alteracdes dermatoldgicas; e sintomatico, onde alguns ou todos o0s sinais
comuns da doenca sdo evidentes (ETTINGER; FELDMAN, 2004).Ainda que ndo estejam
essencialmente presentes em todos os animais doentes, outros sinais sdo frequentes como
epistaxe, atrofia muscular, edema das membros, paresia das membros posteriores, diarréia,
hemorragia intestinal, apatia, emaciacao, onicogrifose, ceratoconjuntivite e uveite (LANOTTE
et al., 1979; MARZOCHI et al., 1985; SLAPPENDEL; GREENE, 1990; GENARO, 1993).
Vifiuelas et al. (2001) demonstraram que o parasito pode atingir os tecidos cerebrais e produzir
um quadro clinico, caracterizado por manifestacGes neuroldgicas e alteragdes na composicdo
do liquor.

Keenan (1984) relatou o0s seguintes achados: anemia grave normocitica e
normocrémica, trombocitopenia, leucopenia, além de aumento de proteina sérica total com
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia. ~Amusategui e colaboradores (2003)
correlacionaram sintomatologia visceral em cdes e aumento nas concentra¢cdes médias de uréia
e creatinina, porém com agravona porcentagem de casos no estagio avancado da doenga, com
elevacdo de ALT, uréia e/ou creatinina devido & disfuncdo renal ou falha hepética, foi
relativamente baixa.

Diversos pesquisadores relataram alteracbes bioquimicas e hematoldgicas na
leishmaniose com aplicacfes limitadas no diagndstico da doenca. Entretanto sé@o de grande
valia na avaliag&o progndstica e no acompanhamento do status clinico do animal, bem como na
elucidacéo da patogénese (IKEDA et al., 2002; REIS et al., 2006a).



2.2 Métodos diagnosticos

O diagndstico da leishmaniose é na maioria das vezes através de testes soroldgicos, tais
como a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA),
associado com os aspectos clinicos e epidemioldgicos. Todavia, o diagnéstico definitivo da
doenca demanda a demonstracéo direta do parasito em tecidos de animais suspeitos (SACKS
etal., 1993). O diagndstico clinico-laboratorial da leishmaniose visceral canina é complexo pela
prevaléncia de um grande ndmero de animais assintomaticos (LANOTTE et al., 1979;
GRADONI et al., 1980; MANCIANTI et al., 1986; ABRANCHES et al., 1991a;
BRANDONISIO et al., 1992). A natureza cronica dos sinais clinicos da doenca e o seu longo
periodo de incubacdo sdo fatores responsaveis pelo atraso ou mesmo falha no diagnostico
clinico (SLAPPENDEL, 1988). Nota-se que os sinais clinicos da doenca sdo muito semelhantes
aos de outras enfermidades infecciosas, além da ocorréncia de reacBGes cruzadas nos testes
sorolégicos (GRIMALDI; TESH, 1993).

Com isso os métodos diagndsticos utilizados em inquéritos epidemiologicos devem
possuir alta sensibilidade e especificidade, pois através de uma alta sensibilidade consegue-se
detectar o maior niumero de doentes, evitando a permanéncia de animais positivos na populacdo
e através de uma alta especificidade, evita-se que cées nao infectados com o parasita pesquisado
estejam sujeitos ao sacrificio (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

2.2.1. Diagnostico clinico

O diagnéstico da leishmaniose é dificultado pelo fato dos sintomas ndo serem
especificos da doenca. Desta forma o diagndstico clinico isoladamente, ndo é suficiente para
identificar um céo infectado (CAMARGO & LANGONI, 2006), tornando a utilizacdo de
exames laboratoriais de suma importancia para confirmacao diagnostica (BRASIL, 2006).

O diagnostico clinico isolado da doenca, ndo é suficiente para detectar animais
positivos, devido ao largo espectro de sinais clinicos, desde animais saudaveis a casos em
estagio avancado da doenca (CAMARGO; LANGONI, 2006). O diagnostico definitivo, pode
ser obtido através da demonstracdo de amastigotas em tecido do animal infectado ou de
promastigotas em cultura ou através da deteccdo do DNA utilizando a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). No entanto, estes métodos requerem procedimentos invasivos, um
laboratério bem equipado e técnicos treinados, 0 que é atualmente inviavel em inquéritos
epidemioldgicos (BRASIL, 2006; GOMES et al., 2008; LIMA et al., 2010). Sendo os métodos
sorologicos os mais utilizados em levantamentos epidemioldgicos, os mais empregados séo a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e teste
imunocromatografico rapido (QUEIROZ et al., 2009; PALTRINIERI et al., 2010).

2.2.2 Metodos parasitologicos

O diagnostico parasitoldgico da leishmaniose, atraves da observacgéo direta do parasita
fornece prova definitiva da infec¢do, pois uma vez que o parasito € visualizado, a infeccao é
confirmada sem qualquer davida. A pesquisa de parasitos pode ser feita em esfregacos de
medula éssea, obtidos por puncédo de costela, da crista iliaca ou do fémur, esfregagos de

8



linfonodo e, muito raramente, esfregacos de bago ou ainda através de bidpsia cutanea (FAYET,
1999; CIARAMELLA; CORONA, 2003; QUEIROZ et al., 2009).

A parasitemia observada no exame parasitoldgico é muito variavel, ndo tendo correlagdo
com a intensidade da sintomatologia (PALTRINIERI et al., 2010). Em algumas situacdes €
muito dificil analisar parasitas, principalmente em animais em fase inicial da doenga, sendo
comum a ocorréncia de resultados falsos-negativos. Concluimos que, este diagnostico apresenta
alta especificidade, mas a sua sensibilidade ¢é baixa, de cerca de 50% no caso de esfregacos de
medula dssea, decaindo para valores de 30% em esfregacos de linfonodo (FAYET, 1999).

2.2.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a PCR em tempo real vem sendo utilizada
em trabalhos sobre diagnostico da leishmaniose (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; GOMES
et al., 2007; FERNANDES et al., 2019). Esta técnica baseia-se na amplificacdo in vitro de
sequéncias de nucleotideos especificas presentes no parasita, sendo um método bastante
sensivel e especifico para detectar DNA de Leishmania spp em ampla variedade de amostras
clinicas do homem, cées, reservatorios silvestres e vetores (GOMES et al., 2008). Em casos
fortemente suspeitos, mas em que as técnicas soroldgicas ou a observacéo direta do parasita sao
inconclusivas, recomenda-se as técnicas de diagnostico moleculares (CRUZ et al. 2006;
ANTINORI et al. 2007; MANNA et al. 2007; ALAM et al. 2009).

Corroborando com Akhavan e colaboradores (2010), relataram que os testes
parasitoldgicos sdo os que apresentam maior especificidade, porém baixa sensibilidade devido
a uma série de limitacGes relacionadas a dificuldade de isolamento dos parasitos, geralmente
devido a uma baixa carga parasitaria e irregularidade na distribuicdo nos tecidos do hospedeiro.
Neste contexto, abordagens moleculares tém sido propostas com o objetivo de detectar a espécie
de Leishmania diretamente em amostras bioldgicas. Podendo a principio ser utilizada a técnica
molecular para maximizar a sensibilidade para detec¢do de parasitos em varios tecidos, sejam
eles provenientes de humanos, animal e ou de flebotomineos obtendo uma alta especificidade,
no gue concerne a distin¢do das diferentes espécies do parasito.

As leishmanias, como os outros membros da ordem Kinetoplastida, apresentam uma
rede de moléculas de DNA circular denominado de DNA do cinetoplasto ou KDNA, nas suas
mitocondrias. O KDNA ¢é formado por arranjos de maxicirculos e minicirculos, onde os
minicirculos representam 95% do kDNA. Os minicirculos sdo compostos por cerca de 800-
1200 pares de bases (pb), apresentando uma regido conservada entre os cinetoplastideos, que
contem cerca de 120-200 pb que podem ser utilizados como alvo da PCR e uma regido néo
conservada ou variavel, que pode apresentar diferencas entre cepas de uma mesma espécie.
(RAY, 1989; CAVALCANTI et al., 2008; GOMES et al., 2008).

A Nested PCR € uma técnica altamente sensivel e especifica quando conduzida com
aspirados de medula e linfonodo, bem como com sangue periférico (FISA et al. 2001).

A gPCR é consideravelmente mais sensivel que a PCR convencional, como
demonstrando por Francino et al. (2006) que verificaram que a PCR convencional somente
poderia ser positiva em amostras com carga parasitaria superior a 30 Leishmania spp/mL,
enquanto a qPCR detecta cargas parasitarias em concentracbes maiores que 0,2 Leishmania
spp/mL de amostra. Os resultados da gPCR tornam-se extremamente importantes quando se
busca um diagnéstico sensivel e rapido, particularmente em casos onde o0s diagndsticos
sorologicos sdo duvidosos. Assim, pode-se observar que as vantagens da gPCR em relagéo a
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PCR convencional sdo indmeras e incluem, rapidez na obtencdo dos resultados,
reprodutibilidade e capacidade quantitativa (CAVALCANTI et al., 2008; GOMES et al., 2008).

A infeccdo por leishmaniose pode apresentar parasitas em laténcia, as abordagens
quantitativas sdo necessarias para esclarecer a condicdo dos cdes positivos pela PCR de areas
endémicas, colaborando para a monitorizagao da carga parasitaria e sua resposta ao tratamento,
bem como o acompanhamento do desenvolvimento de novas vacinas (MARY et al., 2004 ;
VITALE et al., 2004; FRANCINO et al., 2006).

Entretanto, as técnicas moleculares tém um custo elevado quando comparado as técnicas
sorologicas (MAIA et al., 2009), dificultando a sua utilizacdo de forma rotineira pelos
laboratdrios oficiais das leishmanioses, por requer de equipamentos e habilidade técnica
especifica (BRASIL, 2006).

2.2.4 Testes sorologicos

No Brasil, até 2011, os testes para diagnostico de leishmaniose visceral canina (LVC)
preconizados pelo Ministério da Saude eram RIFI e ELISA. Entretanto, os resultados
soropositivos por ELISA e RIFI ndo necessariamente representavam uma verdadeira infeccédo
por Leishmania spp. devido a especificidade controversa de ambos os testes, conforme
evidenciado em varios estudos. Assim, desde 2011, os critérios oficiais para o diagndstico de
LVC (Leishmaniose Visceral Canina) no Brasil foram baseados sobre o uso de uma plataforma
Dual Path (DPP®, Biomanguinhos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) compreendendo proteinas
recombinantes especificas (rK26 e rK39) como o teste imunocromatogréafico de triagem,
seguido pelo ELISA indireto como o teste confirmatério (BRASIL, 2011).

Apesar dessas caracteristicas e da facilidade de aplicacdo, a discussdo sobre a precisao
do DPP® persiste, especialmente quanto a sensibilidade para deteccdo de infeccdo
assintomética dos animais (GRIMALDI et al., 2012). Ainda assim, é o teste de triagem
preconizado pelo Ministério da Saude, sendo 0s reagentes neste enviados para confirmacao
através do ELISA. Foram realizados trabalhos de validacdo desta técnica para diagnéstico da
LVC, que se mostrou eficaz (QUEIROZ-JUNIOR, 2011; SCHUBACH, 2012). Segundo
Figueiredo e colaboradores (2018) o desempenho do teste é dependente da sintomatologia
canina. Resultados favoraveis para sensibilidade e especificidade podem ser obtidos mesmo em
animais assintomaticos. No entanto, é preciso cautela nessas avaliagdes, uma vez que o teste
imunocromatografico pode ser melhorado para uma investigagdo mais adequada em cées
assintomaticos. Em seus resultados, esses autores confirmaram a utilidade do DPP® para
aplicagdo em pesquisas soroldgicas. A RIFI (Reacdo de Imunofluoresgéncia Indireta) é o teste
de eleicdo para inquéritos epidemioldgicos, por apresentar sensibilidade e especificidade
adequadas, quando comparada a outras técnicas (ALVES & BEVILACQUA, 2004). Porém,
relata-se a ocorréncia de reagdes cruzadas com outros tripanossomatideos, como Leishmania
braziliensis (DA COSTA et al., 2003; MADEIRA et al., 2006a; MADEIRA et al., 2006Db).
Mesmo sendo um dos testes mais sensiveis, um resultado negativo ndo exclui que o animal
esteja afetado, uma vez que ha animais que demoram algum tempo a desenvolver a resposta
humoral e a atingir titulos de anticorpos considerados positivos. Deste modo, em animais
clinicamente suspeitos ou com resultados duvidosos deve-se repetir o teste passadas 4 a 6
semanas ou recorrer a outro tipo de teste (BRASIL, 2006). O teste de ELISA (Ensaio
Imunoenzimatico) é bastante Gtil para analises de laboratorio, possibilitando a anélise de grande
quantidade de amostras em pouco tempo (MAIA CAMPINO, 2008), sendo, por isso, mais
rapido e de facil execucdo (CAMARGO; LANGONI, 2006) quando comparado ao RIFI. A
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técnica de ELISA permite detectar baixos titulos de anticorpos e é acurado na identificacdo de
casos assintomaticos (CANDIDO et al., 2008).

Moreira e colaboradores (2007) demonstraram que o ELISA utilizando antigeno bruto
de L. chagasi obteve sensibilidade 95,65% em animais assintomaticos seguido de 87,8% para
0 grupo de sintomaticos, no entanto, obteve uma sensibilidade de apenas 68% para 0s animais
oligossintomaticos e especificidade de 100% para todos 0s grupos de animais.

Os testes soroldgicos sdo usados para diagndstico em areas endémicas e também como
ferramentas em estudos epidemioldgicos, uma vez que a excessiva producdo de anticorpos
observada no durante a infec¢do facilita o diagnostico. Ainda assim, a reatividade cruzada com
outros tripanossomatideos, bem como a inexisténcia de um teste que apresente 100% de
sensibilidade e especificidade dificulta o diagnostico sorologico (COSTA et al. 1991; DYE et
al., 1993).

2.3 Controle e Prevencao

Os métodos utilizados para conter os reservatorios da leishmaniose, dependem de quais
animais agem como reservatorios. Os cdes tém um importante papel como reservatorio da
leishmaniose causada por L.infantum em algumas areas devido ao parasitismo cutaneo intenso,
0 que beneficia a infeccdo dos flebotomineos. O percentual de infeccdo por leishmaniose
visceral depende de fatores como a densidade do vetor, a susceptibilidade e 0 comportamento
dos cées, 0 grau de exposicdo aos vetores e a atitude dos propietéarios. Fazendo-se necessarias
medidas de controle adequadas para cada regido, variando de controle populacional de cées
infectados a medidas de controle vetorial (GONZALEZ et al., 2015).

O sacrificio de cées positivos, uma das principais a¢fes profilaticas da leishmaniose
visceral recomendada pela OMS (Organizacdo Munidial de Saude), vem sofrendo crescentes
criticas por parte da sociedade, ja que a populacdo apresenta grande estima pelos animais
(WHO, 1990; ALVAR et al., 2004). Este método de controle reflete muitas polémicas no meio
veterinario por alguns pesquisadores através de trabalhos avaliando a funcionalidade da retirada
do animal no recrudescimento da doenga, e muitas vezes sugerem que esta acdo é ineficaz
(DYE, 1996; DIETZE et al., 1997; COURTENAY et al., 2002), e que a utilizacdo de inseticidas
no controle de vetores funciona de maneira mais atuante (DYE, 1996). Por conseguinte, um
nimero cada vez maior de cdes € submetido ao tratamento no Brasil, ja praticado nos paises da
Europa. Inumeros experimentos mostram que apds o tratamento geralmente ocorre remissdo
temporaria de sinais clinicos, seguida de recidivas (ALVAR et al., 1994; VERCAMMEN et al.,
1995; MORENO etal., 1999; CAVALIERO etal., 1999; LAMOTHE, 2001; IKEDA-GARCIA
etal., 2007).

Desta forma a imunoprofilaxia representa uma eficiente ferramenta de controle, diversos
estudos sugerem o uso de vacinas profilaticas, humanas ou caninas, substituindo o sacrificio
animal (MARZOCHI et al., 1985; GENARO, 1993; DYE, 1996; DA SILVA et al., 2000;
GIUNCHETT]I et al., 2007). Existe vacina contra a Leishmaniose (Leishtec®), que aplicada
nos cées gera protegédo contra a Leishmaniose Visceral Canina em 96.4% dos cées vacinados
(http://leishtec.com.br/portalveterinario/). Porém, Grimardi e colaboradores (2017),
observaram que a Leish-tec®, como uma vacina profilatica, mostrou-se promissora, mas
precisa ser ainda mais otimizada para ser eficaz em cées em condi¢Ges de campo e, portanto,
impactar positivamente a incidéncia humana. A vacinacdo com Leish-tec®, pode ndo ter um
impacto sobre a incidéncia de Leishmaniose Canina em areas de alta transmisséo pois as vacinas

11



http://leishtec.com.br/portalveterinario/

imperfeitas representam uma ameaca, porque ndo sdo completamente esterilizantes e permitem
que cepas mais virulentas sobrevivam e transmitam a enfermidade (GRIMARDI et al., 2017).

Além disto, medidas de controle, tais como, o uso de coleiras impregnadas com
inseticidas topicos (deltametrina) tem sido recomendado para protecdo dos cdes contra as
picadas de flebotomineos e, consequentemente, controlar a incidéncia da doenca canina
(KILLICK-KENDRICK, 1997; DAVID et al., 2001; MAROLI et al., 2001; REITHINGHER
et al., 2004). Estudos recentes sugerem que a sua utilizacdo em areas com transmissao reduz a
prevaléncia de casos caninos, sem entretanto fazer mencgéo ao impacto efetivo na populagéo de
flebotomineos (KAZIMOTO, 2016; SEVA et al., 2016).

Devido as dificuldades do controle da doenca, € indicado o manejo ambiental
adicionalmente a borrifacdo, pois certamente contribui para evitar ou diminuir a proliferacdo
do vetor, uma vez que age modificando o ambiente que propicia seu desenvolvimento.
(BRASIL, 2006). Em 2003, Teodoro e colaboradores, demostraram que tanto a borrifagcdo
guanto a reorganizacdo do ambiente contribuem significativamente para reduzir a densidade de
flebotomineos no domicilio e peridomicilio. Em contrapartida, Lara-Silva e colaboradores
(2017) mostraram que o manejo pode ser até mais efetivo que a borrifacdo. Desse modo, a
limpeza de matéria orgénica acumulada no solo, representada por folhas e frutos em
decomposicdo, corte de algumas arvores ao lado das residéncias e drenagem do solo com
elevada umidade constituem medidas complementares que podem auxiliar no controle destes
insetos.

E importante salientar que as medidas, aplicadas isoladamente, ndo se mostram efetivas
para a reducdo da incidéncia da doenca. Recomenda-se, para evitar 0s riscos de transmissao,
algumas medidas preventivas de ambientes individuais ou coletivos devem ser estimuladas, tais
como: o uso de repelentes, evitar a exposicdo nos horarios de atividades do vetor (crepusculo e
noite), uso de mosquiteiros de malha fina, bem como a telagem de portas e janelas, manejo
ambiental por meio de limpeza de quintais e terrenos (a fim de alterar as condi¢Ges do meio que
propiciem o estabelecimento de criadouros para formas imaturas do vetor), poda de arvores
(para aumentar a insolacao, a fim de diminuir o sombreamento do solo e evitar as condicdes
favoréveis, como temperatura e umidade, ao desenvolvimento de larvas de flebotomineos),
destino adequado do lixo organico, limpeza periddica dos abrigos de animais domésticos,
manutencdo de animais domésticos distantes do intradomicilio durante a noite (reduzindo a
atracdo de flebotomineos para este ambiente), manter faixa de seguranca de 400 a 500 metros
entre as residéncias e a mata, além da identificacdo de cées sorologicamente positivos, seguida
pela eutandsia destes e atividades de educacdo em salde, desta forma devem estar sempre
integradas, para que se obtenha a eficiéncia desejada (GONTIJO; MELO, 2004; MINISTERIO
DA SAUDE, 2007; BRASIL, 2014). A efetividade destas acdes depende de mudanca de
comportamento, que levam a resultados alcangados de médio a longo prazo (OLIVEIRA et al.,
2008).

Os reservatorios sinantropicos da LV sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous), os gambas (Didelphis albiventris e Didelphis marsupialis) e os roedores (Rattus rattus,
Nectomys squamipes, Thrichomys apereoides, Proechimys canicollis e Coendou prehensilis),
ainda que o papel epidemiolégico desempenhado por este Gltimo na transmissdo urbana
permaneca incerto (LARA-SILVA et al., 2015).

Apesar da utilizagdo da vacina, os enfoques de controle ndo devem ser abandonados.
Sendo de suma importéancia cuidados ao entrar na mata, uso coleiras repelentes, inseticidas,
armadilhas para insetos. Outras medidas também podem ser implementadas para prevenir a
doenca, como o controle da populacdo canina errante, uma vez que 0s cdes sao o principal
reservatorio da doenga em meio urbano e o uso de telas de malha fina em canis (BRASIL,
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2006). O Ministério da Saude vem incentivando a educacdo em salde, para o controle da LV
em areas de risco, visando o desenvolvimento de atividades informativas, utilizando os sistemas
de informacdes local, regional e municipal, oferecendo instrugdes para reconhecer 0s sinais
clinicos em cées e humanos, para que a doenca seja diagnosticada e tratada em tempo habil
(BRASIL, 2016).

2.4 Tratamento

No Brasil, a Fundagdo Nacional de Saide (FUNASA) estabelece que cées soropositivos
para Leishmania chagasi, em areas endémicas sejam eutanasiados como medida de controle
(LACERDA, 1994, BRASIL, 2014). No entanto, o impacto dessas medidas ndo tem surtido o
efeito esperado na reducdo de casos humanos, determinando assim a necessidade de reavaliacdo
das a¢des propostas (WHO, 2010). Diante disso, um correto diagnéstico é um importante passo
para evitar a eutanasia desnecessaria de caes e a transmissdo da doenca, desse modo impede-
se que o cdo infectado permaneca no ambiente como fonte de infeccdo (FERREIRA et al.,
2008).

Atualmente, entrou em vigéncia uma Nota Técnica (N°11/2016/CPV/DFIP/
SDA/GM/MAPA), que legaliza o tratamento da leishmaniose com um medicamento a base de
Miltefosina, mas ainda ndo se sabe os efeitos desta decisdo, j& que o tratamento apesar de levar
a cura clinica, ndo elimina a carga parasitaria. Corroborando com o estudo de Manna e
colaboradores (2008), demonstraram que o tratamento apenas com miltefosina, reduz
significativamente a carga parasitaria, mas ndo € capaz de levar a uma cura parasitoldgica.
Ainda que consiga uma boa eficacia clinica quando usado como monoterapia, 0s animais
tratados apresentaram um aumento significativo na carga parasitaria 6 meses ap0s o tratamento
ter sido descontinuado (ANDRADE et al., 2011; MATEO et al., 2009; WOERLY et al., 2009).

2.5 Importancia em Saude Publica

As leishmanioses sdo um grave problema de salde publica, sendo que o nimero de casos
vem aumentando anualmente (ALVAR et al.,, 2012). Essas doengas estdo amplamente
distribuidas por 98 paises (WHO, 2014) e sua area de abrangéncia se enquadra com 0 mapa
socioeconomico da pobreza pelo mundo (ALVAR et al., 2006). Segundo Werneck (2016)
pessoas e animais que vivem em situagdes de pobreza e vulnerabilidade social sdo os mais
afetados. Em todo o continente americano, tém carater endémico em 12 paises, dentre os quais
0 Brasil corresponde a aproximadamente 96% dos casos nessa extensdo territorial, havendo
expansdo também para paises como Argentina, Colémbia e Paraguai (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2019).

No Brasil, a LV é uma doenca endémica com registro de surtos freqlientes e em franca
expansdo, ocorrendo registro de casos da doenca em areas antes consideradas livres, como na
regido Sul (KRAUSPENHAR, et al., 2007; THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).

O céo ainda é considerado 0 mais importante reservatorio doméstico do agente
etiologico da LV e tem sido responsabilizado pelo surgimento e manutencdo de focos
endémicos e epidémicos da doenca nos grandes centros urbanos (SILVA et al., 2001). Os caes,
por serem altamente susceptiveis a infeccdo, por apresentarem intenso parasitismo cutaneo e
também pelo seu convivio junto ao homem, preenchem as condi¢des necessarias para serem
reservatorios de L. (L.) infantum (DANTAS-TORRES et al., 2006). Varios questionamentos
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ainda permanecem quanto ao verdadeiro papel do cdo na urbanizacgdo do ciclo de transmissao
da L.(V). braziliensis (REITHINGER; DAVIES, 1999; MADEIRA et al., 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde Animal (OIE), 60% das doencas infecciosas
humanas tém sua origem em animais domésticos ou selvagens (ZANELLA, 2016). Devido a
falta de conhecimento por parte da populacdo quanto a prevengdo e controle da LV e o
desinteresse do poder puablico, a negligencia se vé quando o poder publico tem seu foco em
eliminar cées reagentes (Silva et al., 2017). Com isso, sendo de suma importancia, o auxilio do
Médico Veterinario na Saude Pablica agregando conhecimentos voltados para a assisténcia a
Saude, intervencgdes relacionadas a agropecuaria, ao meio ambiente, a clinica de animais de
companhia, animais de producdo e selvagens, tudo isso conectado a Vigilancia Sanitéria,
Epidemioldgica, Ambiental, Controle de Zoonoses e Educacdo em Saude, entre outros
(MONTEIRO & VIEIRA, 2017).

As visitas do agentes de endemias aos domicilios, discussdes em instituicdes de ensino
com o objetivo de educar a populacdo sobre responsabilidade propriedade, bem-estar animal e
também aspectos relacionados a prevengdo da leishmaniose visceral em cdes e em seres
humanos séo fundamentais.

3 METODOLOGIA

3.1 Principios éticos

Os procedimentos realizados nos animais desse estudo foram aprovados pela
CEUA/IV/UFRRJ (A Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro), sob o protocolo nimero 028/2014 e atende aos
principios basicos e éticos para pesquisa envolvendo o uso de animais. Todos os procedimentos
foram realizados por uma equipe de médicos veterinarios capacitados.

3.2 Animais

Foram avaliadas 166 amostras (112 fémeas e 54 machos) obtidas de cdes domésticos,
coletadas por conveniencia em onze abrigos localizados na Regido Metropolitana do Estado do
Rio de Janeiro: Seropédica (4 abrigos), Mesquita (2 abrigos), Nova Iguagu (1 abrigo), Séo
Goncalo (1 abrigo), Guapimirim (1 abrigo), Rio de Janeiro (2 abrigos) (Figura 1). Previamente
a coleta de sangue, os responsaveis pelos animais foram devidamente esclarecidos sobre 0s
termos do projeto, objetivos e importadncia do estudo e posteriormente um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi assinado permitindo a coleta do sangue e uso
do material na pesquisa.

No momento da coleta de sangue foram observados dados relacionados ao hospedeiro
(género, idade, historico de brigas, acesso a rua, castracdo, historico de pulgas, histérico de
carrapatos, presenca de pulgas, presenca de carrapatos, animais contactantes), conforme (anexo
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A). As amostras foram coletadas por conveniéncia, de acordo com a disponibilidade dos
responsaveis pelos abrigos.

Os cdes foram contidos fisicamente com focinheira e posteriormente realizamos o
exame clinico dos cées foi realizado antes da obten¢do das amostras de sangue, sendo avaliados:
comportamento, estado corporal, temperatura retal, pulso, movimentos respiratorios, tempo de
preenchimento capilar, coloracdo das mucosas, presenca de ectoparasitos e demais observacoes
clinicas relevantes. Utilizou-se como base para determinar se o cdo era suspeito de leishmaniose
visceral, o Guia de Vigilancia da Leishmaniose Visceral Canina, (GERENCIA
DE VIGILANCIA DE ZOONOSES E ENTOMOLOGIA, 2018), sendo:

e Cao que apresenta pelo menos um dos trés seguintes sinais: descamacao; ulceras
de pele; onicogrifose; Associado(s) a dois ou mais dos seguintes sintomas:
ceratoconjuntivite; coriza; apatia; emagrecimento/caquexia; diarreia; hemorragia
intestinal; vémitos; edema dos membros; paresia dos membros posteriores.

REGIAO METROPOLITANA DO RIO DE JANEIRO

13 Nova Iguagu

1 Rio de Janeiro 7 Japen 14 Paracambi

2 Belford Roxo 8 Magé 15 Queimados

3 Duque de Caxias 9 Marica 16 S&o Gongalo

4 Guapimirim 10 Mesquita 17 Séo Jodo de Mertti
5 Itaborai 11 Nilépolis 18 Seropédica

6 Itaguai 12 Niter6i 19 Tangua

Figura 1: Municipios pertencentes a Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.
Locais de obtengdo das amostras sanguineas de cées para diagndéstico de Leishmania spp.
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3.3 Estrutura dos abrigos

Os abrigos foram classificados de acordo com a sua condigéo estrutural e higiénico-
sanitaria em: 6timo, bom, razodavel, ruim e péssimo (Fotos representando os abrigos anexo B).
Sendo os abrigos considerados péssimos havia alimentacdo insuficiente, superlotagdo, nédo
ocorria divisdo dos animais em recintos diferentes, a maioria dos animais ndo eram castrados,
n&o havia controle de ectoparasitas e endoparasitas. Abrigos considerados ruins apresentavam
alimentacdo em quantidade suficiente no entanto de qualidade inferior, superlotacdo, poucos
animais castrados, uma pequena separacao dos animais por sexo distintos na maioria das vezes,
sem controle de ectoparasitas e endoparasitas. Abrigos considerados de qualidade razoavel
apresentavam alimentacdo em quantidade suficiente no entanto de qualidade inferior, grande
quantidade de animais por recinto, maior proporcdo de animais castrados correlacionado com
os abrigos considerados inferiores na classificagdo, com controle de ectoparasitas e
endoparasitas de forma insuficiente. Abrigos considerados bons possuiam alimentacédo
suficiente e de qualidade, ndo havendo superlotagdo nos recintos, a maioria dos cées eram
castrados e havia controle de ectoparasitas e endoparistas na maioria dos cdes. O abrigo
considerado 6timo possuia alimentacao de qualidade e suficiente, animais dispostos em recintos
com poucos animais e respeitando afinidades e necessidades individuais, a castracao era feita
regularmente e havia controle de ectoparasitas e endoparasitas eficiente.

3.4 Coleta de Sangue

As amostras sanguineas foram de volume aproximado a 3 mL e obtidas por venopuncao
cefalica ou jugular. O sangue foi dividido aproximadamente ImL em um frasco contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e aproximadamente 2mL em outro
sem anticoagulantes para posterior separacdo do soro sanguineo por centrifugacdo. As amostras
de soro foram preservadas a — 20°C até a realizacdo das determinacBes bioguimicas e testes
sorolégicos, conforme descrito abaixo. As amostras nos tubos contendo EDTA foram
empregadas na analise hematoldgica e posteriormente armazenados a — 80°C para posterior
utilizacdo nos ensaios de biologia molecular, conforme descrito abaixo.

Uma fracdo do sangue fresco coletado foi utilizada para a confecgdo de esfregacos
sanguineos a fim de realizar o diagndstico direto de possiveis hemoparasitoses.

3.5 Analises Hematoldgicas

A anélise hematologica foi realizada no Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (LABVET/UFRRJ). As anélises foram realizadas
em contador automatico de células Poch100/Roche, segundo recomendagfes do fabricante e
com auxilio de microscopio 6ptico comum. Os parametros hematoldgicos determinados foram
contagem de hemacias, leucdcitos e plaquetas, determinacdo de hemoglobina, volume globular
e indices hematimétricos CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) e VCM
(Volume Corpuscular Médio). A morfologia eritrocitaria e leucometria especifica foram
realizadas com auxilio de microscopio (1000x) apos coloracdo dos esfregacos sanguineos por
corante do grupo Método Romanowsky (Giemsa) (JAIN, 1993). A concentracdo de proteinas
totais foi determinada pela técnica de refratometria.
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3.6 Andlises Bioquimicas

Perfis bioquimicos hepético e renal foram realizados no LABVET/UFRRJ através de
analisador bioquimico semi-automatico (Bioplus), utilizando-se kits comercialmente, de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. Os pardmetros séricos avaliados foram: proteina total,
albumina, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA).

3.7 Testes sorologicos

3.7.1 Teste Rapido Qualitativo para a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania: TR
DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos

O teste rapido imunocromatografico de duplo percurso (TR DPP®) foi realizado
conforme instrucdes do fabricante. Foram colocados 5 pL de soro ao poco 1 intitulado
“Amostra + Tampao” e, a seguir, adicionadas 2 gotas do tamp&o. Apds 5 minutos as duas linhas
azuis, controle (C) e teste (T), desaparecem. A seguir coloca-se 4 gotas do tamp&o no poco 2
intitulado “Tampao”. A leitura dos resultados ¢ realizada 10 a 15 minutos apos esta etapa,
quando se avalia o resultado: negativo, aparecimento de uma linha vermelha ou positivo, duas
linhas vermelhas.

3.7.2 Testes soroldgico de Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. foi determinada pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). O suprimento de antigeno e 0s soros controles positivo e
negativo foram gentilmente fornecidos pela professora Dr2. Rosangela Zacarias Machado,
Laboratorio de Imunoparasitologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP/FCAYV), colaboradora do presente estudo.

A RIFI foi realizada segundo protocolo previamente descrito por Camargo (1974). As
amostras de soro ou plasma dos cdes domésticos, bem como dos soros controles foram diluidos
a 1:40 em solucao fisiologica (NaCl 0,9%). Em seguida, 10pL do soro ou plasma diluido foram
transferidos para cada poco das laminas contendo antigeno de Leishmania. As laminas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos, em camara Umida. Em seguida, passaram por trés lavagens
de cinco minutos em solucéo salina de fosfato tamponada, PBS 10X pH 7,2, secas e adicionados
acada uma 10pL de conjugado (anti-1gG da espécie, marcado pelo isoticianato de fluoresceina),
diluido em solucdo de PBS 1X pH7,2 com Azul de Evans conforme orientagdo do fabricante
(Sigma-Alodrich®). As laminas foram incubadas novamente por mais 30 minutos, em camara
Umida a 37°C. Apds nova lavagem e secagem, as laminas foram avaliadas por microscopia de
luz ultravioleta (HUND WETVLAR®). A reacdo é considerada positiva quando observada
fluorescéncia nas formas promastigotas em comparacao as amostras de soro controles positivo
e negativo.
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3.8 Nested Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.8.1 Extragédo de DNA de sangue total

Uma amostra de 200 uL de sangue total dos cédes foi submetida ao processo de extragao
de DNA total utilizando o Kit Relia Prep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega®) de
acordo com as recomendagOes do fabricante. Para monitoramento de DNA contaminante
durante o processo de extracdo de DNA total foi utilizado como controle negativo 200 uL de
agua ultrapura esterilizada (Invitrogen®) em cada bateria de amostras processadas. Todas as
amostras de DNA total tiveram suas concentracdes determinadas pelo espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), separadas em aliquotas e armazenadas a -80°C até a
realizacdo dos ensaios moleculares.

3.8.2 Reacbes de amplificacdo para Leishmania sp. baseadas na porc¢ao do gene v7-
v8 18S SSU rRNA

As amostras positivas na técnica de DPP foram submetidas a nested PCR para a
amplificacdo de fragmento de 600pb da porcéo do gene v7-v8 18SSU rRNA. Para esta anélise,
foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores na primeira reacdo: TRY927F e TRY927R.
Na segunda reacdo: SSU561F e SSU561R, descritos por Smith et al. (2008). A primeira reacéo
de amplificacdo foi realizada no termociclador (Veriti®, modelo 9902) com as seguintes
especificagdes: volume final de 25ul, contendo uma mistura de 3ul. DNA teste ou controle,
0,2mM de cada deoxinucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 10ng de cada oligonucleotideo
iniciador, 100mM de Cloreto de magnésio, 1U de Taq polimerase, tampéo de PCR (1x) e agua
ultra-pura esterilizada. Nas reacfes de nested-PCR, foram utilizados 1pL do produto
amplificado da primeira reagdo de PCR, em um mix contendo 0s reagentes nas mesmas
concentracdes da primeira reacdo. As condicdes de amplificacdo consistiram em: desnaturacdo
inicial de 94°C por 3 minutos com 30 ciclos compostos por desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 55°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos,
seguidos por extensdo final de 72°C por 10 minutos.

3.8.3 Controles positivos e negativos dos ensaios moleculares

Os controles positivos que foram utilizados em todos os ensaios moleculares de
Leishmania spp. foram gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Rosangela Zacarias Machado e Prof.
Dr. Marcos Rogério André (UNESP/Jaboticabal), colaboradores do presente estudo. Agua
ultrapura livre de DNAse e RNAse (UltraPure™, Invitrogen) foi utilizada como controle
negativo das reagoes.

3.8.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
a 1,5%, a 80 V, durante 90 minutos e corado com brometo de etidio (0,5ug/mL) por 15 minutos.
Para a determinacgé@o dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular
de acordo com o tamanho do produto esperado (100pb/1Kb DNA Ladder, Invitrogen®). Os
resultados foram visualizados e analisados através do transiluminador de luz ultravioleta L-P1X
Touch (Loccus biotecnologia), no qual as bandas observadas nas amostras foram comparadas
ao peso molecular para confirmagéo da amplificacdo do fragmento esperado.
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3.9 Andlise estatistica

O teste Qui-quadrado ou exato de Fisher em nivel de 5% de significancia foi utilizado
para verificar a correlacdo entre infeccao por Leishmania spp. e os dados obtidos, incluindo as
alteraces clinicas, hematologicas e bioquimicas, bem como as varidveis género, raca e idade.

Os parametros hematologicos e bioquimicos foram submetidos inicialmente ao teste de
normalidade de Lillierfors e quando apresentaram normalidade foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) e teste t de Student. Entretanto, quando apresentaram ndo normalidade
foram submetidos ao teste Mann-Whitney. Para a realiza¢éo de todos os testes estatisticos acima
mencionados foi utilizado o programa de analise estatistica Bioestat 5.0.

4 RESULTADOS
4.1 Testes soroldgicos

411 Diagnostico utilizando o Teste Répido Qualitativo para a detec¢do de
anticorpos de cdo para Leishmania: TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina — Bio-
Manguinhos

Afim de realizar a triagem das 166 amostras de cées de abrigos para Leishmania spp.,
efetou-se o teste rapido imunocromatografico de duplo percurso (TR DPP®), no qual 18
(10,84%) animais foram sorreagentes

Figura 2. Imagem demonstrativa de resultado no teste rapido imunocromatografico de duplo
percurso TR DPP®.
a) Observacdo do teste positivo b) Observacdo do teste negativo
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412 Diagndstico utilizando a Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

As 18 amostras positivas ao teste TR DPP® foram submetidas a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para confirmagdo dos resultados (Figura 3). Do total de
amostras de soro analisadas através da RIFI, todas foram sororreagentes na titulagao > 1:40.

Figura 3. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) utilizando antigeno de formas
promastigotas, na titulacdo 1:40 através da microcopia de imunofluorescéncia.
a) Observacdo de amostra ndo-reagente.  b) Observagdo de amostra reagente.
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4.2 Diagnéstico molecular utilizando as Reac6es de amplificacdo para Leishmania
sp. baseadas no gene 18S SSU rRNA

Todas as amostras (n=18) que apresentaram sororreatividade nos testes
diagnosticos TR DPP® e RIFI, foram submetidas a PCR baseada no gene 18S SSU rRNA. Trés
amostras (16,66%) apresentaram-se positivas na PCR.

PM + - 121 155 164

Figura 4. Bandas correspondentes a amplificacdo de fragmento de 600 pares base do gene 18S
SSU rRNA de Leishmania spp., por meio de Nested PCR, ap0s eletroforese em gel de agarose
a 1,5% corado com bormeto de etidio. PM: Marcador de peso molecular de 100 pares de base
(Invitrogen®); +: Controle positivo; -: Controle negativo; 121 ao 164: amostras positivas.

4.3 Distribuicdo de Leishmania na Regido Metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro

Foram utilizadas 166 amostras de cdes provenientes de abrigos localizados na Regido
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro. O nimero de amostras por municipio onde 0s
abrigos estavam localizados e os resultados na técnica TR DPP® e RIFI estdo descritos na
Tabela 1. Devendo salientar que em todos os municipios pelo menos uma amostra foi
sororreativa. Na Tabela 2, foram testadas pela técnica de PCR as 18 amostras que apresentaram-
se pelas técnicas soroldgicas. Adicionalmente as condicGes estruturais de cada abrigo e o
nimero de animais coletados, o nudmero de positivos em relagdo ao total e os animais
contactantes estdo demonstrandos na Tabela 3.
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Tabela 1. Frequéncia de cdes domeésticos positivos pelo teste rapido imunocromatografico de
duplo percurso TR DPP® e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Leishmania
spp. oriundos de abrigos localizados na Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro,

2015
Municipio Positivo Negativo Total
Seropédica 4 (5,9%) 64 (94,1%) 68
Mesquita 1 (7,7%) 13 (92,3%) 14
Nova lguacu 3 (20,0%) 12 (80,0%) 15
Rio de Janeiro 8 (16,3%) 41 (83,7%) 49
Sdo Gongcalo 1(9,1%) 10 (90,9%) 11
Guapimirim 1(11,1%) 8 (88,9%) 9

Tabela 2. Frequéncia de cdes domésticos positivos pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para Leishmania spp. oriundos de abrigos localizados na Regido Metropolitana do

Estado do Rio de Janeiro, 2015

Municipio Positivo Negativo Total
Seropédica 0 (0,0%) 4 (100%) 4
Mesquita 0 (0,0%) 1 (100%) 1
Nova lguagu 0 (0,0%) 3 (100%) 3
Rio de Janeiro 2 (25,0%) 6 (75,0%) 8
Sdo Gongalo 0 (0,0%) 1 (100%) 1
Guapimirim 1 (100%) 0 (100%) 1
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Tabela 3. Localizagao dos abrigos, condi¢6es estruturais, nimero de animias coletados, o
numero de positivos em relacéo ao total de animais contactantes

Condicao NGMmero
Cidade Abrigo estrutural do itivos/total Animais contactantes
abrigo positivos/tota
Guapemirim A Boa 1/9 Felinos e animais silvestres
Mesauit B Otima 0/2 Felinos
esquita
q C Ruim 0/12 Felinos
Sdo Gongcalo D Boa 2/11 Felinos e animais silvestres
Nova lguacu E Ruim 0/15 Felinos
- Felinos, pombos, roedores
. . F Péssima 6/35 ’ ' ’
Rio de Janeiro baratas
G Boa 2/14 Felinos, roedores
H Péssima 0/9 Fellnos_,, ro_edqres, baratas,
animais silvestres
Seropédica I Razoavel 0/4 Felinos e animais silvestres
J Razoavel 1/8 Felinos e animais silvestres
, Felinos, roedores, animais
K Razoavel 3/47 silvestres

As letras sdo apenas para demonstrar abrigos diferentes em cada cidade. Animais positivos nas
técnicas soroldgicas para Leishmania spp.

4.4 Andlises de parametros hematoldgicos correlacionados com a ocorréncia de
soropositividade para Leishmania spp.

Os valores médios do eritrograma, leucograma e complementos (proteina plasmatica
total e trombograma) dos cdes domésticos negativos e soropositivos para Leishmania spp. estao
apresentados nas Tabelas 4 e 5. Os parametros hematoldgicos nao diferiram entre si a 5 % de
significancia. Vale ressaltar, que os eosinéfilos apresentaram valores médios superiores aos
determinados como referéncia para especie em ambos 0S grupos.
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Tabela 4. Analise descritiva dos parametros relacionados ao eritrograma e complementos
(plaquetas e proteina plasmatica total) dos cdes positivos e negativos no teste rapido
imunocromatografico de duplo percurso TR DPP® para Leishmania spp. e Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), oriundos de abrigos pertencentes a Regido Metropolitana

do Estado do Rio de Janeiro.

Parametros  Resultado N Média DP EP Min. Méax. p-valor Referéncia
— — N
G Negve 148 319 78 05 180 sia 0799 375
— — ~
bab ) Nemiw 48 on T3 03 3a ge 0SH2 558S
4 — -
@A) Neevo 18 133 25 02 44 e O%EL 1018
vem(  felhe IS seT 40 08 S0 oo a
cromey  fote I8 I 2808 M0 S owm wss
— -
(IO Negaivo 14 19 157 13 003 164 0140 200500
P pole 18IS 1002 5080 owm oo

@ Meédias seguidas de letras iguais, ha mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). VGM: Volume globular médio; CHGM: Concentracdo de hemoglobina globular
média; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de cdes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite
minimo; Max.: Limite maximo. * Valores de referéncia segundo Jain (1993);** Valor de referéncia segundo Thall

(2007).
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Tabela 5. Analise descritiva dos parametros relacionados ao leucograma dos cées positivos e
negativos no teste rapido imunocromatografico de duplo percurso TR DPP® e Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Leishmania spp., oriundos de abrigos pertencentes a
Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Parametros Resultado N Média DP EP Min. Max. p-valor Referéncia
Leucécitos totais POSiti'VO 18 11,090 465 1,09 52 22.0 0,0929 6-17

(X103/}LL) Negatlvo 148 12,668 502 4,12 0732 336

Bastdes Positvo 18 003 002 006 0 00l (5696  0-03

(x10%/uL) Negativo 148 0332 048 039 0 4,02

Segmentados POSitiYO 18 5,92:‘1 233 055 290 12,01 0,0904 3115

(x10%/uL) Negativo 148 831" 1251 1,03 1,77 1533

Linfécitos Positvo 18 263 229 054 050 104 01854 148

(x10%/uL) Negativo 148  2901° 169 014 084 87

Monécitos Positvo 18 0822 066 015 0 27 (7240 015135
(x10%/uL) Negativo 148  087¢ 064 005 0 43

Eosindfilos Positvo 18 1412 230 054 0 1034 07475 01-125
(x10%/uL) Negativo 148 1312 134 011 0 7,07

aMédias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significancia de 5% (p>0,05). N: nimero de cées; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo;
Max.: Limite maximo. Valores de referéncia segundo Jain (1993).

De modo semelhante, as demais alteragdes hematologicas ndo foram associadas
estatisticamente a infeccdo por Leishmania spp., incluindo as alteracfes leucocitarias (Tabela

6e7).
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Tabela 6. Alteracdes no eritrograma e complementos (plaquetas e proteina plasmaética total)
associadas a soropositividade por Leishmania spp. em cdes oriundos de abrigos da Regido
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Leishmania spp. n (%)

Alteracdo hematoldgica — - p-valor
Positivos (n= 18) Negativos (n= 148)

Anemia (He, Ht, Hg) Sim 8 (44,4) 69 (46,6)? 1,0000
Né&o 10 (55,6) 79 (53,4)

VGM reduzido Sim 1(5,6)2 14 (9,5)* 0,9713
Né&o 17 (94,4) 134 (90,5)

VGM aumentado Sim 1(5,6)2 6 (4,1)? 1,0000
Né&o 17 (94,4) 142 (95,9)

CHGM reduzido Sim 8 (44,4)? 41 (27,7)® 0,1723
Né&o 10 (55,6) 107 (72,3)

CHGM aumentado Sim 1(5,6)2 0(0)? 0,1084
Né&o 17 (94,4) 148 (100)

Hipoproteinemia Sim 0 (0)? 0 (0)? 1,0000
Né&o 18 (100) 148 (100)

Hiperproteinemia Sim 2 (11,1)2 42 (28,4)* 0,1596
Né&o 16 (88,9) 106 (71,6)

Trombocitopenia Sim 8 (44,4) 37 (25,0)2 0,0948
Né&o 10 (55,6) 111 ( 75,0)

Trombocitose Sim 0 (0)? 2 (1,47 1,0000
Né&o 18 (100) 146 (98,6)

2 Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; n:NUmero de cdes; VGM:Volume globular médio; CHGM:Concentragdo de hemoglobina

globular média.
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Tabela 7. Alteragdes no leucograma associadas a soropositividade por Leishmania spp. em cées
oriundos de abrigos da Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Leishmania spp. n (%)

Alteracdo hematoldgica — - p-valor
Positivos (n= 18) Negativos (n= 148)

Leucopenia Sim 2(11,1)? 8 (5,4)? 0,2948
Né&o 16 (88,9) 140 (94,6)

Leucocitose Sim 2(11,1)? 23 (15,5)* 0,7442
Né&o 16 (88,9) 125 (84,5)

Neutropenia Sim 1(5,6)2 6 (4,1)? 0,9713
Né&o 17 (94,4) 142 (90,5)

Neutrofilia Sim 1 (5,6)? 14 (9,5) ® 0,7075
Né&o 17 (94,4) 134 (90,5)

Monocitose Sim 3 (16,7)? 22 (14,9)2 0,9922
Né&o 15 (83,3) 126 (85,1)

Eosinofilia Sim 8 (44,4 52 (35,1)® 0,4466
Né&o 10 (55,6) 96 (64,9)

Linfopenia Sim 3 (16,7)? 13 (8,8)? 0,3867
Né&o 15 (83,3) 135 (91,2)

Linfocitose Sim 2 (11,2 19 (12,8)* 1,0000
Né&o 16 (88,9) 129 (87,2)

Basofilia Sim 0(0)® 6 (4,1) 0,6249
Né&o 18 (100) 142 (95,9)

2 Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significancia de 5%; n:NUmero de cées;
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4.5 Andlises de parametros bioquimicos correlacionados com a ocorréncia de
soropositividade para Leishmania spp.

Na avaliacdo dos valores médios dos parametros de bioquimica sanguinea, ndo se
evidenciou diferenca significativa (Tabela 8). O parametro proteina total apresentou valor
médio inferior ao intervalo de referéncia estabelecido para espécie quando analisado ambos 0s
grupos. O parametro bioquimico uréia apresentou o valor médio superior ao intervalo de
referéncia estabelecidos em ambos grupos, mas néo diferiram entre si a 5% de significancia.

Tabela 8. Analise descritiva dos parametros relacionados a bioquimica sanguinea dos caes
positivos e negativos no teste rapido imunocromatografico de duplo percurso TR DPP® e
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Leishmania spp, oriundos de abrigos
pertencentes a Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Parametros Resultado N Média DP EP Min. Max. p-valor Referéncia*

Albumina  Positivo 18 261* 058 0,14 1,3 3,3

(@/dl)  Negativo 144 258 053 004 09 403 0995 2643

Positivo 18 66,1* 66,8 1575 16 302

Falc (UML) Negativo 145 6200 494 410 24 303

0,9241 10-150

Creatinina Positivo 18 1,02 0,35 0,082 0,3 15

(mg/dl)  Negaivo 144 09° 029 0024 03 21 %2728 0418

Uréia Positivo 18 34,28 1365 3,21 10 60

(mg/dl)  Negativo 144 34,3 1342 112 7 gg ~ 08043 7.0-27.0

Proteina Positivo 13 455 0,69 0,19 3,0 5,8

(mg/dl)  Negativo 79 453 045 005 39 60 00742 5178

Positivo 18 45,8 51,80 12,21 20 244

ALT (UIL) Negativo 145 52,3* 77,84 646 10 712

0,2908 5-60

Positivo 15 342 12,76 3,29 10 60

Negativo 104 359 1525 149 15 108 O~3t 5990

AST (U/L)

@ Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Mann-Whitney em nivel
de significAncia de 5% (p>0,05). AST: aspartato-transaminase; ALT: alanina-transaminase; Falc: fosfatase
alcalina; N: ndmero de cdes; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo; Min.: Limite minimo; Max.: Limite maximo.
Valores de referéncia segundo JR. Smith & Tiley (2008).
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Com relagdo a avaliacdo por frequéncia das alteragdes bioquimicas nos animais
soropositivos e negativos (Tabela 9), ndo observou-se diferenca estatistica quanto a
hipoproteinemia e azotemia (uréia elevada), apesar de ambos grupos de animais apresentarem
essa alteracao.

Tabela 9. AlteracGes na bioquimica sanguinea associadas a soropositividade por Leishmania
ssp. em cées oriundos de abrigos da Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Leishmania spp. n (%)

Alteracdo bioquimica — - p-valor
Positivos Negativos
Fosfatase alacalina elevada Sim 1(5,6)* 8 (5,5)? 0,9375
Né&o 17 (94,4) 137 (95,5)
ALT elevada Sim 3 (16,7)? 26 (17,9)2 1,0000
Né&o 15 (83,3) 119 (82,1)
Albumina elevada Sim 3(16,7)2 21 (14,6)? 0,9931
Né&o 15 (83,3) 123 (85,4)
Albumina diminuida Sim 6 (33,3)2 36 (25,0)? 0,5682
Né&o 12 (66,7) 108 (75,0)
Ureia elevada Sim 13 (72,2)? 104 (72,2)? 0,9982
Né&o 5(16,7) 40 (30,7)
Creatinina elevada Sim 0 (0)? 3(2,1)? 1,0000
Né&o 18 (100) 141 (97,9)
Creatinina diminuida Sim 1(5,6)? 1(0,7)2 0,2105
Né&o 17 (94,4) 143 (99,3)
AST aumentada Sim 2 (13,3)2 8 (7,7)? 0,6098
Né&o 13 (86,7) 104 (92,3)
Hiperproteinemia Sim 0 (0)2 0 (0)2 1,0000
Né&o 13 (100) 79 (100)
Hipoproteinemia Sim 10 (76,9)? 70 (88,6)? 0,3664
Né&o 3(23,1) 9(11,4)
Hiperglobulinemia Sim 0 (0)2 0 (0)2 1,0000
Né&o 1 (100) 16 (100)

2 Valores seguidos de letras iguais ndo diferiram entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel
de significanciade 5; n: Numero de cées; AST: aspartato-transaminase; ALT: alanina-transaminase; Falc: fosfatase
alcalina. O nimero de cdes nos grupos positivos e negativos variou de acordo com a disponibilidade de amostra
para avaliar os parametros.
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4.6 Fatores associados a soropositividade para Leishmania spp. utilizando a técnica
TR DPP® e Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Considerando-se as variaveis analisadas (sintomas, sexo, idade, contato com outras
espécies, contato com animais sinantropicos, castracdo), ndo observou-se associacao
estatistica com a infeccédo pelo agente (Tabela 10). Em relacdo ao sexo, observou-se um maior
percentual de cdes fémeas associados a infec¢do. Quanto a faixa etéria, evidenciou-se maior
percentual de infeccdo por Leishmania spp. nos caes adultos.

Tabela 10. Associacao entre os dados de sintomatico, sexo, idade, contato com outras espécies,
contato com animais sinantropicos, castracdo e o0 resultado pelo teste rapido
imunocromatografico de duplo percurso TR DPP® e Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) para o agente Leishmania spp.

Leishmania spp. n (%)

Fatores associados a infeccéo Positivos Negativos p-valor
(n=18) (n=148)

Sintomatico Sim 3 (25,0)2 18 (10,8) 0,7014
Né&o 15 (75,0)? 132 (89,2)

Sexo Fémea 13 (72,2)? 99 (66,9) 0,7926
Macho 5 (27,8)? 49 (33,1)

Idade Filhote 4 (22,2)2 12 (8,1) 0,0766
Adulto 14 (77,8)? 136 (91,9)

Contato com outras espécies Sim 17 (94,4)? 129 (87,2) 0,4803
Né&o 1(5,6)? 19 (12,8)

Contato com animais

sinatropicos Sim 9 (50,0)° 70 (47,3) 1,0000
Né&o 9 (50,0)* 78 (52,7)

Castrado (a) Sim 7 (38,9)% 36 (9,8) 0,2519
Né&o 11 (61,1)? 112 (90,2)

*Filhotes de 0 a 12 meses. NUmero de animais = n. A Valores seguidos de mesma letra, ndo diferem
significativamente através do teste de Quiquadrado a 5% de significancia (p<0,05).
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4.7 Andlises de parametros hematologicos correlacionados com a ocorréncia de

positividade para Leishmania spp. na técnica molecular

Os valores médios, maximo e minimo do eritrograma, leucograma e complementos
(proteina plasmatica total e trombograma) dos cdes domésticos negativos e positivos para
Leishmania spp. pela PCR estdo apresentados nas Tabelas 11 e 12. O parametro eosinofilo
apresentou o valor médio superior ao intervalo de referéncia estabelecido para espécie quando
analisado no grupo positivo. Nao foi possivel realizar a analise estatistica devido ao nimero de

animais positivos ser reduzido.

Tabela 11. Andlise descritiva dos parametros relacionados ao eritrograma e complementos
(plaquetas e proteina plasmatica total) dos cdes positivos e negativos na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para o agente Leishmania spp., oriundos de abrigos pertencentes a Regiéo

Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Parametros Resultado N Média Min. Max. Referéncia
L. Positivo 3 38,6 22,2 50,1
0 i) H H -
Hematocrito (%) \jeqativo 15 38.3 106 522 37-55
Hemacias Positivo 3 57 3,2 7,2 55.85
(x10° /uL Negativo 15 57 1,8 8,2 o
)
Hemoglobina Positivo 3 12,1 6,4 15,6 10-18
(g/dl) Negativo 15 12,3 3 17,8
Positivo 3 68,7 66 70
VGM (iL) Negativo 15 66.5 58 74 60-77
Positivo 3 33,0 31 35
CHGM (% ’ 32-36
) Negativo 15 31,5 27 37
Plaquetas Positivo 3 325,7 210 411 900-500
(x10°/uL) Negativo 15 187,2 39 400
Positivo 3 7.4 7 8
PPT (g/dl : 6-8
(g/a) Negativo 15 7,2 5 9
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Tabela 12. Andlise descritiva dos parametros relacionados ao leucograma dos cées positivos e
negativos na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o agente para Leishmania spp.,
oriundos de abrigos pertencentes a Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Parametros Resultado N Média Min. Max. Referéncia
Leucocitos Positivo 3 15,2 10,0 10,3 6-17
totais(x 103/uL) Negativo 15 10,3 5,2 19,7

Segmentados Positivo 3 7,1 6,4 7,8

(x10%/uL) Negativo 15 5,7 2,9 12,0 3-11,5
Linfécitos Positivo 3 3,07 1,0 4,8

(x10%/uL) Negativo 15 2,55 0,5 10,4 1-4,8
Mondcitos Positivo 3 0,75 0,4 4,8

(x10%/uL) Negativo 15 0,84 0,0 2,8 0,15-1,35
Eosindfilos Positivo 3 3,95 0,3 10,3

(x10%/uL) Negativo 15 0,90 0,0 2,01 0,1-1,25

Na andlise de frequéncia das alteracdes hematoldgicas e leucocitarias (Tabela 13 e 14),
ndo observou-se uma diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 13. Alteracdes no eritrograma e complementos (plaquetas e proteina plasmatica total)
dos cdes positivos e negativos na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para 0 agente
Leishmania spp. em cées oriundos de abrigos da Regido Metropolitana do Estado do Rio de

Janeiro, 2015.

Alteracdo hematoldgica

Leishmania spp. n (%)

Positivos (n= 3)

Negativos (n=15)

Anemia (He, Ht, Hg) Sim 1(33,3) 7 (46,7)
Né&o 2 (66,7) 8 (53,3)
VGM reduzido Sim 0(0,0) 1(6,7)
Né&o 3 (100,0) 14 (93,3)
VGM aumentado Sim 0 (0,0) 0 (0,0)
Né&o 3(100,0) 15 (100,0)
CHGM reduzido Sim 1(33,3) 7 (46,7)
Né&o 2 (66,7) 8 (53,3)
CHGM aumentado Sim 0 (0,0) 1(6,7)
Né&o 3 (100,0) 14 (93,3)
Hipoproteinemia Sim 0 (0,0) 1(6,7)
Né&o 18 (100,0) 14 (93,3)
Hiperproteinemia Sim 0 (0,0) 2 (13,3)
Né&o 3(100,0) 13 (86,7)
Trombocitopenia Sim 0 (0,0) 8 (53,3)
Né&o 3 (100,0) 7 (46,7)
Trombocitose Sim 0 (0,0) 0 (0,0)
Né&o 3 (100,0) 15 (100,0)

NUmero de animais = n. Estatistica ndo foi realizada devido ao N inferior ao minimo.
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Tabela 14. Alteragdes no leucograma associadas aos cées positivos e negativos na Reagcdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para o agente Leishmania spp., oriundos abrigos da Regido
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Alteracdo hematoldgica

Leishmania spp. n (%)

Positivos (n= 3)

Negativos (n=15)

Leucopenia Sim 0(0,0) 2 (13,3)
Né&o 3 (100,0) 13 (86,7)
Leucocitose Sim 1(33,3) 1(6,7)
Né&o 2 (66,7) 14 (93,3)
Neutropenia Sim 0 (0,0) 1(6,7)
Né&o 3 (100,0) 14 (93,3)
Neutrofilia Sim 0 (0,0) 1(6,7)
Né&o 3 (100,0) 14 (93,3)
Monocitose Sim 1(33,3) 2 (13,3)
Né&o 2 (66,7) 13 (86,7)
Eosinofilia Sim 1(33,3) 7 (46,7)
Né&o 2 (66,7) 8 (53,3)
Linfopenia Sim 0 (0,0) 3 (20,0)
Né&o 3 (100,0) 12 (80,0)
Linfocitose Sim 1(33,3) 1(6,7)
Né&o 2 (66,7) 14 (93,3)
Basofilia Sim 0 (0,0) 0 (0,0)
Né&o 3 (100,0) 15 (100,0)

NUmero de animais = n. Estatistica ndo foi realizada devido ao N inferior ao minimo.

34



4.8 Andlises de parametros bioquimicos correlacionados com a ocorréncia de
positividade para Leishmania spp. na técnica molecular

Na avaliacdo dos valores médios dos parametros de bioquimica sanguinea (Tabela 15),
observou-se, que no grupo de animais positivos, o parametro albumina foi inferior ao valor de
referéncia. O parametro proteina total apresentou valor médio inferior ao intervalo de referéncia
estabelecido para espécie quando analisado ambos 0s grupos. Uréia, por sua vez, apresentou o
valor médio superior ao intervalo de referéncia estabelecido em ambos grupos. O parametro
bioquimico proteina apresentou valor médio inferior ao valor de referéncia em ambos grupos.

Né&o foi possivel realizar a analise estatistica devido ao nimero de animais positivos
ser reduzido.

Tabela 15: Analise descritiva dos parametros relacionados a bioquimica sanguinea dos caes
positivos e negativos na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para 0 agente Leishmania
spp., oriundos de abrigos pertencentes a Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro,
2015.

Parametros Resultado N Média Min. Max. Referéncia*

Albumina (g/dl) Npgsgt'l‘\’/% M g:gg ig g% 26-4,3
Falc (U/L) Isg;:tll\(/% 135 %:g %2 38052 10-150
Creatinina (mg/dl) Npggiittii\\//?) 135 18 82 12 0,4-1,8

A
Proteina (mg/dl) Iggggt'x/ % 130 i:g ‘3‘:3 gg 51-7,8
ATUL oo 15 aeos 20 ou 5O
sty e & % B @ e

Com relagdo a avaliagdo por frequéncia das alteraces bioquimicas nos animais positivos
e negativos (Tabela 16), observou-se que ambos grupos apresentaram frequéncia de
hipoproteinemia e azotemia (uréia elevada). O grupo positivo apresentou uma elevada frequéncia
de hipoalbuminemia.
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Tabela 16. Alteragdes na bioquimica sanguinea associadas aos cées positivos e negativos na
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o agente para Leishmania spp., oriundos de
abrigos da Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, 2015.

Leishmania spp. n (%)

Alteracdo bioquimica

Positivos Negativos

Fosfatase alacalina elevada Sim 0 (0,0) 1(6,7)
Né&o 3(100,0) 14 (93,3)

ALT elevada Sim 0 (0,0) 3(20,0)
Né&o 3(100,0) 12 (80,0)

Albumina elevada Sim 0 (0,0) 3(20,0)
Né&o 3(100,0) 12 (80,0)

Albumina diminuida Sim 2 (66,7) 4 (26,7)
Né&o 1(33,3) 11 (73,3)

Ureia elevada Sim 3 (100,0) 10 (66,7)

Né&o 0 (0,0) 5(33,3)

Creatinina elevada Sim 0 (0,0) 0 (0,0)
Né&o 3(100,0) 15 (100,0)

Creatinina diminuida Sim 0 (0,0) 1(6,7)
Né&o 3 (100) 14 (93,3)

AST aumentada Sim 0 (0,0) 2 (16,7)
Né&o 3(100,0) 10 (83,3)

Hiperproteinemia Sim 0 (0,0) 0 (0,0)
Né&o 3(100,0) 10 (100,0)

Hipoproteinemia Sim 3(100,0) 7 (70,0)

Né&o 0 (0,0) 3(30,0)
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4.9 Fatores associados a positividade para o agente Leishmania spp. utilizando a
técnica molecular

Considerando-se as variaveis analisadas (sintomas, sexo, idade, contato com outras
espécies, contato com animais sinantrdpicos, castragdo), observou-se a porcentagem de
ocorréncia no grupos positivos e negativos para Leishmania spp. (Tabela 17). Em relacdo ao
sexo, observou-se, um maior percentual de cdes fémeas associados a infeccdo. Quanto a faixa
etaria, evidenciou-se maior percentual de infeccdo por Leishmania spp. nos cées adultos. Todos
0s animais positivos tiveram contato com animais sinatropicos e outras espécies. N&o foi
possivel realizar a analise estatistica devido ao nimero de animais positivos ser reduzido.

O animal positivo sintomatico pertencia a faixa etaria de filhote. Constatamos em seu
exame clinico as seguintes alteracdes: alopecia, lesdes, secrecdo ocular, narinas ressecadas,
linfonodos submandibulares aumentados e letérgia.

Tabela 17. Associacao entre os dados de sintomatico, sexo, idade, contato com outras espécies,
contato com animais sinantrépicos, castracdo com o resultado da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para o agente Leishmania spp.

Leishmania spp. n (%)

Fatores associados a

infeccio Positivos Negativos
(n=3) (n=15)
Sintomatico Sim 1(33,3) 0 (0,0)
Né&o 2 (66,7) 15 (100,0)
Sexo Fémea 2 (66,7) 11 (73,3)
Macho 1(33,3) 4 (26,7)
Idade Filhote 1(33,3) 3(20,0)
Adulto 2 (66,7) 12 (80,0)
Contato com outras espécies  Sim 3(100,0) 14 (93,3)
Né&o 0 (0,0) 1(6,7)
ggg{f&gl‘ég? anima’s Sim 3 (100,0) 6 (40,0)
Né&o 0 (0,0) 9 (60,0)
Castrado (a) Sim 1(33,3) 9 (60,0)
Né&o 2 (66,7) 6 (40,0)

*Filhotes de 0 a 12 meses.
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5 DISCUSSAO

No Brasil, os estudos de prevaléncia de leishmania em cdes domesticos devem ser
intensificados, para facilitarem a implementacdo de estratégias de controle da afeccdo.
Acredita-se, que a presenca do agente na populacdo canina permanece subdiagnosticada por
diversos fatores. Este trabalho caracterizou a ocorréncia da infeccdo por leishmanias e as
alteracbes hematoldgicas, bioquimicas e fatores de risco associados a esses agentes, na
populacdo canina de cdes oriundos de abrigos localizados em municipios da Regido
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, constituindo-se em estudo pioneiro em abrigos na
regido, principalmente, por abrangir seis municipios e um total de onze abrigos.

Ressaltamos que com a elevada demanda de animais abandonados nas ruas, cresce 0
nimero de pessoas mobilizadas para auxiliar na implementacdo de abrigos, auxiliando
financeiramente ou até mesmo com o trabalho voluntario. A falta de efetividade das politicas
publicas de controle de natalidade desses animais, falta de responsabilidade dos proprietarios
de animais que permitem a procriacdo indiscriminada, possibilitaram o aumento de cées
abandonados nas ruas. Os abrigos séo formados de uma maneira menos organizada, sendo
responsabilidade de um proprietario ou grupos de vonluntarios o recolhimento dos animais
abandonados e ndo possuem auxilio fixo de outras pessoas para manté-los normalmente nas
dependéncias de suas residéncias.

A Salde Publica € um dever do Estado, porém cabe uma a¢do conjunta dos diversos
segmentos da sociedade na prevencao, protecdo e promocao da saude da populacéo, aliado aos
recursos técnicos e participacdo das autoridades sanitérias, agricolas e os profissionais
envolvidos, tanto na clinica como na pesquisa, no setor publico ou privado (MEDITSCH,
2006). A promocdao da satde animal, gera a promogdo de saide humana através de acdes de
controle de doencas dos animais, com énfase em LV canina. Sendo de grande valia o
diagndstico da afeccdo para nortear suas acles preventivas dos Orgdos governamentais e
voluntarios. Possibilitando a realizando inimeras atividades direcionadas a populacdes em
abrigos, situacOes de desastre, de abandono e maus-tratos, ofertando assim a possibilidade de
atendimento clinico, praticas em medicina preventiva, controle populacional e educacdo da
comunidade local.

A comunidade cientifica tem apresentado através de publicacdes, evidéncias que novos
caminhos devem ser buscados para o controle de doencas e, nessa visao, as zoonoses devem
ser compreendidas dentro do contexto de salde Unica, buscando o bem estar animal para
alcangar a saude humana (DAY, 2010; ASSIS; RIBEIRO, 2015). A LV se encaixa nessa
discussdo onde, atualmente, ela tem sido um dos maiores problemas de satde publica no Brasil,
envolvendo os cées, que tém sido nos ultimos 50 anos as maiores vitimas das a¢des de controle
que consistiam principalmente no abate canino e pouco em programas continuados de educagéo
em saude junto as populagfes humanas envolvidas. As ac¢Ges sugeridas para o controle da LV
canina e, consequentemente da LV, podem ser resumidas em agOes de combate ao vetor,
controle populacional dos animais, vacinagdo dos cdes contra LV canina, tratamento dos
animais e educacgdo em saude (RIBEIRO et al., 2013).

O controle vetorial e a vacinag¢do apontadas, em estudos estatisticos, como as principais
ferramentas para o controle da LV (DYE, 1996). O uso de inseticidas (coleiras, pipetas, sprays)
em cées € essencial e deve ser incentivado pelo governo em areas pobres. Ressaltamos que tais
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medidas, ndo eram adotadas nos abrigos que realizamos as coletas do nosso estudo.
Acreditamos que devido a falta de informac6es e ao alto custo das vacinas e inseticidas.

No presente estudo, as amostras foram obtidas de abrigos com condicdes estruturais e
financeiras bem distintas. Haviam alguns locais com disponibilidade frequente de atendimento
veterinario, alimentacdo de qualidade, separacdo adequada dos animais, voluntarios e controle
de capacidade maxima de animais. No entanto, alguns abrigos apresentavam superlotacéo,
auséncia de auxilio veterinario e até mesmo alimentacdo escassa devido a dificuldades
financeiras. Por mais que a intencdo seja melhorar a qualidade de vida desses animais
abandonados, néo é a solugdo deixa-los aglomerados em locais sem condi¢fes para manté-los.
Consequentemente, ha grande possibilidade de proliferacdo de doencgas pela alta concentragédo
de animais e dentre estas, inclui-se a leishmaniose. Principalmente, pelo acumulo de matéria
organica dos dejetos dos animais, favorecendo o desenvolvimento do vetor.

Conforme observado por Silva (2012), ambientes em condicdes de limpeza moderada a
ruim estiveram mais associados a ocorréncia de animais soropositivos a leishmaniose. Em
relacdo ao recolhimento das fezes dos animais, pode-se dizer que houve associagédo entre 0 néo
recolhimento e sororreatividade dos animais a Leishmania spp., pois 44% dos animais em que
seus donos ndo fazem o recolhimento das fezes foram reagentes nas técnicas sorolégicas
Imunofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico. Segundo estudo realizado em Montes
Claros (MG) por Monteiro e colaboradores (2005) e em Belo Horizonte (MG) por Moreno e
colaboradores (2005), a presenca de animais domésticos, resultando em acumulo de matéria
organica e o armazenamento de lixo de forma inadequada, propicia 0 ambiente caracteristico e
propicio para a ocorréncia de leishmaniose visceral. No presente estudo, um terco dos animais
sororreagentes encontravam-se em um abrigo com as condi¢Ges estruturais e higiénico
sanitarias classificado como péssima, com isso dando énfase sobre uma tendéncia sobre a
correlacdo ambiental e positividade. Resslatando que ndo podemos afirmar que 0s animais
foram infectados nos abrigos.

Ademais, é de suma importancia a triagem dos cées para leishmaniose antes de entrar
nos abrigos e principalmente antes da doacdo, especialmente em areas endemicas. Desta forma,
diminuindo a propagacdo da afecgdo entre os animais e sua disseminagdo para locais néo-
endemicos. No presente estudo, os resultados obtidos com a técnica diagnostica para triagem
das amostras, 0 Teste Rapido Qualitativo para a deteccao de anticorpos de cdo para Leishmania
(TR DPP®), demonstraram que 10,84 % (18/166) das amostras foram positivas para
Leishmania spp. As amostras positivas foram submetidas ao teste diagndstico Reacdo de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e todas foram sororreagentes na titulacao > 1:40.

Silva (2012) analisou amostras de sangue de cdes da microrregido de Itaguai (RJ) e
observou 28,24% (n=148/524) de soropositividade pela imunofluorescéncia indireta e ensaio
imunoenzimatico para Leishmania spp. As mesmas amostras foram submetidas ao teste rapido
(TR DPP®), sendo considerados positivos 18 (0,03%, n=18/524). Entretanto, somente oito
desses animais, foram também reagentes na RIFI e no ELISA, considerando-0s como reagentes
para leishmaniose visceral. O nosso estudo apresentou uma soropositividade inferior, mas
obtivemos 100% de correspondéncia entre as andlises de (TR DPP®) com confirmacdo do
resultado na RIFI.

No presente estudo, as amostras que apresentaram sororreatividade nos testes
diagnosticos TR DPP® e RIFI foram utilizadas para o diagnéstico molecular baseadas no gene
18S SSU. Com isso, testou-se 18 amostras de sangue na Nested PCR que foram positivas em
ambos testes supracitados, sendo 3 (16,66%) amostras positivas para Leishmania spp. Fisa e
colaboradores (2001) demonstraram a elevada sensibilidade desta técnica ao utilizar células
mononucleares de sangue periférico. Além disso, relataram resultados positivos para Nested
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PCR em cées cujos niveis especificos de imunoglobulinas eram muito préximos aos do cut-off
no ELISA, demonstrando ser uma ferramenta que a técnica sensivel e especifica para o
diagndstico da leismananiose. A menor positividade observada pelo método molecular em
detrimento dos testes sorologicos é previsivel e pode ser explicado pelo fato dos testes
soroldgicos detectarem contato prévio com o agente, ao passo que a PCR detecta diretamente
0 parasito na circulacdo. Tal o fato, que a soroconversao ocorre aproximadamente trés meses
apos a infeccdo e os titulos permanecem elevados por, pelo menos, dois anos (SCHIMMING;
SILVA, 2012).

No entanto, é digno de nota, que a sorologia pode fornecer resultados negativos durante
a primeira semana de infeccdo, uma limitacdo destes testes que nao detectam a infec¢do em sua
fase aguda (WALKER; DUMLER, 1996; WANER et al., 2001; PADDOCK; CHILDS, 2003)
e também ndo diferenciam um quadro de infeccdo atual de um quadro de exposicdo sem
infeccdo propriamente dita ou de uma infeccdo prévia (SHAW et al., 2001). Deve-se também
levar em consideracdo a variacdo entre laboratorios em relacdo a interpretacdo de titulos
sorologicos e ao antigeno utilizado (SHAW et al., 2001).

Segundo Manna et al. (2007), a PCR é uma ferramenta extremamente importante em
casos em que as técnicas soroldgicas ou parasitolégica sdo inconclusivas. Diferentes tipos de
amostras biologicas, tais como aspirados esplénicos, medula 6ssea, sangue total, camada
leucocitéria, de linfonodos, cultura e sangue coletado em papel-filtro podem ser utilizados como
fonte de material para as reacdes (GONTIJO; MELO, 2004). Uma incopatibilidade de
resultados relatada por diversos estudos e a imunodeficiéncia de alguns cées e a resultante
inabilidade de produzir suficiente quantidade de anticorpos, podendo contribuir para os
resultados positivos pela PCR dos casos que reagiram negativos pela RIFI (CABRAL, 2007;
REALE et al. 1999; BERRAHAL et al. 1996).

Estudos tém demonstrado resultados mais favoraveis com amostras de pele, conjuntiva,
medula 6ssea e aspirados de linfonodos, com menor sensibilidade e especificidade quando o
sangue periférico e utilizado como amostra, provavelmente devido ao nimero de parasitas
presentes nesse tecido (FICHOUX et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2001; NUNES et
al., 2007; FERREIRA et al., 2008). Alguns trabalhos observaram baixa sensibilidade da PCR
quando foram utilizadas amostras sanguineas, tendo como principal causa a possivel
interferéncia de inibidores da Taqg polimerase (AL-SOUD et al., 1998; SANTOS et al., 2010;
FARIA etal., 2012). Assim como a eficacia da técnica depende do primer, do método utilizado
para extracdo do DNA (REITHINGER et al. 2000; LACHAUD et al. 2001; ALVAR et al.,
2004; MAIA; CAMPINO, 2008), o resultado negativo no diagnostico por PCR de um cdo com
suspeita clinica, ndo é suficiente para afastar a possibilidade de infeccdo. De fato, o grupo de
estudo em leishmaniose LeishBrasil (2018), baseado em convencges internacionais, sugere que
em casos com suspeita clinica elevada para leishmaniose canina mesmo com o resultado
negativo na PCR, deve-se considerar outros métodos diagndsticos ou repetir exames a critério
do clinico.

Entretanto, inlmeros grupos de pesquisa sugerem que amostras sanguineas constituem
material confiavel para o diagndstico da leishmaniose canina, apresentando coleta simples e
alternativa pouco invasiva (REALE et al., 1999; IKONOMOPQULOS et al., 2003; MANNA
et al., 2004). O estudo realizado por Portella (2018), utilizou amostras de sangue coletadas de
caes residentes na Regido Oceanica de Itaipu, Municipio de Niter6i (RJ), onde das 174
amostras, uma foi positiva pela PCR utilizando o alvo intergénico ITS 1 e quatro para o teste
DPP (2,29%). A baixa sensibilidade evidenciada pode ser justificada por alguns fatores. De
modo geral, ha grande variagéo da sensibilidade do método de PCR particularmente no que se
refere ao método de extracdo de DNA utilizado, da escolha dos oligonucleotideos iniciadores,
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das amostras clinicas utilizadas bem como do tempo de infeccédo e parasitemia (QUINNELLB
etal., 2001; LACHAUD et al., 2002; IKONOMOPOULOS et al., 2003; MANNA et al., 2004).
Assim como no nosso estudo, Menezes (2014) utilizou a técnica de Nested PCR que apontou
26 cées positivos e DPP com 11 cées sororreagentes. Podemos considerar que a prevaléncia
canina de uma éarea endémica pode se revelar maior quando sdo combinadas técnicas
sorologicas e moleculares no diagnostico (ALVAR, et al. 2004). Diferindo do resultado do
presente estudo, os resultados da anélise molecular foi superior ao soroldgico individualmente.
Essa discrepancia entre teste soroldgico e molecular, pode ser explicada pela resposta imune
heterogénea que os cées infectados por L. (L.) infantum desenvolvem devido a participacdo de
diversos antigenos, os quais sao reconhecidos de maneiras distintas nos diferentes individuos e
estagios da doenga (FALQUETO, et al. 2009). Por isso, é recomendavel a utilizacdo de testes
em paralelo ou com multiplos antigenos para identificar um maior ndmero de animais
infectados (FALQUETO, et al. 2009, DOMINGOS, 2012). Entretanto, ressalta-se que no nosso
estudo, por questdes finaceiras, ndo foi possivel realizar a Nested PCR de todos os animais.
Desta maneira, ndo foi possivel averiguar se haviam animais positivos apenas na analise
molecular.

Lopes (2010), utilizando amostras de aspirado de medula déssea de 72 cdes com
sorodiagnostico positivo na técnica RIFI, oriundos do municipio de Espirito Santo do Pinhal
(SP), realizou a PCR com os primers 13A e 13B e observou apenas 24 cdes positivos.
Resultados semelhantes foram relatados por Nunes et al. (2007), no municipio de Poxoréo
(MS), utilizando amostras de sangue na PCR e 0s mesmos primers, de modo que das 80
amostras positivas na RIFI, 44 permaneceram positivas na analise molecular. Ambos estudos
demonstram que a PCR por ser uma técnica direta, usualmente apresenta menor positividade
em detrimento dos ensaios soroldgicos, os quais detectam anticorpos (contato prévio),
conforme observado no presente estudo.

O estudo de Zanette e colaboradores (2014), demosntrou que 0s testes soroldgicos
apresentam limitagOes importantes, como reagGes cruzadas com 0s parasitas Trypanosoma,
espécies de leishmaniose cutanea e outros hemoparasitas (Anaplasma spp., Ehrlichia canis,
Babesia canis, Toxoplasma gondii e Neospora caninum), bem como resultados falso-negativos
em casos de baixos titulos. Assim, o uso de métodos sorolégicos com baixos titulos de
anticorpos para o diagndstico de cées infectados por Leishmania como critério para a eutanasia
deve ser reavaliados.

A combinacdo de diferentes técnicas diagnosticas reduz a possibilidade de resultados
incorretos (falso-positivos e falso-negativos), aumentando as chances de um diagndstico
preciso para a leishmaniose. Diversos estudos demonstraram que a associagéo de testes distintos
concorre para a obtencédo de resultados mais seguros (GRAMICCIA; GRADONI, 2005; LIRA,
2005; CARVALHO, 2009; QUEIROZ et al., 2010; MENEZES, 2014).

As analises hematoldgicas tem sido utilizadas amplamente com a finalidade de obter
informacdes acerca de doengas que acometem uma ampla variedade de animais domésticos
para facilitar e direcionar o diagndstico e monitoramento clinico. Na analise hematoldgica
foram avaliados o eritrograma, leucograma e complementos (plaquetas, proteina plasmatica
total) dos cées positivos para Leishmania spp. utilizando as técnicas de TR DPP® e RIFI e,
posteriormente para técnica molecular. A avaliacdo hematologica foi representada por dois
métodos estatisticos, possibilitando uma avaliacdo pelos valores médios entre 0s grupos
positivos e negativos e pela frequéncia das alteragcdes em cada grupo. No presente estudo, nao
foi observada correlagdo estatistica entre a afeccdo e as analises hematoldgicas (p>0,05).

Os valores médios de eosindfilos apresentaram-se acima do intervalo de referéncia em
ambos grupos positivos e negativos para Leishmania spp., mas néo apresentou correlagédo com
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a infeccdo por Leishmania spp. A eosinofilia esta relacionada a fungdes anti-inflamatorias,
distarbios de hipersensibilidade devido ao prurido por picada de ectoparasitas e a infeccdes por
helmintos (STOCKHAM & SCOTT, 2011). Devemos salientar que nos abrigos que coletamos,
devido a fatores financeiros e estruturais, € bastante dificil ter um controle adequado de
ectoparasitas e endoparasitas, 0 que certamente esteja favorecendo a ocorréncia da eosinofilia
observada no presente estudo. O valor médio de eosindfilos também apresentou-se acima do
intervalo de referéncia no grupo positivo para Leishmania spp. na técnica de PCR, mas ndo
demonstrou diferenca significativa.

A bioquimica sanguinea tem sido aplicada para obter informacGes sobre doencas que
acometem uma ampla variedade de animais domeésticos, dessa forma auxiliando e direcionando
o diagnostico clinico. No presente estudo, os parametros séricos avaliados foram: proteina total,
albumina, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT)
e fosfatase alcalina. A avaliacdo bioquimica foi representada por dois métodos estatisticos,
possibilitando avaliar os resultados pelos valores médios entre 0s grupos positivos e negativos
e pela frequéncia das alteracfes em cada grupo.

Os valores médios dos cdes positivos para Leishmania spp. pelas técnicas TR DPP® e
RIFI, ndo demonstraram haver diferenca significativa nos parametros bioquiminos. Ressalta-
se, no que se refere a proteina total, que ambos 0s grupos de animais apresentaram valor médio
inferior ao intervalo de referéncia estabelecido para espécie. Acredita-se, que no presente
estudo, devido ao fato dos animais serem de abrigos, a hipoproteinemia esteja associada a
proteolise devido a necessidade do animal em manter seu metabolismo retirando das suas
reservas corpdreas a sua fonte de energia, devido a falta de alimento de qualidade disponivel
(STOCKHAM & SCOTT, 2011). Adicionalmente, a elevacdo dos valores de uréia (azotemia)
em ambos grupos, representa um aumento de compostos nitrogenados ndo proteicos no
sangue, sendo no presente estudo, um caso desidratagdo observada em alguns animais, pode
também ter contribuido para essa azotemia pre-renal (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

No grupo de animais positivos, observou-se hipoalbuminemia, que pode estar
associada a estados caquéticos (STOCKHAM & SCOTT, 2011). Tal hipédtese, corrobora com
o0 achado de hipoproteineima evidenciada em alguns animais e é condizente com as condigdes
de alimentacdo da maioria dos abrigos do presente estudo. Muitos dos abrigos visitados
utilizavam racdo de baixa qualidade nutricional e até mesmo alimento caseiro pobre em
nutrientes, apresentando quadros de caquexia e inanicao.

Devido ao numeo reduzido de animais positivos na técnica de PCR, ndo foi possivel a
a realizacdo da correlagdo estatistica dos resultados entre o grupo de animais positivos e
negativos para Leishmania spp.. Na analise de frequéncia, azotemia foi observada em todos os
animais positivos e em 66,7% dos negativos. O parametro hipoproteinemia ocorreu em 100%
dos positivos e 70,0% nos negativos O parametro hipoalbuminemia ocorreu em 66,7% dos
animais positivos. As possiveis explicacdes para estas ocorréncias sdo as mesmas ja relatadas
para a analise dos animais sorologicamente positivos, descrito acima.

O hemograma completo e a bioquimica sanguinea sdo instrumentos para avaliagdo do
estado fisiologico, diagnostico e monitoramento do animal, servindo para complementar o
exame clinico e anamnese realizados pelo médico veterinario. As alteracdes hematologicas e
achados bioguimicos sdo susceptiveis a oscilacdo de acordo com o estagio clinico da doenca.
Desta forma as alteragGes encontradas nesse estudo podem ocorrer em inumeras patologias,
devendo sempre ser correlacionada com outros dados para concluir o diagnaostico.

Os fatores associados a infeccdo levam em consideragcdo aspectos clinicos juntamente
com a anamnese e demonstram grande importancia na questdo do diagnostico precoce de
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doencas a fim de intervir na propagacdo da infeccdo. O exame clinico do animal pode ser
subjetivo em alguns aspectos, devendo-se utiliza-lo em conjunto com exames laboratoriais.

Com relacdo aos fatores associados (sintomatologia, sexo, idade, contato com outras
espécies, contato com animais sinatropicos, castracdo), ndo apresentaram associagdo
significativa a infeccdo por Leishmania spp. (p>0,05) Analisando a frequéncia relacionada aos
animais positivos nas técnicas de TR DPP® e RIFI as tendéncias foram: sexo feminino (72,2%),
adultos (77,8%) e o contato de animais positivos com outras espécies (94,4%).

Em concordancia com o nosso trabalho, os resultados obtidos por Inacio (2019), Portella
(2018), Gontijo & Melo (2004) e Feitosa et al. (2000), verificaram que ambos 0S Sexos e a
correlacdo etaria estdo igualmente expostos ao risco de infeccdo por Leishmania spp. Assim
como os estudos de Figueiredo et al. (2014) e Silva et al. (2013) que verificaram que ambos 0s
sexos estdo igualmente expostos ao risco de infeccdo por Leishmania spp. Em contrapartida o
trabalho realizado por Silva e colaboradores (2017), constatou que fémas foram mais expostas
ao risco de infeccdo. Tais resultados diferem de Silva et al. (2016), Belo et al. (2013), Miranda
et al. (2008), Julido et al. (2007) e Dantas-Torres et al. (2006), e observaram que cdes machos
apresentaram maior chance de infeccao por L. infantum.

Na analise dos dados da variavel faixa etaria, Silva e colaboradores (2017) observaram
gue 0s animais acima de 12 meses estavam mais expostos ao risco de infec¢do. Esses dados
estdo corroborando com os de Almeida et al. (2010), que verificaram maior frequéncia de
soropositivos na faixa etaria entre um e trés anos de idade. Dantas-Torres, Brito e Brand&do-Filho
(2006), observaram que no Estado de Pernambuco, os cdes jovens, com idade inferior a um ano,
apresentaram alto risco de infeccéo por L. infantum chagasi.

Moreira Jr et al. (2003) sugeriram aumento do risco de infecgdo por Leishmania spp.
apos o primeiro ano de vida do cdo. Possivelmente isso pode estar associado ao tempo de
exposicao destes animais ao vetor e ao periodo de incubacdo da doenga, que varia de 3 meses a
varios anos com média de 3 a 7 meses (Ministério da Satde 2006).

O estudo de Oliveira e colaboradores (2005) encontrou espécimes de roedores infectados
por espécies dos complexos L. mexicana, L. braziliensis e L. donovani. Em varios exemplares
de R. rattus foi detectado 0 DNA de espécies pertencentes aos trés complexos de Leishmania,
indicando que ela possa participar do ciclo peridoméstico das leishmanioses, devido aos seus
habitos sinantrépicos. Salientamos que nos abrigos que realizamos as coletas, observamos a
presenca de fezes de roedores e alguns ficavam proximos a aréas com vegetacdo. Cabrera et al.
(2003) observaram que a proximidade dos caes com animais silvestres, como 0s marsupiais, foi
considerado um fator de risco para infeccdo por Leishmania spp. Silva (2012), observou
associacao entre soropositividade para Leishmania spp. e 0 contato com outras espécies animais.
O conhecimento da ocorréncia da leishmaniose em abrigos da regido Metropolitana do Rio de
Janeiro, auxilia o clinico veterinario na investigacdo desse agente infeccioso. Possibilita o
desenvolvimento de acGes de controle da afeccdo. A utilizagdo de técnicas moleculares esta
sendo expandida e aprimorada, com isso possibilitando ao clinico veterinario uma ferramenta
diagnostica que deve ser associada com sinais clinicos e achados de bioquimica e hematologia
para melhor compreenséo da infeccdo pelos agentes.
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6 CONCLUSOES

A leishmaniose canina ocorre em cdes de abrigos da regido metropolitana do Rio de
Janeiro, conforme demonstrado pelos resultados soroldgicos e moleculares.

Constatamos que pelo menos um animal, foi sororreativo em cada municipio amostrado.
Ressaltando a prevaléncia da afeccdo na Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro.

A partir dos dados de soropositividade apresentados em animais de abrigos da Regido
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, pode-se nortear medidas de controle e prevencao
da propagacéo da afeccdo. Ressaltando que os animais ap6s a adocdo, podem ir para areas livres
da doenga.

As andlises hematoldgicas e bioquimicas, sdo de grande valia para avaliar o estado
clinico do animal. No entanto, ndo apresentaram efetividade na detecgéo da infeccao.

E muito importante que o Brasil adote medidas de salde pubica voltadas para as
zoonoses devem priorizar programas que busquem gerar salde e bem estar animal, por
conseguinte a saude humana. Devendo fomentar, pesquisas por novos métodos de diagndstico,
protocolos de tratamento e ferramentas para controle e prevencdo (vacinacdo e controle de
vetores), programas para reducdo de animais errantes (castracdo) devem ser incentivados,
financiados por &rgdos publicos de desenvolvimento e priorizados pelas autoridades
competentes. Por meio da educacdo e medidas eficazes, sera possivel reduzir o impacto da
leishmaniose no Brasil.
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8 ANEXOS

ANEXO A - Questionario epidemioldgico e avaliacdo clinica, referente aos cédes oriundos de

abrigos da Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

ANEXO B - Fotos demonstrando as diferentes condicdes estruturais, higiénico-sanitarias e

presenca de animais contactantes observadas nos abrigos.
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ANEXO - A:

SERVICO PUBLICO FEDERAL

IDENTIFICACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA VETERINARIA

Canino n° (Registro): Data:
Nome do canino: Sexo: Raca: Idade:
Endereco: Tels:

HISTORICO:

1) Castrado: () Sim () N&o
2) Historico de brigas: () Sim () Néo
3) Animal ja recebeu transfusdo ou qualquer derivado até 0 momento da coleta? () Sim () Néo

4) Historico de ectoparasitas: () Sim ( ) N&o. Quais?

5) Local de moradia: () Casa () Apartamento () Abrigo () Gatil () Rua () Sitio
6) Acesso a rua: () Sim () Nao

7) Convivio com outros caes? () Sim () N&o. Quantos?

8) Convivio com outras espécies () Sim () N&o. Qual(is)/Quantos?

9) Presenca de ectoparasitos? () Sim () Néo.

Quais: () Pulgas ( ) Carrapatos ( ) Piolhos ( ) Sarna ( ) Intensidade:

10) Uso de ectoparasiticida? ( ) Sim () N&o. Qual:

11) Animal é vermifugado? ( ) Sim ( ) N&o. Qual afrequéncia?

12) Animal é vacinado? ( ) Sim () N&o. Qual(is)?

13) Faz uso de alguma medicagdo? ( ) Sim ( ) N&o. Qual(is)?

SINAIS CLINICOS:

1)  Estado corporal: () Normal () Magro () Obeso

2)  Comportamento: () Receptivo/carinhoso () Apatico/ Quieto () Agressivo ( )Medo
3)  Anorexia: () Sim () Nao

4)  Letargia/Depressao: () Sim () Ndo

5)  Mucosas: () Normal () Hipocorada () Ictérica () Azulada

a. Intensidade: ( )Discreta () Moderada () Intensa
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6)  Frequéncia respiratoria: Frequéncia cardiaca:
7)  Turgor cutaneo

8)  Linfonodos: ( ) Normais ( ) Aumentados

Temperatura retal:

9 TPC:

10) Historico de doencas e demais observagdes clinicas relevantes:
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ANEXO - B
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