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RESUMO

SILVA, Claudia Bezerra da. Diagnéstico sorologico e Aspectos Epidemiologicos da
Leishmaniose Canina na Microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro, 2012. 74p. Dissertacio
(Master Science in Veterinary Science). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

O objetivo deste estudo foi realizar o diagnéstico soroldgico de cdes da microrregidao de
Itaguai, estado do Rio de Janeiro, e avaliar os fatores epidemioldgicos associados a
soropositividade canina. Amostras de soro de 524 cdes da microrregido de Itaguai, Rio de
Janeiro, foram examinadas através de imunofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico
para Leishmania spp. A frequéncia e fatores associados com a soropositividade foram
avaliados. Foram consideradas reagentes as amostras positivas em ambos o0s testes
sorolégicos (titulagdo 1:40). As mesmas amostras foram submetidas ao teste rdpido (TR
DPP®) para leishmaniose canina. A frequéncia de cdes soropositivos para Leishmania spp. foi
28,24% (n=148/524), com maior frequéncia (p<0,05) em Seropédica (59,46%) quando
comparados aos municipios de Itaguai (29,05%) e Mangaratiba (11,49%). Caes na faixa etdria
> 2 anos a 5 anos (p<0,05) e sem raga definida (p<0,05) foram mais provaveis de serem
soropositivos para Leishmania spp. Além disso, cdes alimentados com comida caseira, que
recebiam tratamento contra ectoparasitos (p<0,05), e aqueles animais que vivem em ambiente
em que as fezes ndo sdo recolhidas (p<0,05) eram mais provdveis de serem expostos a
Leishmania spp. Caes provenientes de area rural (p<0,05) estdo mais susceptiveis a infeccao
por Leishmania spp., assim como os animais que vivem fora da residéncia (p<0,05), tem
acesso a mata, corregos e pastagens (p<0,05), ficam soltos (p<0,05) e ndo possuem abrigo
(p<0,05) apresentaram maior chance de serem soropositivos a Leishmania spp. As
dermatopatias e outras alteracdes dermatoldgicas (p<0,05) foram fatores intimamente
associados a soropositividade a Leishmania spp. A partir dos resultados obtidos no TR DPP®,
observou-se que somente 0,03% dos animais amostrados foram positivos. Leishmaniose
canina é uma enfermidade com elevada ocorréncia nas dreas rurais da microrregido de Itaguai
e afeta principalmente cdes sem raga definida, entre dois e cinco anos de idade, e que vivem
soltos, com acesso a matas, corregos e pastagens. O controle de ectoparasitos, a presenca de
abrigo e condicdo de limpeza no ambiente onde o cdo passa mais tempo sdo aspectos
identificados nesse estudo como medidas preventivas que podem ser usadas para reduzir a
probabilidade de infec¢@o por parasitos do género Leishmania em caes.

Palavras-chave: sorologia, epidemiologia, canino.



ABSTRACT

SILVA, Claudia Bezerra da. Serological Diagnosis and Epidemiological Aspects of Canine
Leishmaniasis in the Itaguai Microregion, Rio de Janeiro, 2012. 74p. Dissertacdo (Master
Science in Veterinary Science). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The aim of this study was the serological diagnosis of dogs of Itaguai microregion, state of
Rio de Janeiro, and assesses the epidemiological factors associated with seropositivity in
dogs. Serum samples from 524 dogs of Itaguai microregion were examined by indirect
immunofluorescence and enzyme linked immunosorbent assay for Leishmania spp. The
frequency and factors associated with seropositivity were evaluated. Reactive samples were
considered positive in both serological tests (titer 1:40). The same samples were subjected to
rapid test (TR DPP®) for canine leishmaniasis. The frequency of seropositive dogs for
Leishmania spp. was 28.24% (n=148/524), more often (p<0.05) in Seropédica (59.46%) when
compared to Itaguai (29.05%) and Mangaratiba (11.49%) counties. Dogs in the age group > 2
years to 5 years (p<0.05) and mongrel (p<0.05) were more likely to be seropositive for
Leishmania spp. In addition, dogs fed with homemade food (p<0,05), that receiving treatment
against ectoparasites (p<0.05), and those animals who live in an environment in which feces
are not collected (p<0.05) were more likely to be exposed to Leishmania spp. Dogs from rural
areas (p<0.05) are more susceptible to infection with Leishmania spp., as well as animals
living outside the home (p=0.05), have access to forests, streams and pastures (p<0,05), are
loose (p<0.05) and have no shelter (p<0.05) were more likely to be seropositive for
Leishmania spp. The dogs who have skin diseases and other skin changes (p<0.05) had a
greater chance of exposure to Leishmania spp. The dermatopathies and other skin changes (p
<0.05) were factors closely associated with seropositivity to Leishmania spp. From the results
obtained in the TR DPP®, there was only 0.03% of the sampled animals were positive. Canine
leishmaniasis is a disease with high occurrence in the rural parts of the Itaguai microregion
and mainly affects dogs without defined breed, aged between two to five years old and that
roam free, with access to forests and streams. The control of ectoparasites, the presence of
shelter and clean condition in the environment where the dog spends most of the time are
aspects identified in this study like preventive measures that can be used to reduce the
likelihood of infection by parasites of the Leishmania genus in dogs.

Key-words: serology, epidemiology, canine.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose, doenga causada pelo protozodrio Leishmania spp., € uma
antropozoonose re-emergente, considerada um grande problema de sadde publica,
representando um complexo de doencas com importante espectro clinico e diversidade
epidemioldgica (NUNES, 2008). Infec¢des por Leishmania foram descritas em varias
espécies de animais silvestres, sinantropicos, domésticos (canideos, felideos e equideos) e o
homem (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). As infec¢des caninas por Leishmania spp.
representam um considerdvel problema para a medicina veterindria e saide publica (WHO,
2012), sendo o cao (Canis familiaris) o principal reservatério no ambiente doméstico
(ALBUQUERQUE et al., 2007). O agente etioldgico dessa enfermidade pertence a ordem
Kinetoplastida e familia Tripanosomatidae, e no Brasil, as principais espécies sdo L. (L.)
infantum [=L. (L.) chagasi] e L. (Viannia) brasiliensis (REY, 2001).

No Brasil, essa enfermidade pode se apresentar como Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral Americana (LVA). De acordo com a espécie,
podem produzir manifestagcdes cutaneas, muco-cutaneas, cutaneas difusas e viscerais (REY,
2001). Todas as espécies desse parasito, que possuem ciclo de vida heteroxénico, sdo
transmitidas por meio da picada de fleb6tomos fémeas infectados, pertencentes a subfamilia
Phlebotominae, género Lutzomyia (no Novo Mundo), e Phlebotomus (no Velho Mundo)
(GONTIJO; CARVALHO, 2003). Esses mosquitos sao conhecidos vulgarmente como
mosquito palha, cangalhinha, birigui ou asa dura. A porta de saida de Leishmania pode ser a
hematogénica e/ou linfatica e em caes tem sido encontrada no sangue periférico. As alteracdes
patoldgicas mais particulares sdo encontradas no tecido esplénico, hepdtico, sanguineo,
pulmonar e renal (FREHSE, 2008).

Dentre os demais métodos utilizados para o diagndstico das leishmanioses caninas, o
Ministério da Saude recomenda a utilizacdo do ensaio imunoenzimatico (EIE) para a triagem
inicial dos cdes suspeitos e o exame de imunofluorescéncia indireta (IFI) para a confirmacao
dos casos positivos. O material recomendado para o diagndstico soroldgico € o soro
sanguineo e, em algumas situagdes, o eluato de sangue embebido em papel de filtro,
considerando-se positivos os soros reagentes nas dilui¢cdes iguais ou superiores a 1:40
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003). De acordo com Machado et al. (2007), a alta
sensibilidade e especificidade da IFI e do EIE contribuem de forma segura na identificacdo
dos casos positivos, reduzindo a possibilidade de resultados falsos positivos e falsos
negativos. De acordo com Souza et al. (1982), a sorologia pode auxiliar no diagnéstico e €
frequentemente utilizada em estudos epidemioldgicos.

No Brasil, os primeiros relatos de cdes naturalmente infectados por Leishmania
dermotrépica foram descritos no inicio do século passado (PEDROSO, 1913). A
Leishmaniose Tegumentar Canina (LTC) € caracterizada pela presenca de lesdes cutaneas
ulceradas ou vegetantes, freqiientemente recobertas por crostas. A evolugdo € prolongada, e
pode apresentar comportamento ciclico, ora com cicatrizagdo ora com exacerbagdo da lesdo,
e, ainda, pode cursar de forma subclinica (ARA(JJ O FILHO et al., 1978). Entretanto, a LVA
surgiu no municipio do Rio de Janeiro no final dos anos 70 e inicio da década de 80, na
periferia da cidade, e acredita-se que os casos de Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
tenham surgido também nessa época. Nestes periodos, foi constatada a presenga do principal
vetor, L. longipalpis, nas localidades onde foram notificados os casos humanos e caninos de
leishmaniose visceral. Segundo Costa (2005), a situagdo vem se agravando, pois os dados
epidemioldgicos entre 1995 e 2005 revelaram a peri-urbanizacdo e urbanizacdo da LVA em
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nosso pais, tal fato preocupa quanto a dispersdo de casos da doenga. Pode-se dizer que bem
antes da ocorréncia dos primeiros surtos de LVA, a L. longipalpis foi registrada por Lutz e
Neiva (1912) no municipio de Mangaratiba e no municipio do Rio de Janeiro (localidade Pau
da Fome), Angra dos Reis (Ilha Grande) descrito por Aradjo Filho et al. (1978). Ressalta-se,
que até a presente data a L. longipalpis é apontada como a espécie transmissora de
Leishmaniose Visceral no Estado do Rio de Janeiro, exclusivamente por evidencias
epidemioldgicas (SOUZA et al., 2003). Segundo Souza et al. (2009) o Estado do Rio de
Janeiro € assinalado como drea de transmissdo esporddica de LVA, entretanto, esta doenca
vem se dispersando para diferentes dreas do municipio do Rio de Janeiro, Angra dos Reis
(Caso canino e humano em 2002), Mangaratiba (casos humanos em 1984 e 2001) e Itaguai
(caso humano em 2006) (dados nao publicados) (SOUZA et al., 2003).

De acordo com Langoni (2004), a incidéncia de doencas como a leishmaniose €
elevada nos paises em desenvolvimento, sendo que aspectos sociais, econdmicos e ambientais
sdo praticamente determinantes para sua manuten¢do e propagacao.

De maneira geral, vem sendo observado aumento significativo de casos em seres
humanos e caninos em dreas endémicas. Consideradas doencas de ambiente rural, as
leishmanioses vém passando por mudanga em seu perfil epidemioldgico, sendo registradas em
ambiente urbano, com o cdo exercendo um importante papel na manutencdo da doenca neste
ambiente.

Assim, um estudo epidemioldgico em caes sorologicamente reativos a Leishmania
spp. foi realizado na microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro. Os exames
laboratoriais constaram da utilizacdo das técnicas imunoldgicas: IFI, EIE e TR DPP® (Teste
rapido imunocromatografico). Este estudo foi realizado a fim de avaliar a frequéncia de
possiveis reservatérios caninos em residéncias nos trés municipios que compdem essa
microrregido, associando os resultados aos fatores instrinsecos (sexo, defini¢do racial, idade,
porte, escore corporal, cor da pelagem, entre outros) e extrinsecos (origem, hébito e
comportamento dos animais; e manejo estabelecido pelo proprietdrio), e aos aspectos clinicos
dos animais. A associagdo de cdes sororeagentes com os fatores relacionados aos proprietarios
dos animais e aos seus respectivos domicilios também foram avaliados. Observagdes
particulares quanto a ocorréncia de leishmanioses em humanos durante o periodo deste estudo
foram descritas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve historico sobre as leishmanioses

As primeiras descri¢Oes do agente causal da leishmaniose ocorreram ao longo de anos,
cruzando momentos de abordagem da forma tegumentar da doenga, e outros momentos da
forma viscerotrépica.

A Leishmaniose visceral (LV) foi descrita na Grécia em 1835 quando entdo era
denominada "ponos" ou "hapoplinakon". Foi na India em 1869 que recebeu o nome "kala-
jwar", palavra de origem hindu (REY, 2001) que quer dizer febre negra ou "kala-azar" que
significa pele negra em virtude do discreto aumento da pigmentacdo da pele ocorrido durante
a doenca (MARZOCHI et al., 1981).

As primeiras descri¢des objetivas de uma espécie de Leishmania foram feitas em fins
do século XIX. Borovsky (1898) observou-a em Tachkent (Asia Central), em um paciente
com a forma cutanea da doenca. Em 1900, William Leishman identificou um protozodrio no
baco de um soldado que havia vindo a 6bito na India, em decorréncia de uma febre local
conhecida como febre "dum dum" ou "kala-azar". Em 1903, Donovan, sem o conhecimento
dos trabalhos de Borovsky, redescreveu o parasito de um caso de leishmaniose visceral
indiano, conhecido como calazar (REY, 2001). Ross, ainda em 1903, denominou-o
Leishmania donovani. Wright, em 1903, ao examinar uma crianca arménia com leishmaniose
cutanea em Boston (EUA), nomeou o parasito isolado de Leishmania tropica.

O primeiro caso de LV no Brasil foi descrito por Migone em 1913. O paciente era um
imigrante italiano que vivera muitos anos em Santos, Sdo Paulo, e apds viajar para Mato
Grosso, adoeceu, tendo sido diagnosticada a doenca no Paraguai (ALENCAR, 1977). Foi
Penna (1934), um patologista do Instituto Oswaldo Cruz, quem iniciou os estudos sobre a
distribuicdo geografica da Leishmaniose Visceral nas Américas, quando comprovou
parasitologicamente, 41 casos dentre as 40.000 viscerotomias examinadas para febre amarela
provenientes de véarios estados do Brasil. Em 1953 surgiram numerosos casos da doenca,
principalmente no Ceard, o que levou a criagdo da "Campanha contra a Leishmaniose
Visceral". Foram Deane e Mangabeira que em 1954 incriminaram Lutzomyia longipalpis,
espécie de flebotomineo, como responsavel pela transmissao da inicialmente descrita como L.
(Donovani) chagasi e, a partir de 1957, propuseram o uso do DDT como combate ao inseto
vetor, numa tentativa de romper o ciclo da doenga. Em agosto de 1977 foi diagnosticado o
primeiro caso autoctone de Leishmaniose Visceral Americana (LVA) no bairro de Bangu,
subuirbio da cidade do Rio de Janeiro (SABROZA et al., 1978). Posteriormente a doencga
esteve instalada de forma endémica em vérios bairros cidade do Rio de Janeiro, entre eles
Campo Grande, Realengo, Senador Camard (MARZOCHI et al., 1985) e, a partir do inicio da
década de 90, em Barra de Guaratiba.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), caracterizada como a forma cutanea da
doenca, foi retratada historicamente por ceramistas incas do Peru e Equador, no periodo pré-
hispanico, e referida pelos primeiros colonizadores espanhdis, no século XVII. Em 1855,
Cerqueira a relacionou clinicamente com o “Botdo de Biskra”, uma das muitas denominagdes
da forma cutdnea do Velho Mundo, ou seja, a drea que envolve os continentes europeu,
africano e asidtico, e ilhas adjacentes (REY, 2001).



Em 1895, Moreira identificou a existéncia do botdo endémico dos paises quentes,
chamado “Botdo da Bahia” ou “Botdo de Biskra”. No entanto, somente em 1909, Lindenberg
conseguiu confirmar as formas de amastigotas em ulceras cutaneas e nasobucofaringeas em
individuos que trabalhavam em dreas de desmatamentos na constru¢do de rodovias no interior
de Sao Paulo. Splendore em 1911 diagnosticou a forma mucosa da doenca e Gaspar Vianna
deu-lhe o nome de Leishmania brazilienses. Em 1922, Aragdo demonstrou pela primeira vez
o envolvimento do flebotomineo na transmissdo da leishmaniose tegumentar. Desde as
descricdes feitas em 1958 por Forattini, que encontrou animais silvestres infectados por
Leishmania sp. em areas de floresta no Estado de Sao Paulo, a transmissdao da doenca vem
sendo descrita em vérios municipios de todas as unidades federadas (UF) brasileiras
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

2.2 Sistematica e Agentes Etiologicos

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por protozodrios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (BRANDAO; MONTANHA,
2011). Gontijo e Carvalho (2003) inclui Leishmania na seguinte posi¢ao sistematica:

Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Sub-reino: PROTOZOA Goldfuss, 1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg e Balamuth, 1963

Subfilo: MASTIGOPHORA Desing, 1866

Classe: ZOOMASTIGOPHORA Calkins, 1909

Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend. Vickerman 1976
Subordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905
Género: Leishmania Ross, 1903

Este género caracteriza-se por apresentar apenas duas formas durante seu ciclo vital:
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 métodos derivados do Romanovsky (Giemsa,
Leishman, etc.). Por suas dimensodes (entre 2 a 6 pm de comprimento por 1,5 a 3 pm de
largura), a forma aflagelada encontra-se entre os protozodrios de menor tamanho que
parasitam o homem. Situado para adiante do nicleo, 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 preparacdes. Nesta fase, o parasito caracteriza-se
como intracelular de células de defesa dos hospedeiros vertebrados, habitando os vacuiolos
digestivos (fagolisossomos) de macréfagos (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 dimensdes entre 14 e 20 um de comprimento por 1,5
e 4 um de largura, e o corpo flexivel movimenta-se, tracionado pelo comprido flagelo
(aproximadamente 30 pum), que emerge da extremidade anterior. O nucleo fica situado no
terco médio da célula, e o cinetoplasto, em posi¢do mais anterior, apresentando-se (de perfil)
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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).

Por parasitarem células do sistema fagocitico mononuclear do homem e outros
mamiferos (FEITOSA et al., 2000), as espécies do género Leishmania distinguem-se dos
membros de géneros afins (Leptomas, Phytomonas, Crithidia e Endotripanum), que sio em
geral parasitos de invertebrados e de plantas. Estudos moleculares filogenéticos mostram que
ha uma distincia considerdvel com o parasito de género Trypanossoma, mas por diversas
caracteristicas bioldgicas e morfoldgicas, assemelham-se ao Trypanossoma cruzi (REY,
2001).

Embora seja dificil classificar as espécies de Leishmania em bases morfoldgicas
(URQUHART et al., 1996), visto serem muito parecidas, as vezes indistinguiveis, somado ao
fato do tipo de reproduc@o que apresentam, e as taxas de modificacdo genética serem baixas
ou nulas, deve-se considerar as caracteristicas geograficas, epidemioldgicas e clinicas que
normalmente sdo diferentes e tdo peculiares que ndo se pode atribuir sua etiologia a um
mesmo agente patogénico. Atualmente considera-se como razoavel classificar as espécies de
Leishmania que acometem o homem em complexos fenotipicos, agrupados em dois
subgéneros: Viannia e Leishmania (BASANO; CAMARGO, 2004).

Ashford (2000) em seus estudos relata que muitas sdo as espécies causadoras das
leishmanioses no Novo Mundo. Dentre as vdrias espécies de ocorréncia, as principais sdo:
Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (L.) infantum [=L. (L.) chagasi], L. (L.) pifanoi, L.
(L.) venezuelensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana, L (V.)
panamensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi, L. (V.) mexicana.

2.2.1 Questoes Taxonomicas

Os agentes etiologicos da leishmaniose visceral pertencem ao complexo Leishmania
donovani, sendo a espécie Leishmania (Leishmania) donovani o agente etiol6gico encontrado
na Africa e Asia. Enquanto isso, Leishmania (L.) infantum pode ocorrer na Asia, Europa e
Africa. E, Leishmania (L.) chagasi € a espécie de ocorréncia nas Américas (LAINSON;
SHAW, 1987b).

Muitos autores consideram a espécies L. chagasi como sinonimia de L. infantum
(CARDOSO et al., 2007; MARCONDES et al., 2011). Em estudo realizado por Marcondes et

(2011), os resultados demonstraram que L. infantum e L. chagasi pode partilhar
imunogenicidade idénticas. No entanto, alguns pesquisadores sdo contrarios a utilizacdo de L.
infantum em relacdo a forma visceral da Leishmaniose nas Américas, ignorando a “Lei da
Prioridade” descrita nas regras taxonOmicas, defendendo o emprego de chagasi como
subespécie, dessa forma preservando a identidade da leishmaniose visceral americana.

Segundo Dantas-Torres (2006a) deve-se primeiro restabelecer os critérios para a
classificacdo dos parasitos do género Leishmania com base nos critérios tradicionais
(LAINSON; SHAW, 1987b) e dados moleculares de investigacOes recentes, dessa forma,
sendo mais facil concordar se um dado parasito merece o status de espécie ou subespécie.

Entre as técnicas atualmente em uso para a classificacio de parasitas estdo:
eletroforese de isoenzimas (WHO, 1990), anticorpos monoclonais espécie-especificos, sonda
de DNA e andlise polimoérfica do comprimento dos fragmentos de restricio (RFLP),
utilizando diferentes sequéncias de DNA como alvos (MACEDO et al., 1992; GUIZANI et
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al., 1994; MENDONZA-LEON et al., 1995).

Lainson e Shaw (1987b) definiram subespécies considerando o local, as populacdes
geograficamente isoladas, que mostram algumas (geralmente menores) diferencas
taxondmicas de outras populacdes geograficamente separadas da mesma espécie. Dantas-
Torres (2006a) infere ainda que se levarmos em consideracdo essa defini¢do, deveriamos
concordar com a classificacdo do agente etiologico da Leishmaniose visceral americana como
Leishmania infantum chagasi.

Dantas-Torres (2006a) informa que diferentes nomes estdo sendo utilizados em
publicagdes, e considera que isso € realmente inaceitdvel, devendo-se atribuir um tinico nome
para esse agente etiologico. Em diferentes trabalhos podemos encontrar exemplos da
utilizacdo de nomes que estdo sendo utilizados, tais como Leishmania chagasi (BERMAN,
2006), Leishmania infantum (MORAES-SILVA et al., 2006; SHAW, 2011), Leishmania
infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005), Leishmania chagasi / infantum
(FELICIANGELI et al., 2005; MARCONDES et al., 2011), Leishmania infantum (chagasi)
(BERN et al., 2005), e até mesmo Leishmania (chagasi) infantum (BARROUIN-MELO et al.,
2006).

No entanto, apds diversas discussoes cientificas e realizacdo de testes diversos, foi
proposta a simpatricidade entre L. chagasi e L. infantum (MAURICIO et al., 2001), sendo
recomendada a utilizacdo da espécie L. infantum ao se referir a leishmaniose visceral nas
Américas, e para fins didaticos apds a espécie colocar entre paréntese “(= L. chagasi)”
(DANTAS-TORRES, 2006b).

2.3 Ciclo Biolégico e Formas de Transmissao

Os protozodrios do género Leishmania habitam o interior dos macrofagos de
hospedeiros vertebrados sob a forma de amastigota. As formas promastigota e paramastigota
sdo flageladas e encontradas no trato digestivo dos flebotomineos. A forma paramastigota,
pouco descrita nos estudos, é uma fase de transi¢do da Leishmania no inseto vetor
(MARSELLA; GOPEGUI, 1998).

A doenca é disseminada pela picada do flebotomineo fémea, sendo Phlebotomus o
género de importincia no Velho Mundo (Africa e Eurésia) e o género Lutzomyia no Novo
Mundo (Américas). O ciclo de vida do protozodrio € heteroxénico, vivendo alternadamente
em hospedeiros vertebrados e insetos vetores (IESBICH, 2008).

De acordo com Bowman (2010), quando um macréfago repleto de amastigotas é
ingerido pelo flebotomineo, que se alimenta de tecidos superficiais e fluidos do seu
hospedeiro, as formas amastigotas se diferenciam em promastigotas, que multiplicam em
grande quantidade.

Segundo Gontijo e Carvalho (2003) isso ocorre quando, no estdbmago do flebotomineo,
os macrofagos repletos de amastigotas, se rompem, liberando-as, as quais se transformam em
promastigotas, que se dividem por fissdo bindria. Ao diferenciarmos as leishmanias quanto
aos subgéneros Viannia, as promastigotas migram para o intestino posterior, € colonizam as
regides do piloro e {ileo. Esses parasitos aderem-se ao epitélio e se reproduzem. As
promastigotas e migram para o estdmago, € em seguida para a faringe do inseto vetor
(promastigotas metaciclicas). Para o subgénero Leishmania, apés a reproducao e colonizacao
das formas promastigotas no intestino anterior e médio do inseto, ocorre migracdo dessas
formas e colonizacdo no estdmago, e posteriormente a faringe dos flebotomineos,
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diferenciando-se apds, através do processo de metaciclogénese, em promastigotas
metaciclicas (infectantes).

De maneira geral, durante seu ciclo bioldgico, as promastigotas migram para a faringe
do flebotomineo, e alguns dias depois, elas atingem o aparelho bucal, onde estdo quase
sempre em numero suficiente para bloquear a capacidade do inseto se alimentar. O curso da
infecgcdo até que o flebétomo tenha condicdo de infectar um novo hospedeiro leva cerca de
uma semana. Na proxima vez em que o flebotomineo picar, ele vai injetar certa quantidade de
promastigotas metaciclicas, mas, devido a dificuldade que tem em se alimentar, o inseto
permanece faminto, o que o leva a realizar hematofagia mais vezes do que se ndo estivesse
infectado. As formas promastigotas sdo, entdo, fagocitadas por macréfagos e carreadas pelo
corpo do hospedeiro vertebrado (BOWMAN, 2010).

Nos macréfagos, as promastigotas transformam-se em amastigotas, € inicia-se o
processo de reproducgdo, especificamente no interior do vacuolo parasitéforo. Ocorre
rompimento do macréfago, e liberam-se as amastigotas no intersticio, sendo fagocitadas por
novos macrofagos. Nessa fase que os macréfagos parasitados podem ser ingeridos pelas
fémeas de flebotomineos durante repasto sanguineo (GONTLIO; CARVALHO, 2003).
Quando circulando pelo organismo do hospedeiro, os 6érgdos que costumam abrigar grande
nimero de parasitos incluem baco, figado, medula dssea, mucosa intestinal e linfonodos. Caes
também podem desenvolver lesdes cutaneas, pela proliferacdo de amastigotas na pele
(BOWMAN, 2010).

Entretanto, existem algumas &areas onde a leishmaniose € endémica ou tem sido
esporadicamente relatada, mas poucos casos humanos sdo notificados, ou mesmo a presenca
do vetor ndo € observada (CARVALHO et al., 2007; DANTAS-TORRES et al., 2005). De
acordo com Dantas-Torres (2011), isso tem sugerido a participagdo de outras espécies de
flebotomineos ou até mesmo a existéncia de formas secunddrias de transmissdo. Dentre essas
formas, estariam inclusas a transmissdo por meio de transfusdo sanguinea (FREITAS et al.,
2006; OWENS et al.,, 2001), transmissdo vertical (SILVA et al., 2009a) transmissao
transplacentdria (ROSYPAL et al., 2005), transmissdo venérea (SILVA et al., 2009b), por
mordedura, ingestdo de visceras infectadas (SHERLOCK, 1964) e por pulgas e carrapatos
(COUTINHO et al., 2005; COUTINHO; LINARDI, 2007). Recentemente, Dantas-Torres
(2009) detectou a presenca de DNA de L. infantum através de métodos moleculares em
carrapatos Rhipicephalus sanguineus coletados de cades soropositivos residentes em um
municipio de Pernambuco. Contudo, esse autor destaca que sdo necessarios estudos para
verificar se R. sanguineus seria capaz de transmitir L. infantum durante o repasto sanguineo.

2.4 Hospedeiro Invertebrado

Os vetores das leishmanioses denominados flebotomineos, pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Géneros Lutzomyia - no novo
mundo, e Phlebotomus - no Velho Mundo, conhecidos popularmente, dependendo da
localizagdo geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, mulambinho, cangalhinha,
entre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Seu tamanho geralmente ndo € superior a 0,5 cm de comprimento, apresentando
pernas longas e delgadas e corpo densamente piloso. Seu voo € saltitante, mantém as asas
eretas até quando em repouso, o que o caracteriza, diferenciando dos outros dipteros
(BASANO; CAMARGO, 2004).



Trata-se de um artrépode pequeno, de 2 a 3 mm, que pode ser encontrado em locais
timidos, escuros, onde tem muitas plantas, as vezes préximo as residéncias. Areas de florestas
umidas, com vegetacdo abundante, locais com elevada umidade e lixo sdo ideais para a
criacdo do flebotomineo (IESBICH, 2008). A fémea pode depositar seus ovos nas tocas de
roedores, na casca de arvores, em frestas nas paredes, nos abrigos para animais. O inseto pode
voar a distancia de até 200 metros do local de origem, e comumente aparece ao cair da noite.
Em algumas regides, apesar de incomum, aparece também pela manha e a tarde. Como esse
inseto (fémea) é hematéfago, pode se alimentar em vdrias espécies de animais silvestres,
animais domésticos, e também o préprio homem (NEVES et al., 1995).

De acordo com o Ministério da Satde (2007), as principais espécies envolvidas na
transmissdo da LTA, no Brasil sdo: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L.
intermedia, L. wellcome e, L. migonei.

Quanto as espécies envolvidas na transmissdo de LVA, L. longipalpis e L. cruzi sao as
incriminadas nesse processo. No entanto, L. longipalpis ainda se mantém como a principal
envolvida na ocorréncia da forma visceral da doenca, pois se considera que ela se adapta
facilmente ao peridomicilio, alimentando-se de grande variedade de hospedeiros vertebrados,
entre aves, animais silvestres, domésticos e o homem (MONTEIRO et al., 2005).

No municipio de Seropédica, drea de ocorréncia de LTA, e limitrofe com outras 4reas
da regido Sudeste, entre a década de 20 e 80, o principal vetor da forma tegumentar
acometendo humanos foi descrito como a espécie L. intermedia, encontrada naturalmente
infectada por Leishmania braziliensis (FORATTINI; SANTOS, 1952). Entretanto, em seus
trabalhos, Cardoso et al. (2009) afirmaram que as espécies L. whitmani, L. migonei e L.
oswaldoi também foram encontradas nesse municipio.

Aguiar et al. (1996) durante seus estudos em Itaguai, regido de ocorréncia de muitos
casos humanos da doencga, encontraram L. intermedia, destacando desta forma, o papel desta
espécie como o principal vetor potencial do agente da leishmaniose tegumentar, pela sua
prevaléncia, antropofilia e por ser comprovada a veiculacdo de L. braziliensis. Além disso,
detectaram a presenca de L. longipalpis, considerado o vetor de L. infantum no Rio de Janeiro,
sendo um risco potencial de veiculagdo do agente etiolégico da LVA nessa regido,
particularmente pela baixa imunidade da populacgao local.

Entretanto, a LVA surgiu no municipio do Rio de Janeiro no final dos anos 70 e inicio
da década de 80, na periferia da cidade, ou seja, propagacao mais recente que a LTA. Nestes
periodos, foi constatada a presenga do principal vetor, L. longipalpis, nas localidades onde
foram notificados os casos humanos e caninos de leishmaniose visceral. Segundo Costa
(2005), a situacdo vem se agravando, pois os dados epidemioldgicos entre 1995 e 2005
revelaram a peri-urbanizacdo e urbanizacao da LVA em nosso pais, tal fato preocupa quanto a
dispersdo de casos da doenca. Pode-se dizer que bem antes da ocorréncia dos primeiros surtos
de LVA, L. longipalpis foi registrada por Lutz e Neiva (1912) no municipio de Mangaratiba.
Posteriormente, ainda antes da ocorréncia de LVA, Aratjo Filho et al. (1978), registrou L.
longipalpis no municipio do Rio de Janeiro na localidade de Pau da Fome e na Ilha Grande,
Angra dos Reis. Apo6s a notificagdo do primeiro caso humano de LVA no municipio do Rio de
Janeiro, L. longipalpis foi capturada nos bairros de Bangu, Campo Grande e Jacarepagud
(RANGEL et al., 1986). Ressalta-se, que até a presente data, L. longipalpis € apontada como a
espécie transmissora de LVA no estado do Rio de Janeiro, exclusivamente por evidéncias
epidemioldgicas, ji que, o isolamento e a caracterizacdo do parasita a partir de infec¢do
natural por L. infantum no estado, ainda nao foi possivel (SOUZA et al., 2003).



Assim como os reservatérios, os vetores também mudam de acordo com a espécie de
Leishmania: Leishmania (L.) amazonenses, seus principais vetores sdo L. flaviscutellata, L.
reducta e L. olmeca nociva (Amazdnia e Rondodnia), tém seus habitos noturnos, véo baixo e
sdo poucos antropofilicos; L. (V.) guyanensis (seus vetores sdo L. anduzei, L. whitmani e L.
umbratilis, que € o principal vetor tendo habito de pousar durante o dia em troncos de arvores
e atacar o homem em grande quantidade, quando perturbado); L. (V.) braziliensis (em &rea
silvestre, o unico vetor demonstrando ser o transmissor foi a espécie Psychodopigus
wellcomei, encontrado na Serra dos Carajas, altamente antropofilico, picando o homem
mesmo durante o dia e com grande atividade na estacdo das chuvas). Em ambientes
modificados, rural e peridomiciliar, sdo mais frequentemente implicadas as espécies L.
whitmani, L. intermedia e L. migonei (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

2.5 Principais Reservatorios

Considera-se “reservatério” a espécie ou o conjunto de espécies que garantem a
circulacdo de um determinado parasito na natureza dentro de um recorte de tempo e espago,
de acordo com os critérios estabelecidos no manual de vigilancia da Leishmaniose
Tegumentar Americana. Muitos animais sdo descritos como possiveis reservatorios dos
agentes etioldgicos das leishmanioses. Infeccdes por Leishmania foram descritas em véarias
espécies de animais silvestres (algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados e
canideos silvestres), sinantrépicos e domésticos (canideos, felideos e equideos). Dentre os
demais animais existentes no ambiente silvestre, incriminados como possiveis reservatorios
podemos citar as espécies: Rattus sp., Didelphis sp., Agouti-paca, Dasyprocta azarae,
Cerdocyon thous, Lycalopex vetulus, entre outras (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Os marsupiais da espécie Didelphis marsupialis sao comumente apontados como
passiveis de infeccao por L. infantum (TRAVI et al., 1994). Os marsupiais foram encontrados
infectados no Brasil ¢ na Colémbia (LAINSON et al., 1990; MINISTERIO DA SAUDE,
2006). No Brasil, foram detectadas também raposas (Cerdocyon) (DEANE; DEANE, 1955)
infectadas nas regides Amazodnica, Nordeste e Sudeste. Souza et al. (2010) detectaram e
caracterizaram a espécie L. infantum em canideos silvestres (raposas — Cerdocyon thous, €
cachorro vinagre — Spheotos venaticus) através da técnica de PCR-RFLP.

Quanto aos animais domésticos, além dos caes, gatos foram incriminados como
possiveis reservatorios (HERVAS et al., 1999), assim como os equinos (KOEHLER et al.,
2002; AGUILAR et al., 1986). Yoshida et al. (1988) fez o primeiro relato de um equino
albergando parasito de género Leishmania, onde eles observaram uma unica lesdo ulcerada no
prepucio, e conseguiram detectar o agente a partir de esfregaco por aposicdo de tecido, e
também por inoculacdo em hamster, no qual a doenga se manifestou e foram isoladas formas
amastigotas a partir da lesdo gerada.

Miiller et al. (2009) relataram a ocorréncia de Leishmania sp. em lesdes cutaneas em
equinos na Europa Central e Koehler et al. (2002) encontraram um equino no sul da
Alemanha com leishmaniose cutinea, no entanto, através da utilizacdo da técnica de PCR,
detectou-se que a espécie envolvida era L. infantum. Na Suica, Lobsiger et al. (2010)
realizaram o primeiro relato de leishmaniose cutanea em uma vaca. Inicialmente esse animal
foi diagnosticado por aspectos clinicos, sendo submetido a exames imunohistoquimicos e
subsequentemente a andlise de sequencia comparativa de produtos da PCR, onde confirmou
que o agente causador das multiplas lesdes pertencia ao género Leishmania sp.



Segundo Savani et al. (2003) na epidemiologia das leishmanioses, dentre os animais
domésticos, o c@o ainda € incriminado como principal reservatério em areas urbanas.

2.6 Situaciao Epidemiologica

A leishmaniose € uma doenca relacionada com a pobreza. Ela afeta os mais pobres, e é
associada ao deslocamento, desnutricdo, condi¢des precdrias de habitag¢do, analfabetismo,
discriminacdo de género, a fraqueza do sistema imunolégico e a falta de recursos. A
leishmaniose também estd ligada as mudancas ambientais, como desmatamento, constru¢ao
de barragens, sistemas de irrigagdo e nova urbanizacio, € o acompanhamento da migragcao de
pessoas nao-imunes para areas endémicas (WHO, 2012).

A LTA constitui um problema de satide publica em 88 paises, distribuidos em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 1 a 1,5 milhdes de
casos. E considerada pela Organizacdio Mundial de Saide, como uma das seis mais
importantes doengas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e capacidade de
produzir deformidades (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

No Brasil, a LTA é uma das afec¢des dermatoldgicas que merece mais atengdo, devido
a sua magnitude, assim como pelo envolvimento psicolégico, com reflexos no campo social e
econdmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma doenca
ocupacional. Apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides
brasileiras. Nas ultimas décadas, andlises epidemioldgicas da LTA tém sugerido mudancas no
padrdao de transmissdo da doenca, inicialmente considerada zoonoses de animais silvestres,
que acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas. Posteriormente, a doenca
comegou a ocorrer em zonas rurais, ja praticamente desmatadas, e em regides periurbanas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Segundo Ministério da Saide (2007) pode-se dizer que no Brasil, a LTA apresenta trés
padrdes epidemioldgicos caracteristicos: o silvestre (a transmissdo ocorre em drea de
vegetacdo primdria e é, fundamentalmente, uma zoonose de animais silvestres, que pode
acometer o ser humano quando este entra em contato com o ambiente silvestre, onde esteja
ocorrendo enzootia); ocupacional e lazer (a transmissdo estd associada a exploracdo
desordenada da floresta e derrubada de matas para constru¢do de estradas, usinas
hidrelétricas, instalacdo de povoados, extracdo de madeira, desenvolvimento de atividades
agropecudrias, de treinamentos militares e ecoturismo); rural e periurbano (relacionado ao
processo migratério, ocupacdo de encostas e aglomerados em centros urbanos associados a
matas secundarias ou residuais).

A LV € endémica em 65 paises, com registro anual de mais de 90% dos 500 mil casos
novos concentrados nos paises fndia, Nepal, Sudao, Bangladesh e Brasil (ALVAR et al.,
2004; DESJEUX, 2004). Nas Américas, cerca de 90% dos casos humanos de leishmaniose
visceral (LV) tém sido registrados no Brasil e atualmente 20 (74%) das 27 Unidades
Federadas, apresentam casos autéctones (ALVES, 2006).

Nas duas tdltimas décadas, a LV reapareceu no mundo de forma preocupante. No
Brasil, epidemias urbanas foram observadas em vdrias cidades e a doenca tem sido verificada
como infec¢do oportunista em pacientes com HIV, a semelhanca do que se observa no sul da
Europa. Além disso, a expansdo da epidemia acometendo grupos de individuos jovens ou com
co-morbidades tem ocasionado nimero elevado de 6bitos. Observa-se que, nos ultimos anos,
a letalidade da LVA vem aumentando gradativamente, passando de 3,6% no ano de 1994 para
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6,7% em 2003, o que representa um incremento de 85%. A andlise parcial dos dados, em
novembro de 2004, demonstrou aumento de 26% na letalidade desta doenca (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

Epidemias de leishmaniose significativamente atrasaram a implementacdo de
numerosos programas de desenvolvimento, particularmente na bacia amazdnica, nas regides
tropicais dos paises andinos, Marrocos e Ardbia Saudita. A doenca tornou-se assim um sério
obstaculo ao desenvolvimento socioecondmico (WHO, 2012).

2.6.1 Nas Américas

Como descrito pelo escritério regional da Organizacdo Mundial de Satde (PAHO,
2007), as leishmanioses compdem um grupo de doencgas parasitarias de distribuicdo global
transmitida aos humanos pela picada de cerca de 30 espécies de flebotomineos infectados por
protozodarios do género Leishmania. Estima-se que 2 milhdes de novos casos ocorrem a cada
ano em todo o mundo, dos quais 1,5 milhdes de casos sao referentes a leishmaniose cutanea.
Estima-se que o nimero de pessoas infectadas ultrapassa 12 milhdes. No entanto, os dados
oficiais subestimam a realidade da aflicdo humana por esses protozodrios devido aos
seguintes fatos: a maioria dos dados oficiais obtidos sdo exclusivamente com base na detec¢ao
passiva; muitos casos nao siao diagnosticados; existe um grande nimero de pessoas
assintomdticas; e a leishmaniose exige notificagdo compulséria em apenas 32 dos 88 paises
endémicos no mundo. Nas Américas, casos do norte da Argentina até o extremo sul do Texas
foram relatados, com exce¢do do Chile e Uruguai.

De acordo com os dados sobre a LT relatados pela PAHO através Do Programa
Regional em Leishmaniose em 2006, os paises mais afetados foram Brasil, Colombia,
Paraguai, Venezuela, Panamd, Equador e Peru. No que diz respeito a LV, mais letal, os paises
reportaram mais de 5.000 casos, e o pais mais afetado € o Brasil. Os principais problemas que
podem ser observados sobre o tema s@o as seguintes: inacessibilidade ao cuidado do paciente;
falta de participacdo social organizada; uso de informagdes insuficientes para a tomada de
decisdes; a falta de tratamento; e a interacdo entre vetor € o homem (DIAS, 1998). Todos
esses fatores contribuem para a morbidade da leishmaniose, como observado na Regido das
Américas. A incidéncia de LV tem aumentado nos ultimos anos. Os sistemas de vigilancia sdo
insuficientes. Hd uma falta de recursos humanos treinados para as atividades de diagnéstico,
tratamento e medidas de controle. H4 falta de medicamentos para o tratamento atempado. O
Programa Regional, com o apoio do Programa Global, elaborado um plano de accdo para
2007, que inclui o seguinte: Determinar o peso da leishmaniose; padronizar as técnicas de
diagnéstico; fortalecer os recursos humanos; promover a descentralizagdo do programa de
prevencdo e controle de atividades de servicos dos paises de cuidados primérios; fortalecer o
sistema de vigilancia; capacitar a comunidade e procurar parcerias estratégicas (PAHO, 2007).

De acordo com Dunaiski (2006), no Brasil, a intensa acdo de desmatamento em
virtude da exploracdo da madeira, como exemplo, modificando o ambiente natural
favorecendo o contato de humanos e cdes com os flebotomineos, aumentam o risco de
adquirir leishmaniose.
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2.6.2 Leishmaniose Canina no Brasil

No Brasil, os primeiros relatos de caes naturalmente infectados por Leishmania
dermotrépica (LTC) foram descritos no inicio do século passado (PEDROSO, 1913). Desde
entdo, muito estudos feitos com possiveis reservatérios de Leishmania spp., conseguiram
encontrar cdes naturalmente infectados por vérias espécies causadoras de leishmaniose
tegumentar, como por exemplo: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) peruviana.
Casos de LTC sdao comumente diagnosticados em dreas onde a leishmaniose tegumentar
americana € endémica (BARRAL; COSTA, 2011).

A leishmaniose visceral canina (LVC) no Rio de Janeiro parece ter surgido quase
simultaneamente com a doenca humana, dadas as dificuldades iniciais na deteccao de animais
infectados entre 1977 e 1979 e a frequéncia relativa de cides infectados a partir de 1980,
conforme demonstrado pelos inquéritos caninos, apesar de suas variacdes metodoldgicas
(MARZOCHI et al., 1985). Em 1980, o Ministério da Saide do Brasil realizou um inquérito
canino em areas com novos casos humanos (Realengo, Bangu e Serra do Lameirao - Senador
Camard). Em Senador Camard, onde a infec¢do canina existia e apenas um caso humano foi
identificado.

Pesquisas foram realizadas apds descobertas de casos humanos nas encostas do litoral
do mesmo maci¢o (Campo Grande e Regido Administrativa de Jacarepagud), onde LTA ja
tinha sido relatada (LIMA et al., 1981). De 1982 a 1983, foi realizado inquérito canino, com
um total de 1.342 cdes examinados, para investigar a circulagdo de anticorpos anti-
Leishmania por meio de imunofluorescéncia indireta (COUTINHO et al., 1985). Neste
referido estudo, os autores observaram 4,3% destes animais sendo positivos no teste de IFI e,
constataram que estes vinham de dreas aonde sé haviam casos de LV (Realengo, Bangu e
Senador Camara) (COUTINHO et al., 1985).

Um inquérito soroldgico canino de 1984 a 1989 utilizando imunofluorescéncia em
22.828 caes demonstrou que animais de dreas somente com LV (Realengo, Bangu e Senador
Camard) mostraram um declinio na soroprevaléncia de 4,3% para 0,4%. A soroprevaléncia
em cdes de uma drea com as duas enfermidades, LV e LT (Campo Grande), diminuiu de
12,7% para 0,6%. Enquanto isso, na area conhecida como Pau da Fome na Regido
Administrativa de Jacarepagud (inclinacdo do litoral sudeste do macico da Pedra Branca),
onde apenas os casos humanos e caninos de LT tinham sido relatados, a soroprevaléncia
canina diminuiu de 8,6% para 1,8% (NUNES et al., 1991).

Segundo Marzochi et al. (2009), estas diminui¢cOes geralmente surgiram para
confirmar que as medidas profilaticas tomadas nestas dreas foram eficazes: retirada de caes
infectados, busca ativa e tratamento de casos humanos, e pulveriza¢do de casas e anexos com
inseticidas, independentemente de LV e LT ocorrerem isoladamente ou em conjunto .

Uma investigacao parasitoldgica recente foi realizada no Rio de Janeiro em 66 caes
sororreativos a Leishmania, capturados durante as atividades de controle de LV. O parasito foi
isolado de 80,3% dos animais: 12 (22,6%) apresentaram Leishmania (Viannia) braziliensis
exclusivamente das lesdes cutaneas, 39 (73,6%) apresentaram Leishmania (Leishmania)
infantum em diferentes locais no mesmo animal, e dois (3,8 %), mostraram isolados de
Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (L.) infantum, ambos de lesdes de pele em
diferentes locais, respectivamente. Esses achados confirmam que a co-infec¢dio com
Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (L.) infantum pode ocorrer. A existéncia de
infeccdo por Leishmania braziliensis e infecgdes mistas em caes de uma drea com LV humana

12



indica que a espécie Leishmania envolvida precisa ser identificada, a fim de reforcar a
vigilancia e medidas de controle (MADEIRA et al., 2006).

Segundo Souza et al. (2009) o estado do Rio de Janeiro € assinalado como area de
transmissdo esporddica de LVA, entretanto, esta doenca vem se dispersando para diferentes
areas do municipio do Rio de Janeiro (SOUZA et al., 2003), Angra dos Reis (Caso canino e
Humano 2002), Mangaratiba (1984 e 2001) e Itaguai (2006).

De maneira geral, caes formam um importante reservatério doméstico para o agente
etiolégico Leishmania infantum. A importancia do reservatério canino deriva do contato
proximo e frequente entre cdes e seres humanos, e o fato de que os animais podem apresentar
infeccdo assintomadtica, apesar de um alto grau de parasitismo na pele sa e visceras
(MARZOCHI et al., 2009).

2.7 Manifestacoes Clinicas das Leishmanioses

As diferentes espécies do género Leishmania produzem diferentes tipos de
manifestacdes clinicas que dependem da interacdo entre a resposta imune do hospedeiro
vertebrado e da invasividade, tropismo e patogenicidade deste parasito.

Durante a picada do fleb6tomo na pele ha lesdes na microvasculatura e formacao do
lago sanguineo, favorecendo o repasto do inseto. Além do parasito, componentes da saliva sao
inoculados e ambos irdo induzir a resposta imune local (DE MOURA et al., 2010). Observa-se
vasculite, principalmente nas bidpsias de lesdes recentes (MACHADO et al., 2002). Ocorre
espessamento dos vasos e endarterite obliterante com infiltrado inflamatério em torno dos
vasos, sendo observada uma vasculite leucocitoclastica. As vénulas com espessamento
parietal sdo localizadas em dreas de infiltrado inflamatdrio intenso. Tanto o espessamento
parietal como a presenca de trombos pode reduzir a luz dos vasos. Nas bidpsias de lesdes
recentes, observa-se necrose fibrindide da parede de vasos por vezes associada a necrose
dérmica (BARRAL; COSTA, 2011).

2.7.1 Humanos

Em Ministério da Saude (2007), foi descrita a classificacdo clinica para leishmaniose
tegumentar americana no Brasil: leishmaniose cutanea (forma cutanea tnica, forma cutinea
multipla, forma cutdnea disseminada, forma recidiva cutis, forma cutanea difusa) e
leishmaniose mucosa ou mucocutinea (forma mucosa tardia, forma mucosa concomitante,
forma mucosa contigua, forma mucosa primdria, forma mucosa indeterminada). Em alguns
casos, pode ocorrer infeccdo inaparente, ou seja, sem manifestacdo clinica, baseando-se em
resultados positivos de testes soroldgicos e intradermo reacdo de Montenegro em individuos
aparentemente sadios.

A tipica LT € indolor e costuma localizar-se em dreas expostas da pele; com formato
arredondado ou ovalado; mede de alguns milimetros até alguns centimetros; base eritematosa,
infiltrada e de consisténcia firme; bordas bem-delimitadas e elevadas; fundo avermelhado e
com granulagcdes grosseiras. Quando hé infecc@o bacteriana associada, pode haver dor local e
producdo de exsudato seropurulento que, ao formar crostas, recobre total ou de forma parcial
o fundo da tlcera. Muitas vezes, o uso de produtos topicos, ou infec¢ao secunddria, podem
causar eczema na pele ao redor da dlcera, modificando seu aspecto (forma ectimoéide). Outros
tipos de lesdes cutaneas menos frequentes podem ser encontrados. Podemos observar lesdes
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iniciais nodulares (com pequenas pdpulas, semelhantes a picada de inseto, que evoluem
aumentando em tamanho e profundidade e ulcerando posteriormente), vegetantes (aspecto
pailomatoso, imido e de consisténcia mole), e verrucosas (superficie seca, dspera, com
presenca de pequenas crostas e descamagdo) (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Ao redor da lesdo principal, poderdo surgir enduracdo subcutanea e papulas satélites
que podem coalescer formando placas. Caso ndo tratadas, as lesdes tendem a cura espontanea
em periodo de alguns meses a poucos anos, podendo também permanecer ativas por varios
anos e coexistir com lesdes mucosas de surgimento posterior. Nos casos de evolugdo para a
cura, podem formar cicatrizes atréficas, deprimidas, com superficie lisa, dreas de hipo ou de
hiperpigmentagdo e traves fibrosas. Algumas vezes podem tornar-se hipertréficas, ou podem
passar despercebidas, por sua colora¢io, tamanho, forma ou localizacio (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

Outra manifestacdo comum associada a leishmaniose € a linfadenopatia, a qual ocorre
em cerca de dois tercos dos pacientes com lesdo, podendo-se aumentar essa frequéncia
quando incluidos aqueles que apresentem pdpula cutanea, precedente ao desenvolvimento da
ulcera, nos casos de leishmaniose tegumentar. Muitas das vezes, o paciente pode ser
acometido por linfadenopatia localizada, mesmo na auséncia de lesdo tegumentar
(MACHADO et al., 2002; CARVALHO, 1995).

A partir de um estudo realizado em dreas endémicas da Bahia, Badaro et al. (1986) e
Marzochi e Marzochi (1994b) afirmaram que existem cinco tipos de apresentacdes da
Leishmaniose Visceral em humanos: assintomética; subclinica (observaram pacientes com
febre, hepatomegalia, aumento das globulinas e da velocidade de sedimentagdo globular na
auséncia de esplenomegalia); oligossintomédtica ou forma leve (ndo apresenta sintomas ou
ocorrem ocasionalmente; no exame clinico podem apresentar hepato e/ou esplenomegalia
leves); moderada (paciente apresenta uma histdria clinica de semanas a poucos meses de febre
varidvel com sudorese noturna, diarreia e astenia durante episddios febris, mas, com atividade
normal nos periodos sem febre; ao exame clinico apresentam hepatomegalia leve a
moderada); grave (progressao insidiosa, o que leva a um diagndstico tardio, as vezes, meses
ou anos com a doenca, o que leva a quadros com febre varidvel, astenia, anorexia, perda de
peso, aumento de volume abdominal, episdédios de diarreia, mais frequente em criangas, e
sangramentos). As formas mais graves apresentam fendmenos hemorrdgicos em pele e
mucosas, ascite ictericia, hipertensao arterial e infec¢des secunddrias. A morte ocorre por
complicagdes hemorrdgicas ou por infec¢des concomitantes que levam ao choque séptico no
paciente.

De acordo com o Manual de Leishmaniose Visceral Grave, a classificacdo descrita é
similar ao descrito anteriormente, dividindo em infec¢des inaparentes ou assintométicas,
doenca em periodo inicial, doenca em periodo de estado, doenga em periodo final, e forma
grave. E considerado um caso suspeito de leishmaniose visceral todo individuo com febre e
esplenomegalia, proveniente de drea com ocorréncia de transmissdo de LV ou de dreas sem
ocorréncia, mas desde que descartados os diagnésticos diferenciais mais frequentes na regido.
E considerado grave todo paciente de LV com desnutricdo grave, co-morbidades ou uma das
seguintes manifestagcdes clinicas: ictericia, fendmenos hemorrdgicos (exceto epistaxe), edema
generalizado, sinais de toxemia (letargia, ma perfusdo, cianose, taquicardia ou bradicardia,
hipoventilagio ou hiperventilacio e instabilidade hemodinimica) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).
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2.7.2 Cies e outros reservatorios

A Leishmaniose Tegumentar Canina (LTC) € caracterizada pela presenca de lesdes
cutaneas ulceradas ou vegetantes, frequentemente recobertas por crostas; Unicas, multiplas ou
confluentes, predominando nas extremidades, em &reas desprovidas de pelos e no focinho,
envolvendo a mucosa respiratéria. A evolucdo é prolongada, e pode apresentar
comportamento ciclico, ora com cicatrizagdo ora com exacerbacdo da lesao, e, ainda, pode
cursar de forma subclinica (ARAUJ O FILHO et al., 1978).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) pode apresentar um espectro de manifestacao
clinicas bem variadas, condicionadas a imunocompeténcia individual do animal, cujos sinais
clinicos mais comuns sdo as lesdes cutaneas, alopecia, descamacdo furfuricea,
hiperqueratose, apatia, emagrecimento, onicogrifose, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia
(SILVA et al., 2011).

De acordo com Benites et al. (2011), inicialmente, os sinais clinicos sao
linfadenomegalia superficial generalizada, edema de membros e dermatite esfoliativa,
inicialmente periorbital e nasal, e posteriormente disseminada, caracterizada por alopecia,
descamacao e onicogrifose.

Outros sinais como febre, apatia, diarreia, emagrecimento progressivo, €
ceratoconjuntivite sdo frequentes, apesar de ndo estarem presentes em todos 0s casos
(GENARO et al., 1988; DIAS et al., 1999).

Entretanto, segundo Marzochi e Marzochi (1994a) e Deane e Deane (1955), os caes
infectados, podem se apresentar assintomaticos por um longo periodo de tempo.

Quanto aos manuais de leishmaniose, alguns autores relatam a ocorréncia de
leishmaniose em outros animais domésticos, como em gatos e equinos. A Leishmaniose
Cutanea tem sido descrita em felinos em vdrios paises (HERVAS et al., 1999). Os sinais
tipicos incluem tlceras crostosas nos labios, focinho, palpebras e borda do pavilhdo auricular,
alopecias simétricas e descamagdo, e o aparecimento de nddulos no ouvido externo
(BERGEON 1927; GIORDANO 1993; BARNES et al., 1993; COSTA DURAO et al., 1994;
MERCHANT; TABOADA 1995). Entretanto, Leishmaniose visceral em gatos ndo é muito
comum, apesar de alguns poucos casos terem sido relatados na Asia, América e na drea do
Mediterraneo, onde o parasito foi detectado, com ou sem sinais da doengca (BERGEON, 1927;
GIORDANO, 1933; GIMENO, 1933; FERREIRA et al., 1938).

Aguilar e Rangel (1986) em trabalho realizado na localidade de Mesquita, municipio
de Nova Iguacu, Rio de Janeiro, detectaram parasitos do género Leishmania em ulceras de
pele de uma mula (Equus caballus x Equus asinus), onde casos cutaneos humanos e caninos
ocorreram. Ap0s esse achado, levou-os a procurar sistematicamente infeccdes por Leishmania
em equinos, resultando no encontro de 30,8% de animais parasitados, incluindo cavalos e
mula, onde alguns apresentaram como manifestacao clinica somente algumas lesdes cutaneas,
de onde foram isoladas formas amastigotas (AGUILAR et al., 1986).

2.8 Diagnéstico laboratorial

Tanto para o diagndstico da leishmaniose humana quanto a leishmaniose canina, os
métodos utilizados sdo semelhantes. Algumas adaptacdes sdo realizadas para utilizar
determinadas técnicas de maneira precisa e adequada naqueles acometidos pela leishmaniose.

No entanto, o diagndstico laboratorial canino por vezes baseia-se no diagndstico

15



parasitologico (exames de observacdo em lamina, histopatolégico ou cultura) ou sorolégico
(imunofluorescéncia indireta — IFI e ensaio imunoenzimdatico — EIE). Dentre esses, o mais
utilizados nos inquéritos sdo os métodos sorolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

O diagnostico laboratorial das leishmanioses se constitui fundamentalmente por trés
grupos de exames: parasitolégicos, imunolégicos e moleculares.

2.8.1 Parasitolégico

E o procedimento de primeira linha por ser mais rdpido, de menor custo e de facil
execugdo. A probabilidade de encontro do parasito € inversamente proporcional ao tempo de
evolucdo da lesdo cutdnea, sendo rara apés um ano. A infeccdo secunddria contribui para
diminuir a sensibilidade do método, dessa forma, deve ser tratada previamente. Como
procedimentos sdo adotados: escarificacdo, bidpsia com impressdo por aposicdo e pungao
aspirativa. A sensibilidade desta técnica poderd ser aumentada pela repeticdo do exame
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Outra técnica que pode ser utilizada € o isolamento em cultivo in vitro (meios de
cultivo). Este método € considerado um meio de confirmagdo do agente etioldgico que
permite a posterior identificacdo da espécie de Leishmania envolvida. Os fragmentos de pele
obtidos por bidpsia da borda da tlcera ou de pele integra sdo inoculados em meios de cultivo
NNN - Neal, Novy e Nicolle (Agar sangue modificado) e LIT (Live Infusion Trptose), entre
24°C e 26°C, nos quais o parasito cresce satisfatoriamente bem. Apds cinco dias, pode-se
encontrar formas promastigotas do parasito, entretanto a cultura deve ser mantida por até um
més em observagdo antes de liberar o laudo oficial. Eventualmente, pode-se utilizar material
proveniente das tlceras ou de linfonodos por pun¢do com tubo selado a vicuo contendo meio
de cultura (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Uma alternativa que € pouco utilizada para diagndstico parasitolégico pela
complexidade e alto custo € o isolamento in vivo (inoculagdes em animais). O material obtido
por bidpsia ou raspado de pele é triturado em solugdo salina estéril e inoculado via
intradérmica, no focinho e/ou patas de hamster (Mesocricetus auratus); as lesdes no animal,
em geral, desenvolvem-se tardiamente, a partir de um més. Esses animais devem ser
acompanhados por trés a seis meses. Apesar das desvantagens som relacdo ao custo e
realizacdo dos procedimentos, trata-se de uma técnica com elevada sensibilidade entre os
demais métodos parasitolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

2.8.2 Imunolégico

De acordo com Teva et al. (2009), o diagndstico sorolégico das doencas infecciosas
consiste na investigacdo da infeccdo no individuo ou na popula¢do, mediante a detecgdo,
quantificacdo e caracterizacdo de anticorpos anti-Leishmania circulantes no plasma/soro
sanguineo, no caso das leishmanioses. Os testes soroldgicos, que podem ser qualitativo ou
quantitativo, vém sendo constantemente empregados para auxiliar na confirmacao diagndstica
das suspeitas clinicas de infec¢des, permitindo a obtencao de resultados em curto espago de
tempo, em fun¢do de algumas caracteristicas que incluem a simplicidade de execucdo, baixo
custo operacional e a possibilidade de automagao.

A técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) permite realizar a pesquisa de
anticorpos contra os mais varidveis antigenos. O conjugado € uma imonuglobulina que
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reconhece a outra imunoglobulina como antigeno, ou seja, € uma anti-imunoglobulina ou
anticorpo secunddrio. A vantagem deste método € que o anticorpo pode estar ancorado a
superficie de qualquer antigeno e ainda assim serd reconhecido pelo conjugado. Uma vez que
o reconhecimento de uma imunoglobulina por outras se d4 pela regido estavel do fragmento
cristalizavel (por¢ao Fc), a ligacdo € espécie-especifica, conferindo ao método grande
especificidade. O método indireto se torna mais sensivel do que o direto, pois existem
normalmente mais epitopos na imunoglobulina para o conjugado se ligar. Quanto maior a
quantidade de conjugado maior serd a emissdo de fluorescéncia. De maneira geral, a técnica
de imunofluorescéncia apresenta niveis de sensibilidade que variam entre 70% e 90%, e
especificidade que varia de 85% a 99%. Por ser um método com perfil mais especifico, este é
mais utilizado em confirmagdes soroldgicas. Deve-se utilizar o método de imunofluorescéncia
sempre aliado a outro método mais sensivel para a realizagdo da triagem e fornecer os dois
resultados em combinagdo (TEVA et al., 2009).

A sua utilizagcdo pesquisando IgM e IgG séricas pode aumentar a sensibilidade, uma
vez que a primeira aparece mais precocemente (TEVA et al., 2009). No caso da forma
tegumentar da doenca, as lesdes multiplas (cutdnea ou mucosas) estdo associadas a titulos
mais altos. Entretanto, as lesdes mucosas apresentam titulos mais altos e persistentes que as
lesOes cutaneas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

O ensaio imunoenzimatico (EIE), quando efetuado em 6timas condi¢des (enzimas
altamente ativas, antigenos puros, substratos de alta qualidade, anticorpo e conjugado),
apresenta sensibilidade semelhante ao radioimunoensaio, com a vantagem de ndo ser
necessdrio utilizar material radioativo. A reag¢do € desenvolvida frequentemente em placas
plasticas de microdilui¢do (suporte), contendo séries de orificios, onde sdo depositados os
imunorreagentes, antigenos ou anticorpos, dependendo do objetivo do método. O processo de
revestimento da placa com o imunorreagente adequado denomina-se sensibilizacdo. O EIE €
empregado para a pesquisa de anticorpos, onde amostras de soro sdo colocadas para reagir
com antigenos imobilizados em uma fase sdlida (placas ja sensibilizadas de EIE).
Posteriormente, sdo revelados com auxilio de conjugado enzimético especifico levando a
formacdo de um produto corado ao agir sobre substrato cromogénicos (TEVA et al., 2009).

O teste imunocromatografico também vem sendo desenvolvido para o diagnéstico da
leishmaniose. O dispositivo de imunocromatografia € composto de uma membrana porosa de
celulose modificada e mebranas absorventes acessorias de fibra de vidro, contendo os
elementos de reagdo, ajustadas em um involucro de pldstico apropriado com uma janela para
se acrescentar a amostra de teste e outra para a leitura do resultado da rea¢do. O principio
deste teste baseia-se na reacao especifica antigeno-anticorpo e se constitui por uma fase sélida
(membrana porosa), onde estdo imobilizados os elementos de captura, e por uma fase médvel,
onde estdo suspensos o conjugado (que pode ser a proteina A, ligada ao ouro coloidal ou
outros conjugados disponiveis) e a molécula alvo da amostra. A fase mdével migra sobre a fase
sOlida por efeito de capilaridade conduzindo o complexo formado entre a molécula alvo e o
conjugado, que, por sua vez, serd retido na linha de captura da fase sélida, formando um
complexo macromolecular colorido visivel ao olho humano. Caso a amostra ndo contenha a
molécula alvo, esta linha de reacdo ndo se formard. Uma segunda linha de reacdo,
denominada linha controle, se forma pela captura do conjugado livre, que permite a
confirmacao da migragdo da fase movel (TEVA et al., 2009).

O teste intradérmico, conhecido mais comumente como Intradermoreacdo de
Montenegro (IDRM), fundamenta-se na visualizagao da resposta de hipersensibilidade celular
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tardia. Geralmente persiste positiva apds o tratamento, ou cicatrizagdo da lesdo cutinea
tratada ou curada espontaneamente, podendo vir a dar um resultado negativo nos individuos
fraco-reatores e nos precocemente tratados. Em dreas endémicas, a IDRM positiva pode ser
interpretada como leishmaniose anterior ou mesmo aplicagcdo anterior de antigeno de IDRM,
exposi¢ao ao parasito sem infeccdo, alergia ao diluente do teste ou reagdo cruzada com outras
soencas (doenca de Chagas, esporotricose, hanseniase, virchowiana, tuberculose,
cromomicose, entre outras). Segundo MINISTERIO DA SAUDE (2007), nas populagdes de
area endémica, na auséncia de lesdo ativa ou cicatriz, a positividade varia entre 20% e 30%. A
IDRM pode ser negativa nas primeiras quatro a seis semanas apds o surgimento da lesdo
cutanea e testes repetidos com poucas semanas de intervalo, com finalidade de diagndstico ou
inquéritos epidemiolégicos, podem induzir um “efeito reforco”.

Assim, em ambas as situacdes, os resultados devem ser interpretados com cuidado.
Ap6s a cura clinica, a IDRM pode permanecer positiva durante varios anos sendo, portanto,
de limitado valor para o diagndstico de reativacdo. Pacientes com leishmaniose mucosa
costumam apresentar IDRM exacerbada, com vérios centimetros de enduragdo e presenga da
vesicula no centro da reacdo, podendo ocorrer ulceracdo e necrose local. Na forma cutanea
difusa a IDRM costuma ser negativa (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Em relagio aos
cdes, apesar da utilizacdo do teste soroldogico (COUTINHO et al., 1985), o diagnéstico
também era concretizado por intradermoreagao (TAVORA et al., 2007). Posteriormente, com
a realizacdo de um inquérito sorolégico por Tdvora (2004), a partir deste estudo, a
imunofluorescéncia indireta passou a ser considerada diagndstico padrao para leishmaniose
tegumentar americana em humanos, sendo também utilizada como técnica de diagndstico
sorolégico em caes.

Outros exames imunoldgicos podem ser utilizados no diagndstico das leishmanioses
como o Western Blotting, Imunohistoquimica, entre outros. As técnicas de imunohistoquimica
ou imunocitoquimica sdo métodos altamente sensiveis e especificos para a detec¢do de
Leishmania sp. em tecidos. Para tanto, pode-se utilizar qualquer tecido fixado e processado
pelas técnicas usuais de microscopia, sendo que a pele, o figado e os 6rgdos linféides sdo os
mais utilizados (LAURENTI, 2009).

2.8.3 Molecular

Os métodos moleculares sdo pouco utilizados na rotina de diagnéstico, € mais
utilizados para fins de pesquisa. Contudo, acrescenta em sensibilidade quando utilizado com
os métodos parasitologicos tradicionais. Sdo diversas as técnicas utilizadas, e dentre elas
foram empregadas: PCR (Polymerase Chain Reaction) por hibridiza¢dao (minicirculos), PCR-
RFLP, PCR (G6PhD), PCR Real Time, entre outras. A dltima apresenta vantagens de utilizar
dados computadorizados, identificar e quantificar a espécie do parasito. Tem como
desvantagem o alto custo por necessitar de reagentes e equipamentos especiais, como
termociclador, e, além disso, realiza uma pequena quantidade de reacdes, sendo pouco
utilizado em inquéritos caninos que geralmente avaliam um grande nuimero de amostras
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Entretanto, as técnicas bio-moleculares vém sendo utilizadas amplamente em estudos
e projetos de pesquisas, como pode ser visto nos trabalhos de avaliacdo da técnica (NUNES et
al., 2007), ou mesmo de investigacdo canina (VELASQUES et al., 2006; COURA-VITAL et
al., 2011).
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Quanto a natureza das amostras coletadas para o diagndstico das leishmanioses, muitas
tém sido as alternativas descritas na literatura, desde utilizacdo de sangue total (NUNES et al.,
2007; CAVALCANTI et al., 2009), a capa leucocitiaria (ODORIZZI et al., 2006), material
proveniente de “swab” conjutival (GRAMICCIA et al., 2010; LEITE et al., 2010), aspirado de
linfonodo (VELASQUES et al., 2006), puncdo de medula 6ssea (THOMAZ-SOCCOL et al.,
2009), bidpsias de lesdes (BACHA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2010) ou fragmentos de
necrépsia como de figado e baco (GOMES et al., 2007).

2.9 Tratamento

As drogas de primeira escolha no tratamento das leishmanioses em humanos sido os
antimoniais pentavalentes (Sb™). A Organizacdao Mundial da Saide (OMS) recomenda que a
dose deste antimonial seja calculada em mg Sb*’/kg/dia, havendo dois tipos de antimoniais
pentavalentes que podem ser utilizados, o antimoniato de N-metilglucamina e o
estibogluconato de sédio, sendo este tltimo ndo comercializado no Brasil. Os
antimoniais pentavalentes sdo drogas consideradas leishmanicidas, pois interferem na
bioenergética das formas amastigotas de Leishmania. Tanto a glic6lise quanto a oxidag¢ao dos
acidos graxos, processos localizados em organelas peculiares, sdo inibidos, sendo que esta
inibicdo é acompanhada de reducdo na producio de ATP e GTP (MINISTERIO DA SAUDE,
2007).

O tratamento deve ser realizado de acordo com o tipo de leishmaniose e a
manifestacdo clinica encontrada. Além disso, de acordo com a portaria interministerial n.°
1426 de 2008 do Ministério da Saidde, é determinada a proibicdo da utilizacdo de
medicamentos de uso humano em animais. Sendo assim, pela auséncia de produtos
conhecidamente eficazes no mercado de medicamentos de uso veterindrio, reconhecido pelo
Ministério da Pecudria e Abastecimento, ndo é recomendado realizar o tratamento de animais
com leishmaniose. Apenas, nos casos de LTC, pode-se realizar tratamento de suporte, a fim de
evitar infec¢des secunddrias e promover higienizacdo das lesdes, melhorando e fomentando o
bem-estar do animal.

Contudo, o tratamento de animais doentes, de acordo com os Manuais de Vigilancia de
Leishmanioses, ndo ¢ uma medida aceita para o controle da leishmaniose, pois poderd
conduzir ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas para o tratamento de
casos humanos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

2.10 Prevencao e Métodos de Controle

Ap6s os primeiros surtos de LTA (1915, 1922 e década de 50), esta protozoose
manteve-se em baixissima propor¢ao, devido ao Programa de Controle de Maléria, onde as
aspersoes de inseticidas organoclorados (DDT) eram continuas nos domicilios de dreas rurais
(NERY-GUIMARAES, 1955). A interrup¢io desse programa contribuiu com o
recrudescimento da LTA e com a introdugdo da LVA no Rio de Janeiro em 1978 (MARZOCHI
et al., 1994).

De acordo com o Manual de Vigilancia, para evitar os riscos de transmissdo, algumas
medidas preventivas de ambientes individuais ou coletivos devem ser estimuladas, tais como:
o uso de repelentes, evitar a exposicdo nos hordrios de atividades do vetor (crepuisculo e
noite), uso de mosquiteiros de malha fina, bem como a telagem de portas e janelas, manejo
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ambiental por meio de limpeza de quintais e terrenos (a fim de alterar as condi¢des do meio
que propiciem o estabelecimento de criadouros para formas imaturas do vetor), poda de
arvores (para aumentar a insolacdo, a fim de diminuir o sombreamento do solo e evitar as
condi¢des favordveis, como temperatura e umidade, ao desenvolvimento de larvas de
flebotomineos), destino adequado do lixo organico, limpeza periédica dos abrigos de animais
domésticos, manuten¢do de animais domésticos distantes do intradomicilio durante a noite
(reduzindo a atragdo de flebotomineos para este ambiente), manter faixa de seguranca de 400
a 500 metros entre as residéncias e a mata (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Quanto as orientacdes dirigidas para o controle de vetores, para a indicagdo do
controle quimico por meio da utilizacio de inseticidas de acdo residual deverd ser
determinado através de andlises em conjunto dos dados epidemiolégicos e entomoldgicos.
Esta medida de controle vetorial é recomendada no ambito da protecdo coletiva, dirigida
apenas para o inseto adulto e tem como objetivo evitar ou reduzir o contato entre o inseto
transmissor € a populacdo humana no domicilio, consequentemente, diminuindo o risco de
transmissdo da doenca. Os produtos mais empregados sdo os inseticidas do grupo dos
piretréides (deltametrina, lambdacialotrina, alfacipermetrina, cipermetrina, ciflutrina e
betaciflutrina) (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Com relacdo aos hospedeiros, no caso da Leishmaniose Tegumentar, ndo sao
recomendadas acdes objetivando o controle de animais silvestres ou de animais domésticos.
Sobre os cdes, a eutandsia serd indicada somente quando os animais doentes evoluirem para o
agravamento das lesdes cutdneas, com surgimento de lesdes mucosas e infec¢des secundarias
que poderdo conduzir o animal ao sofrimento (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Com relagdo aos caes infectados por Leishmania infantum, recomenda-se a retirada
dos mesmos e posteriormente a realizacdo da eutandsia. Tal determinacdo ocorre pela forma
grave que a leishmaniose pode alcangar nos individuos infectados, e pelo fato do cdo ser
considerado um reservatorio potencial no ciclo desta zoonose. Este método de controle reflete
muitas polémicas no meio veterindrio por alguns pesquisadores através de trabalhos avaliando
a funcionalidade da retirada do animal no recrudescimento da doenga, e muitas vezes sugerem
que esta acdo € ineficaz (DIETZE et al., 1997; COURTENAY et al., 2002). Muitos destes
estudos demonstram que proceder a eutandsia destes animais nao contribui para a diminui¢ao
da enfermidade em &reas endémicas, e que a utiliza¢do de inseticidas no controle de vetores
funciona de maneira mais atuante (DYE, 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao das areas estudadas

O presente estudo foi realizado na microrregidao de Itaguai, a qual pertence a
mesorregido metropolitana do estado do Rio de Janeiro. Esta microrregido possui uma drea de
907,007 km? e, € composta por trés municipios: Itaguai, Seropédica e Mangaratiba.

A microrregido de Itaguai possui um clima caracterizado como tropical com estacdo
seca e chuvas no verdo (Aw) e estacdo de inverno bem definida segundo classificagdo de
Koppen-Geiger (PIEEL et al., 2007). Este clima apresenta temperatura média do més mais
frio do ano >18°C e temperatura média maxima acima de 25°C.

Seguem abaixo as respectivas coordenadas geograficas dos municipios:

e [taguai: 22° 51°08” latitude Sul; 43° 46’31 longitude Oeste; Altitude: 13 metros.
e Seropédica: 22° 44’ 38 latitude Sul; 43° 42° 27" longitude Oeste; Altitude: 26 metros.
e Mangaratiba: 22°57°35” latitude Sul; 44°02°26” longitude Oeste; Altitude: 18 metros.

Segundo informacdes divulgadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) apd6s o Censo 2010, as populacdes de Itaguai (100.362), Seropédica (76.045), e
Mangaratiba (34.966) somadas, totalizam 211.373 habitantes (IBGE, 2010).

Essa microrregidao é cortada por diferentes rodovias, o que facilita o deslocamento de
pessoas entre 0os municipios, assim como o desenvolvimento de atividades econdmicas ou de
turismo na regido. Além disso, faz divisa com diversos municipios (Rio de Janeiro, Nova
Iguacu, Queimados, Japeri, Paracambi, Pirai, Rio Claro e Angra dos Reis) (Figura 1).
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Figura 1. Localizacdo geografica da microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro, evidenciando os
municipios de Seropédica, Itaguai e Mangaratiba. Baseado no mapa multimodal desenvolvido
pelo DNIT (Departamento Nacional de Infrainstrutura de Transportes) em 2009.

3.2 Inquérito Canino
3.2.1 Tamanho da amostra e amostragem

Adotou-se a prevaléncia esperada para a microrregido de Itaguai de 19,6% baseando-
se nas médias entre as prevaléncias encontradas nos trabalhos realizados em diferentes areas
do Rio de Janeiro por Coutinho et al. (1985), Cabrera et al. (2003) e de Santos et al. (2005),
visto ndo haverem dados referentes a prevaléncia nos municipios da microrregido estudada.
Admitiu-se um intervalo de confianca de 95%, e margem de erro de 4%.

Desta forma, para estabelecer o nimero minimo de amostras para coleta na
microrregido de Itaguai, seguiu-se a equagao descrita por Sampaio (2002):

[n =1,96> xfﬁn (1- Pesp) }

Onde: n = tamanho da amostra; Py, = prevaléncia esperada; d? = precisdo absoluta desejada.
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Apés a aplicacdo desta formula, foi estabelecida a coleta de 378 amostras na
microrregido estudada.

A coleta das amostras foi realizada por conveniéncia ndo probabilistica, onde as
residéncias foram visitadas e, apds consentimento do proprietdrio ou responsdvel, os animais
foram submetidos aos exames clinicos e as amostras de sangue foram coletadas. O niimero
total de amostras coletadas na microrregido de Itaguai foi de 524, distribuidas da seguinte
forma: Itaguai (n=166) e Seropédica (n=220) e Mangaratiba (n=138), no periodo de abril de
2010 a abril de 2011.

Segundo informacdes do setor de vigilancia da Secretaria de Saidde do Estado, a
populacdo canina dos municipios é baseada na populacdo humana (critério adotado pelo
estado do Rio de Janeiro: 2,5% da populacdo humana de cada municipio). No entanto, apesar
de Seropédica ser o segundo municipio da microrregido em maior densidade demogréfica, foi
coletado maior ndmero de amostras, pois ¢ uma drea de alta concentracdo de animais
domésticos provenientes de outras localidades pela caracteristica de cidade universitria,
principalmente caes, por abrigar a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, assim como,
a existéncia do curso de Medicina Veterindria nesse campus, que atrai maior nimero de
animais junto aos estudantes ao municipio.

3.2.2 Visita as residéncias e aplicacao de questionario epidemiolégico

Em cada residéncia visitada, foi explicado ao proprietirio a razdo do estudo,
juntamente a conscientizacdo da necessidade deste tipo de trabalho, elucidando-o sobre as
doencas que possivelmente podem acometer seus animais. Apds o seu consentimento, foi
aplicado um questiondrio semi-estruturado (Anexo 1) na forma de entrevista, como
instrumento de investigacao, visando recolher informacdes inerentes aos proprietdrios (dados
pessoais, endereco, escolaridade, condi¢do financeira, entre outros), as condi¢des ambientais
do local (caracteristica do ambiente, se métodos profildticos contra vetores foram utilizados
etc.) e ao animal (sexo, idade, raca, porte, pelagem, pélo, habitos do animal, contato com
outras espécies, alteragdes clinicas, entre outras). Todas as informacdes adquiridas a partir de
questdes pré-estabelecidas foram tabuladas a fim de avaliar possiveis fatores associados a
sororreatividade de cdes a Leishmania spp.

3.2.3 Coleta de amostras de sangue

Uma amostra de 5 mL de sangue periférico foi coletada de cada animal através de
puncdo da veia cefdlica, e colocadas em tubo seco (sem anticoagulante), sendo devidamente
identificado e acondicionado em recipiente térmico e encaminhada ao Laboratério de
Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experimental de Pesquisa Parasitolégica W.O. Neitz
(E.E.P.P. W.O. Neitz), na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, para ser submetida a
centrifugacao.

Ap6s centrifugacdo dos tubos a 2500xg por 5 minutos, o soro foi separado, e
aliquotado em microtubos de polipropileno de 1,5 mL, identificados e acondicionados a -20°C
até o momento da realizacao dos ensaios sorolégicos.
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3.2.4 Inquérito Sorolégico

Para pesquisa de anticorpos especificos anti-Leishmania foram empregados os
seguintes métodos: imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico (EIE), ambos
fornecidos por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ-RJ, para se detectar animais sororreagentes a
Leishmania spp. Além disso, foi realizado o teste imunocromatografico para leishmaniose
visceral canina. Os ensaios soroldgicos foram realizados no Laboratério de Imunodiagnéstico
da Escola Nacional de Satde Publica (ENSP) da Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no
Rio de Janeiro. Foram considerados reagentes para leishmaniose (Leishmania spp.) os animais
que tiveram resultados positivos no EIE e IFI na titulacao de > 1:40. Além disso, realizou-se a
avaliacdo da concordancia entre os testes EIE e IFI, através da descricao de Laurentino-Silva
(1999), onde os resultados dos testes soroldgicos foram confrontados para a verificacdo da co-
positividade, co-negatividade e concordancia bruta.

a) Ensaio Imunoenzimatico (EIE)

As amostras de soro ap6s descongeladas, foram diluidas em solug@o contendo caseina,
seguindo as titulacdes desejadas (1:40; 1:80; 1:160). Como j4 descrito, foi utilizado o “kit”
fornecido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ-RIJ, conjunto acompanhado por uma microplaca
contendo cavidades, previamente sensibilizadas com antigeno Leishmania major-like. Foi
adicionado 100 pL dessa solucdo em cada cavidade, conforme padronizacdo do teste. Seguiu-
se a colocacdo da placa em cidmara imida incubada em estufa (sob 37°, durante 45 minutos).
Ap6s esse procedimento, a placa foi submetida a lavagem (seis repeti¢des, com intervalo de
60 segundos entre elas), onde 200 uL de uma solucdo contendo tampao fosfato-salino (PBS,
pH 7.2, 10x diluido) com um emulsificante (Tween®) foram adicionados em cada poco.
Posteriormente, 100 uL. do conjugado (anti-IgG de cdo marcada com a enzima peroxidase)
devidamente diluido, foram distribuidos em cada poco. A placa foi novamente colocada em
camara imida e incubada em estufa nas mesmas condi¢des ja descritas. A placa foi submetida
a nova lavagem. Com o objetivo de evidenciar a reacdo, utilizou-se uma substancia
cromdégena TMB (tetrametilbenzidina) que pela acdo da peroxidase com o perdxido de
hidrogénio forma um composto de coloracdo azul turquesa que ao adicionar-se o dcido
sulfirico (H,SO4) que interrompe a reagdo, passa a apresentar uma coloragdo amarela, em
caso da amostra ser reagente (Figura 2). Nas cavidades que ndo havia anticorpos especificos,
ndo houve desenvolvimento de cor.

A leitura foi realizada em leitora de microplacas a 450nm. Foram considerados
reagentes os animais que apresentaram valores acima do cutt-off, determinado utilizando os
resultados dos controles soronegativos confirmados, considerando a dilui¢ao > 1:40.

- b &b

antigeno + amostra + conjugado + substrato = reacgdo colorida
reagente

Figura 2. Esquema do ensaio imunoenzimatico, baseado no manual do conjunto diagndstico
EIE — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos.
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b) Imunofluorescéncia Indireta (IFI):

O teste de imunofluorescéncia indireta consiste no diagndstico soroldgico da
leishmaniose canina através da reacao de soros de cdes naturalmente infectados, com parasitos
do género Leishmania fixados em laminas de microscopia.

Foram considerados reagentes os soros que apresentaram fluorescéncia (Figura 3),
tomando-se como referéncia os soros controle positivo e negativo que foram incluidos em
cada lamina. O antigeno utilizado foi obtido a partir de promastigotas na fase logaritmica
provenientes de meios de cultura de Leishmania (L.) infantum.

Foram utilizadas para a sensibilizacdo das laminas, 10 pL. da suspensdo contendo
1,2x10° promastigotas/mL em cada poco. As laminas foram colocadas em estufa (sob 37°C,
por 30 minutos) para fixacdo do parasito. A seguir, os soros controle (positivo e negativo) do
teste e as amostras coletadas neste estudo foram devidamente diluidos (1:40; 1:80; 1:160) e
homogeneizados. Foram adicionados em cada pog¢o 10 pL das respectivas amostras diluidas,
com o objetivo de que anticorpos especificos se fixassem aos antigenos. As laminas foram
acondicionadas em cidmara umida e colocadas em estufa (sob 37°C, durante 45 minutos).
Posteriormente, foram submetidas a lavagem com PBS (pH 7,2). As laminas foram colocadas
em estufa (sob 37°C, por 30 minutos) para secagem. Em seguida, foi realizada a incubacgado
utilizando-se anticorpo anti-IgG de c@o conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FICT)
diluidos em PBS com o corante Azul de Evans. Novamente colocou-se as 1aminas em camara
umida e em estufa (sob 37°C, durante 45 minutos). Submeté-las a nova lavagem com PBS.
Apds a secagem das laminas, acrescentou-se gotas de glicerina e sobrepoie-se com laminula
para leitura no microscépio de imunofluorescéncia.

Foram consideradas reagentes as amostras que expressaram fluorescéncia com
refringéncia na diluicdo > 1:40, na andlise por microscopia especifica.

<> + % + S = <>§ ~  +luz azuliultravioleta

parasitos + amostras + conjugado = fluorescéncia
reagentes

Figura 3. Esquema do teste de imunofluorescéncia indireta (reagcdo positiva), baseado no
manual do conjunto diagndstico IFI — Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos.

¢) Teste Rapido Imunocromatografico de Duplo Percurso (TR DPP® - Leishmaniose Visceral
Canina)

Segundo a descricao feita por Schubach (2011), o teste rdpido imunocromatografico
de duplo percurso (TR DPP®) emprega uma combinacdo de proteina A conjugada com
particulas de ouro coloidal e antigenos recombinantes para Leishmania K28 (fragmentos K26
e K39). Entre esses antigenos, a proteina recombinante K39 (rK39) estd incluida, que consta
de uma sequencia de 39 aminoacidos clonada da regido quinase de Leishmania infantum,
complexo donovani-especifico (ASSIS et al., 2008). Sao ligados a fase sélida de uma
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membrana de nitrocelulose, para detectar anticorpos especificos para Leishmania infantum em
sangue total, soro ou plasma. O conjunto diagnéstico é composto por uma plataforma de base
plastica (Figura 4) com dois pocos que dio acesso a uma tira cada. A primeira € a condutora
da amostra, sendo composta por leito de aplicacdo da amostra e membrana e cartdo laminado
(S1). A segunda tira detecta anticorpos da amostra, sendo composta por leito com conjugado,
membrana de absorcdo residual e cartdo laminado (S2). Além disso, o conjunto diagndstico
vem acompanhado por um frasco de solugdo tampdo, uma al¢a para coleta da amostra e uma
lanceta. A tira S1 serve para conduzir a amostra a tira S2, onde a reagdo imunocromatografica
acontece. A tira S2 possui uma linha transversal com antigeno. Se houver anticorpo, forma-se
um complexo que liga ao conjugado e aos anticorpos da amostra, produzindo uma coloragao
rosada, classificando a amostra como reagente. Na auséncia desta, ndo se observa a coloragdo.
O conjugado que ndo se ligou continua o percurso ao longo da membrana e passam por uma
area contendo anticorpos inespecificos, corando a regido de controle. Este controle serve para
demonstrar que a amostra e os reagentes foram devidamente aplicados e que migraram através
do dispositivo. O tampao facilita o fluxo lateral e promove a ligacdo dos anticorpos aos
antigenos.

Figura 4. Platarforma pléstica com dois pocos por onde sdo conduzidas amostra e solucio
tampao, ocorrendo a reagdo do TR DPP®.

Neste estudo, preferiu-se realizar o teste rdpido apds centrifugacdo das amostras no
laboratério, adotando a utilizacdo do soro, ao invés de sangue total ou plasma. Com uma
pipeta apropriada coletou-se SuL de soro previamente descongelado e aplicou-se no poco de
n° 1, adicionando em seguida duas gotas de tampao. Apds cinco minutos, foram aplicadas
quatro gotas do mesmo tampdo no pogo de n° 2 e aguardou-se 10 minutos. A leitura foi
realizada visualmente, observando as linhas do teste e do controle macroscopicamente
evidentes, diretamente na plataforma pldstica. A reacdo foi considerada positiva, ao ser
formado um complexo macromolecular colorido (linha visivel), banda referente a amostra
testada, e uma segunda linha de reacdo, determinada linha controle, para validacdo do teste. O
teste foi considerado negativo, quando apenas a banda referente ao controle apareceu. Quando
nenhuma banda foi visualizada, o teste foi considerado invélido e repetido, utilizando um
novo Kkit.

O resultado do teste imunocromatografico foi realizado no intuito de detectar
especificamente cdes com anticorpos contra L. infantum. E foram considerados reagentes para
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leishmaniose visceral, aqueles que tiveram resultados positivos na IFI, EIE e TR DPP®. Os
testes rapidos reagentes foram repetidos com a mesma amostra (duplicata), e nos casos em
que o resultado persistiu, os animais foram submetidos a nova coleta de amostra de sangue
para realizar novo teste rapido.

O critério utilizado para a leitura do teste (Anexo II) seguiu as recomendagdes do
manual descrito por Bio-Manguinhos, FIOCRUZ/R]J.

3.3 Principios éticos

Os procedimentos realizados nos animais desse estudo foram aprovados pela
COMEP/UFRRIJ (Comissdo de Etica na Pesquisa da UFRRJ) sob o protocolo N.° 124/2011,
informando que este projeto de pesquisa que estd sob o processo 23083.005908/2011-01,
atende aos principios basicos e éticos para pesquisa envolvendo o uso de animais (Anexo III).
Todos os procedimentos foram realizados por uma equipe de médicos veterindrios
capacitados.

3.4 Avaliacio dos resultados e analise estatistica

Os resultados dos exames sorolégicos (positivos na IFI e EIE, sob a titulagdo de 1:40)
foram comparados e associados as varidveis obtidas através do questiondrio aplicado aos
proprietérios dos animais através da andlise ndo paramétrica pelo Teste de Qui quadrado (X7)
e/ou Exato de Fisher, em nivel de 5% de significancia. Os resultados obtidos (sob a titulacdo
1:40) foram submetidos ao teste de McNemar em nivel de 5% de significancia, a fim de
avaliar a discordancia entre os exames utilizados no diagndstico. Todas as andlises utilizaram
o programa Bioestat 4.0 (AYRES, 2000).

27



4 RESULTADOS

4.1 Inquérito Sorologico
4.1.1 Imunofluorescéncia indireta (IFI) e Ensaio Imunoenzimatico (EIE)

A partir das 524 amostras submetidas aos testes sorologicos, foram dectados 148
(28,24%) animais sororreagentes para Leishmania spp. em ambas as técnicas (IFI e EIE na
titulagdo > 1:40), durante inquérito compreendido no periodo de abril de 2010 a abril de 2011.

Do total de amostras de soro analisadas através da reacdo de imunofluorescéncia
indireta (IFI) (Figura 5), em 148 (28,24%) foram detectados anticorpos para Leishmania spp.

Ao realizar o ensaio imunoenzimatico (EIE) das 524 amostras, 270 (51,53%) foram
reagentes (Tabela 1).

Figura 5. a) Observacdo de amostra positiva (titulacdo de 1:160), através de microscopia de
imunofluorescéncia. b) Demonstracao de amostra negativa (titulagao 1:160).

Tabela 1. Relacdes de concordancia entre os testes de IFI e EIE sob a titulacio > 1:40.

IFI
Positivo Negativo Total
Positivo 148 (28,24%) 122 (23.29%) 270 (51,53%)
EIE  Negativo 0 (0%) 254 (48,47%) 254 (48,47%)
Total 148 (28,24%) 376 (71,76%) 524 (100%)
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A relagdo de co-positividade EIE/IFI foi de 54,82%, e a de co-negatividade EIE/IFI foi
de 100%; a co-positividade IFI/EIE foi de 100% e a co-negatividade IFI/EIE foi de 67,55%. A
concordincia bruta obtida foi de 76,51%.

Os testes IF1 e EIE foram considerados discordantes (p<0,0001) na titulacao de 1:40.

Em relagcdo ao titulo de anticorpos, as amostras que foram reagentes a titulacdo de
1:40, foram tituladas até 1:160. Na IFI, das 148 amostras que foram reagentes a 1:40, apenas
44 (29,73%) continuaram a reagir na titulacdo de 1:80, e somente 11 (7,43%) titularam a
1:160. No EIE, do total de 270 amostras reativas na titulacdo de 1:40, observamos que 208
(77,04%) foram sororreagentes quando tituladas a 1:80, e que somente 119 (44,07%)
reagiram na titulacdo a 1:160.

4.1.2 Teste Rapido DPP® para leishmaniose visceral canina

Dos animais avaliados pelo TR DPP®, somente 20 foram reagentes ao primeiro exame.
Foi realizada busca ativa a esses animais para serem submetidos a nova coleta de sangue. No
entanto, dos 20 animais inicialmente considerados positivos ao exame realizado apds primeira
coleta de sangue, somente dois animais foram encontrados durante a segunda visitagdo. Dos
18 animais restantes, cinco faleceram, e os outros ndo foram encontrados. Dos animais que os
proprietarios informaram falecimento, um deles foi relativo a adoecimento e os outros por
atropelamento.

As duas novas amostras coletadas na segunda visita, apds serem submetidas a
repeticdo do TR DPP®, apresentaram resultado negativo.

Sendo assim, ao final foram considerados positivos 18 (0,03%, n=18/524) animais no
TR DPP®. Entretanto, somente oito desses animais, foram também reagentes na IFI e no EIE,
considerando-os como reagentes para leishmaniose visceral.

Com excecao de dois dos exames, em que as bandas formadas apresentaram-se bem
definidas e com intensidade de cor satisfatoria, pode-se observar que os outros 16 testes
formaram bandas ténues, com pouca intensidade de cor (Figura 6), diferenciando-se dos
resultados negativos (Figura 7). Por se tratar de um teste qualitativo, a leitura seguiu as
recomendacdes do manual para realizacdo dos testes como descritas e exemplificadas no
Anexo II.

Somente um dos animais testados positivamente, amostra nimero 73 (Figura 6)
apresentava-se com clinica de leishmaniose visceral, como emagrecimento observado pelo
proprietario em pouco tempo, apatia, inapeténcia e sinal de onicofrifose. Além disso, como
histérico deste animal, o proprietario relatou que o mesmo tinha origem no municipio de
Governador Valadares-MG, e foi trazido com poucos meses de idade para Seropédica-RJ. A
fémea, mae deste animal, teve leishmaniose visceral diagnosticada em Governador Valadares,
e faleceu poucos meses apds a paricdo em que nasceu este cdo. Ainda nesse histérico, foi
relatado que os outros filhotes provenientes desta mesma pari¢do faleceram com sinais de
leishmaniose visceral poucos meses depois.

29



Figura 6. Leitura positiva dos testes rdpidos TR DPP®. Observar a intensidade de cor e
defini¢do das linhas formadas no momento da reacao de diferentes amostras (73, 52, 165).

Figura 7. Imagem demonstrativa de resultados negativos encontrados durante a realizacdo da
leitura dos testes réapidos TR DPP®.

4.2 Fatores associados as caracteristicas inerentes aos cies sororreagentes a Leishmania
spp.

Foram selecionadas as amostras positivas no EIE (titulacdo de 1:40) para realizacio da
IFI (titulagc@o de 1:40), funcionando o EIE como teste de triagem das amostras. Os animais
sororreagentes em ambos os testes foram incluidos no estudo epidemiolégico.

No presente estudo, foi verificada associacdo (p<0,05) entre as varidveis: definicdo
racial, faixa etdria, cor da pelagem e presenca de ectoparasitos (Tabela 2).

As varidveis relacionadas com o hospedeiro que ndo apresentaram associacao (p>0,05)
com a reatividade nos exames soroldgicos foi sexo, tamanho do pélo, porte do animal, escore
corporal e comportamento do animal. Entretanto, observou-se que fémeas (RF=1,09,
p=0,3076), assim como animais com pélo curto (RF=1,46, p=0,0552), e magro (RF=2,08,
p=0,1284) apresentaram maior frequéncia de soropositividade para leishmaniose.
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Tabela 2. Frequéncia de caes sorreagentes a Leishmania spp., em fun¢ao do sexo, faixa etéria,
raca, cor da pelagem, tamanho do pélo, porte do animal, escore corporal, comportamento do
animal e presencga de ectoparasitos na Microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro no
periodo de abril de 2010 a abril de 2011.

Fatores N Sororreagentes a ~ RF IC 95% p-valor
Leishmania spp.
n %0
Sexo do cao
Macho 280 76" 27,14 1 - -
Fémea 244 72* 29,51 1,09 0,83al1,43 0,3076
Faixa etaria
< 6 meses a <2 anos 171 41° 2398 1 - -
>2 anos a < 5 anos 153 542 35,29 1,47 1,05a2,07 0,0174
> 5 anos 200 53%® 26,50 1,11 0,78a1,57 0,3309
Definicao racial
Sem raga definida 366 118* 32,24 1,70 1,19a2,42 0,014
Raca definida 158 30° 18,99 1 - -
Cor da pelagem
Clara 217 48" 22,12 1 - -
Escura 168 49° 29,17 1,32 094a1,8 0,0720
Duas ou trés cores 139 512 36,69 1,66 1,19a2,31 0,0020
Tamanho do pélo
Curto 265 82° 30,94 1,46 093a229 0,0552
Médio 174 48° 27,59 1,03 0,65al1,63 04805
Longo 85 18° 21,18 1 - -
Porte do animal
Pequeno 164 37% 22,56 1 - -
Médio 281 87* 3096 1,37 098a191 0,0362
Grande 79 24° 30,38 1,35 0,87a2,09 0,1233
Escore corporal
Magro 52 18 3462 2,08 0,69a6,23 0,1284
Normal 454 127° 2797 1,68 0,59a4,77 0,2165
Obeso 18 3 16,67 1 - -
Comportamento
Triste 30 8 26,67 1 - -
Ativo 494 140° 28,34 1,06 0,58a1,96 04955
Presenca de ectoparasitos
Sim 341 116 34,02 1,95 1,37a275 <0,0001
Nio 183 32 1749 1 - -

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher (p>0,05).

N: Numero de animais examinados nos testes soroldgicos; n: nimero de animais soropositivos; RF: Razdo de
Frequéncia; IC: Intervalo de Confianca.
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4.3 Fatores associados aos caracteres extrinsecos aos cdes (origem, habitos,
comportamento e manejo) sororreagentes a Leishmania spp.

Ao analisar os fatores associados aos caracteres extrinsecos aos caes, pode-se observar
que muitas das varidveis observadas apresentaram associac¢ao (Tabelas 3 e 4).

As varidveis relacionadas a origem do animal que apresentaram associacao
significativa (p<0,05) com a sororreatividade dos animais a Leishmania spp. foram:
municipio de domicilio do cdo; se o domicilio localiza-se na zona rural ou urbana; se o
animal nasceu na propriedade ou ndo; origem do animal. A varidvel referente ha quanto
tempo o animal reside na propriedade, ndo apresentou associacdo significativa (p>0,05)
(Tabela 3).

Dentre os municipios avaliados, Seropédica (RF=3,25, p<0,0001), seguido de Itaguai
(RF=2,10, p=0,0024) apresentaram as maiores frequéncias de animais soropositivos a
Leishmania spp. Animais errantes (RF=3,12, p<0,0001), e de area rural (RF=1,67, p=0,0002)
apresentaram-se mais propensos a serem sororreagentes a leishmaniose.

Tabela 3. Frequéncia de caes sororreagentes a Leishmania spp., em funcdo dos caracteres
extrinsecos que envolvem a origem dos animais amostrados na Microrregido de Itaguai,
estado do Rio de Janeiro, no periodo de abril de 2010 a abril de 2011.

Fatores N Sororreagentes a FR 95% 1C p-valor
Leishmania spp.
n %0
Municipio da microrregiao
Seropédica 220 88" 40,00 3,25 2,02a521  <0.0001
Itaguai 166 43° 2590 2.10 1,26a3,52 0.0024
Mangaratiba 138 17°¢ 12,32 1 - -
Area em que reside
Rural 249 89° 35,74 1,67 1,26 a2,21 0,0002
Urbana 275 59° 21,45 1 - -
Animal é nascido na propriedade?
Sim 161 44° 27,33 1,07 0,78a145 0,3860
Niao 343 88" 25,66 1 - -
Animais errantes 20 16° 80,00 3,12 2,35a4,14 <0,0001

Se ndo nasceu na propriedade,
de onde veio?

Do municipio de Seropédica 106 39* 36,79 3,15 1,51 a 6,61 <0,0001
Do municipio de Itaguai 71 15° 21,13 1,81 0,79 a4,15 0,1134
Do municipio de Mangaratiba 60 7° 11,67 1 - -
De fora da microrregido de Itaguai 55 10° 18,18 1,56 0,64 a 3,81 0,2357
Nio sabe 51 17° 33,33 2,86 1,29 a 6,34 0,0057
Ha quanto tempo o animal reside na
propriedade?
< 6 meses a < 2 anos 182 47% 25,82 1 - -
> 72 anos a < 5 anos 158 50* 31,65 1,23 0,88a1,72 0,1434
> 5 anos 184 51° 27,72 1,07 0,76 a 1,51 0,3856

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher (p>0,05).

N: Ndmero de animais examinados nos testes soroldgicos; n: nimero de animais soropositivos; RF: Razdo de
Frequéncia; IC: Intervalo de Confianca.
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Quanto aos hébitos do animal (Tabela 4), foi observada associa¢do significativa
(p<0,05) em todas as varidveis analisadas: se vive dentro da residéncia; locais de acesso do
animal; se tem contato direto com outras espécies; quais as espécies que tem contato; hédbito
do animal; se apresenta abrigo; e tipo de ambiente em que o animal passa a maior parte do
tempo. Animais que vivem fora da residéncia (RF=1,42, p=0,0197) apresentaram maior
chance de soropositividade a Leishmania spp. A categoria com relagdo ao acesso aos locais de
matas, corregos ou pastagem (RF=2,81, p=0,0007) apresentou mais animais sororreagentes,
assim como as categorias sobre os animais que vivem soltos (RF=1,66, p=0,0073), ou presos
durante o dia e soltos a noite (RF=1,47, p=0,1738). Caes que mantiveram contato com outras
espécies de animais (RF=1,76, p<0,0001), principalmente animais de producdo e de
companhia (RF=2,66, p=0,0020) mostraram as maiores frequéncias de soropositividade.

Tabela 4. Frequéncia de caes sorreagentes a Leishmania spp., em fung¢do dos caracteres
extrinsecos que envolvem os habitos dos animais amostrados na Microrregido de Itaguai,
estado do Rio de Janeiro, no periodo de abril de 2010 a abril de 2011.

Fatores N Sororreagentesa  FR 95% IC p-valor
Leishmania spp.
n %
Animal vive dentro da residéncia
Nao 363 113* 31,13 1,42 1,02a1,98 0,0197
Sim 160 35" 21,88 1 - -
Locais de acesso do animal
Ambiente Urbano 193 40° 20,73 1,60 0,76 a 3,37 0,1382
Matas, cérregos e pastagens 277 101° 36,46 2,81 1,39a5,71 0,0007
Quintal/mantido preso 54 7° 12,96 1 - -
Contato com outras espécies
Sim 224 84 37,50 1,76  1,33a2,31 <0,0001
Nio 300 64" 21,33 1 - -

Quais as espécies que tem contato?
Animais de produgio e de companhia 55 26% 47,27 2,66 1,34a5,29 0,0020

Animais de producio 78 36* 46,15 2,60 1,33a5,09 0,0015

Animais de companhia 46 14 30,43 1,71 0,80 a 3,68 0,1220

Aves/ animais silvestres 45 g° 17,78 1 - -
Habito do animal

Solto 372 116* 31,18 1,66 1,10a2,52 0,0073

Sempre preso 112 21° 18,75 1 - -

Preso de dia/solto a noite 40 11 27,50 1,47 0,78 a2,76 0,1738
Apresenta abrigo?

Sim 358 74" 20,67 1 - -

Nao 166 74 44,58 2,16 1,66a2,81 <0,0001

Ambiente em que o animal passa a
maior parte do tempo

Predominantemente de terra 338 110° 32,54 1,87 1,30a2,70 0,0002
Cimentado e/ou ladrilhado 167 29° 17,37 1 - -
Grama e/ou pasto 19 9° 47,37 2,73 1,53 a4,86 0,0028

“Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher (p>0,05).

N: Numero de animais examinados nos testes soroldgicos; n: nimero de animais soropositivos; RF: Razdo de
Frequéncia; IC: Intervalo de Confianca.
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Com relagdo ao manejo estabelecido pelo proprietdrio aos animais (Tabela 5), as
varidveis relacionadas (qual o tipo de alimentacdo; se recebe tratamento contra ectoparasitos;
quais as condi¢des de limpeza do ambiente; se faz o recolhimento das fezes; se o animal tem
assisténcia veterindria; e frequéncia do banho) apresentaram associagdo significativa (p<0,05).

Em relacdo as condicdes de limpeza do ambiente, observou-se que 33,85% (n=87/257)
dos animais amostrados que foram submetidos a viverem em ambiente onde o manejo de
limpeza foi classificado como moderado ou ruim (RF=1,48, p=0,0035) foram soropositivos a
Leishmania spp.

Tabela 5. Frequéncia de cdes sorreagentes a Leishmania spp., em funcdo dos caracteres
extrinsecos que envolvam o manejo estabelecido pelo proprietdrio aos animais amostrados na
Microrregidao de Itaguai, estado do Rio de Janeiro, no periodo de abril de 2010 a abril de
2011.

Fatores N Sororreagentesa  FR 95% 1C p-valor
Leishmania spp.
n %o
Tipo de alimentacao
Racio 234 53 22,65 1 - -
Comida caseira 290 95% 32,76 1,45 1,08 a 1,93 0,0070
Recebe tratamento ectoparasiticida
Sim 389 90 23,14 1 - -
Nio 135 58? 42,96 1,86 1,42t02,42 <0,0001
Condicoes de limpeza do ambiente
Satisfatéria 267 61° 22,85 1 - -
Moderada ou Ruim 257 87? 33,85 1,48 1,12a 1,96 0,0035
Recolhimento de fezes
Sim 374 82 21,93 1
Nio 150 66° 44,00 2,01 1,54a2,61 <0,0001
O cao tem assisténcia veterinaria?
Sim 242 42° 17,36 1 - -
Nio 282 106* 37,59 2,17 1,58a296  <0,0001
Frequéncia de banho
Semanal 113 26™ 23,01 1,15 0,65 a2,02 0,3787
Quinzenal 63 17% 26,98 1,35 0,73 22,48 0,2219
Mensal 75 15° 20,00 1 - -
Outros 273 90° 32,97 1,65 1,02 a2,67 0,0214

“Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher (p>0,05).
N: Ndmero de animais examinados nos testes soroldgicos; n: nimero de animais soropositivos; RF: Razdo de Frequéncia; IC: Intervalo de
Confianga.

4.4 Fatores associados aos aspectos clinicos observados nos caes sororreagentes a
Leishmania spp.

Ao analisar os achados clinicos observados nos animais durante o inquérito, podemos
obter as varidveis: turgor, coloracdo de mucosas oral e ocular, linfadenopatias, onicogrifose
(Figura 8b), dermatopatias em geral, secre¢do e/ou corrimento ocular, e histdrico de epistaxe,
rinorragia e gengivorragia. Todas as varidveis ndo tiveram associacao significativa (p>0,05),
com excecdo das dermatopatias em geral (p<0,05) encontradas (Tabela 6).

Em relacio as dermatopatias (RF=1,41, p=0,0186), encontramos animais com

34



diferengas tipos de alteragdes, desde descamacdes secas, hiperqueratoses (Figura 8a),
eczemas, seborréias oleosas, alopecias, até ulceragdes de mucosa (Figura 8a e 9b) e lesdes no
pavilhdo auricular (Figura 10a, 10b e 10c) (chamadas vulgarmente de lesdo em ponta de
orclha).

Figura 8. a) Cadela sororreagente a Leishmania spp. encontrada na localidade de Mazomba
no municipio de Itaguai, Rio de Janeiro, apresentando lesdo ulcerativa e hiperqueratose no
focinho. b) Extermidade distal do membro anterior direito apresentando lesdo com aspecto
ulcerativo imido, e sinal de onicogrifose.

Figura 9. a) Animal sororreagente a Leishmania spp. encontrado na localidade de Mazomba
no municipio de Itaguai, Rio de Janeiro, apresentando lesdo na mucosa nasal e inicio de
ulceracao na pdlpebra esquerda (seta). b) Fémea apresentando-se com escore corporal magro.
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Figura 10. a,b) Lesdes no pavilhdo auricular de dois animais pertencentes ao municipio de
Itaguai, RJ. c¢) Animal do municipio de Mangaratiba, RJ, com lesdo ulcerativa no pavilhdo
auricular esquerdo (seta).

Os achados clinicos como as linfoadenopatias, onicogrifose, e secrecdes oculares
foram encontrados em poucos animais durante o inquérito. Em relag¢do as linfoadenopatias
(RF=1,58, p=0,1319), podemos observar que dos animais que apresentaram essa alteracao
clinica, 43,75% (n=7/16) foram sororreagentes a Leishmania spp. Quanto aos animais que
apresentaram onicogrifose (RF=1,40, p=0,3159), pode-se observar que 40% (n=4/10) foram
reagentes nos exames soroldgicos. Com relagdo aqueles animais encontrados com secrecao
e/ou corrimento ocular (RF=1,80, p=0,1173) foram mais sororreativos em ambos os testes IFI
e EIE sob a titulacdo > 1:40.

Tabela 6. Frequéncia de cdes sorreagentes a Leishmania spp., em funcdo dos aspectos
clinicos observados nos animais na Microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro, no
periodo de abril de 2010 a abril de 2011, durante a realizacio do estudo.

Fatores N  Sororreagentesa FR 959% IC p-valor
Leishmania spp.
n %o
Turgor
Normal 499 141* 2826 1,01 0,53a1,92 0,4208
Diminuido 25 7¢ 28,00 1 - -
Mucosa oral
Hipocorada 108 25?2 23,15 1 - -
Normocorada 413 1228 29,54 1,28 0,88a1,86 0,1162
Congesta 3 1# 33,33 1,44 0,28a7,40 0,3897
Mucosa ocular
Hipocorada 132 36% 2727 1,64 0,27a10,01 0,4592
Normocorada 386 111 28,76 1,73 0,29a10,40 0,4226
Congesta 6 12 16,67 1 - -
Linfadenopatias
Sim 16 72 4375 1,58 0,89a2,80 0,1319
Nio 508 141* 27,76 1 - -
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Onicogrifose

Sim 10 4 40,00 1,43 0,66a3,09 0,3159
Nio 514 144* 28,02 1 - -
Dermatopatias e outras alteracoes
dermatologicas
Sim 109 40° 36,70 141 1,05a1,89 0,0186
Nio 415 108" 26,02 1 - -
Secrecao ocular ou corrimento
Sim 10 5 50,00 1,80 095a3,39 0,1173
Nao 514 143* 27,82 1 - -
Historico de epistaxe, rinorragia,
gengivorragia
Sim 23 8 34,78 1,24 0,70a2,22 0,3172
Nao 501 140 27,94 1 - -

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher (p>0,05).

N: Numero de animais examinados nos testes soroldgicos; n: nimero de animais soropositivos; RF: Razdo de
Frequéncia; IC: Intervalo de Confianga.

4.5 Caracteristicas inerentes aos proprietarios e as residéncias localizadas na
microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro, associados aos cies residentes com resultado
sororreagente a Leishmania spp.

Durante o inquérito foram visitadas 217 residéncias na microrregido de Itaguai, Rio de
Janeiro, das quais 110 (50,69%) pertenciam ao municipio de Seropédica, 71 (32,72%) ao
municipio de Itaguai, e 36 (16,59%) ao municipio de Mangaratiba. Das 217 residéncias
visitadas, 101 (46,54%) pertenciam a zona rural e 116 (53,46%) a zona urbana.Quanto as
outras varidveis avaliadas como o tipo de vegetacdo predominante no entorno da residéncia,
presenca de animais silvestres, se utiliza produtos inseticidas no ambiente, nivel sdcio-
econdmico e de escolaridade dos proprietarios ndo apresentaram associag¢do (p>0,05) com a
sororregatividade dos caes a Leishmania spp. (Tabela 7).

Tabela 7. Caracteristicas inerentes aos proprietdrios e as residéncias localizadas na
Microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro, associados aos resultados sororreagentes a
Leishmania spp. de cies residentes no periodo de abril de 2010 a abril de 2011, durante a
realizagdo do estudo.

Caracteristicas N Leishmania FR 95% 1C p-valor
spp.
n %0
Residéncias pertencem a zona
Rural 101 49 48,51 1,22 091al,65 0,1200
Urbana 116 46° 39,66 1 - -

Tipo de vegetacao predominante no
entorno da residéncia

Quintal (Jardim e/ou gramado) 87 352 40,23 148 0,71a3,06 0,1909
Mata e/ou pastagem 108 542 50,00 1,83 090a3,72 0,0513
Nio tem 22 6° 27,27 1 - -
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Presenca de animais silvestres

Sim 154 70% 4545 1,15 081al,63 0,2653
Nao 63 25% 39,68 1 - -
Utiliza produtos inseticidas no
ambiente
Sim 61 222 36,07 1 - -
Nao 156 73 46,79 1,30 0,89a1,89 0,1003
Nivel socio-economico
Baixo 96 48* 50,00 129 095a1,76 0,0684
Médio 111 43* 38,74 1 - -
Alto 10 42 40,00 1,03 047a2,29 0,3973
Nivel de escolaridade dos
proprietarios
Nunca frequentou a escola 4 22 50,00 1,60 0,55a4,65 0,4155
Ensino fundamental 108 50* 46,30 148 093a236 0,0567
Ensino médio 57 28* 49,12 1,57 0,96a258 0,0510
Ensino superior 48 152 31,25 1 - -

“Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher (p>0,05).

N: Ndmero de animais examinados nos testes soroldgicos; n: nimero de animais soropositivos; RF: Razdo de
Frequéncia; IC: Intervalo de Confianca.

Durante a realizac@o deste estudo, podemos fazer algumas observagdes particulares a
respeito da ocorréncia das leishmanioses na microrregiao de Itaguai, RJ. Ao se realizar a
abordagem aos proprietdrios e informa-los a respeito das leishmanioses, alguns informaram
conhecerem ou terem visto os flebotomineos, os quais em algumas localidades chamaram-no
popularmente de “asa branca” ou “asa de palha”.

Além disso, alguns relataram ja ter visto a doenga em humanos nas proximidades, ou
mesmo ja terem sido acometidos pela forma tegumentar da doenca (Figura 11). Tais
informacdes ndo foram analisadas estatisticamente, pois poucos moradores partilharam esses
dados, o que poderia subestimar ou superestimar os resultados no momento da avaliacdo
estatistica.

Alguns proprietdrios relataram também a presenca de hospedeiros paraténicos em suas
residéncias, principalmente ratos. Entretanto, como essas questdes ndo foram direcionadas a
totalidade das casas assistidas, ndo foram acrescentadas ao questiondrio aplicado, e a
associacao desse achado a sorologia positiva em caes.

38



Figura 11. A esquerda, lesdo em processo de cicatrizagdo, apds submissdo a tratamento, na
face posterior da perna de um senhor. A direita, lesdo também em processo de cicatriza¢io na
regido costal de um senhor. Em ambos os casos, observaram-se animais sororreagentes nas
residéncias.
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5 DISCUSSAO

5.1 Inquérito Sorolégico
5.1.1 Imunofluorescéncia indireta (IFI) e Ensaio Imunoenzimatico (EIE)

Os resultados obtidos no presente inquérito confirmam a hipétese de que os animais
que sdao domiciliados em dreas onde j4 foram notificados casos de leishmanioses em humanos
podem realmente ser incriminados como reservatérios no ambiente doméstico, corroborando
com outros estudos epidemioldgicos ja realizados (SILVEIRA et al., 1996; OLIVEIRA et al.,
2010; ALMEIDA et al., 2009).

Comparado a outros estudos realizados no Estado do Rio de Janeiro, a frequéncia de
caes sororreagentes (28,24%) para Leishmania spp. na microrregiao de Itaguai foi considerada
elevada. Estudos realizados por Marzochi et al. (2009) demonstraram que a soroprevaléncia
das leishmanioses caninas em dreas endémicas no Rio de Janeiro decresceram
consideravelmente com o passar do tempo em fun¢do de medidas profiléticas, tais como:
retirada de cdes infectados, busca ativa e tratamento de casos humanos, e pulverizacao de
casas e anexos com inseticidas. Porém, tal observacdo nao foi constatada no presente estudo.
Estudos soroldgicos sobre a leishmaniose canina foram realizados em diversos locais no
Estado do Rio de Janeiro. Cardoso (2007) observou no municipio de Seropédica, Estado do
Rio de Janeiro que havia animais sorologicamente positivos para LTA, e detectou anticorpos
contra Leishmania sp. em 14,2% dos cdes amostrados. Coutinho et al. (1985) realizaram uma
investigacdo sobre a leishmaniose em caes provenientes de dreas do Rio de Janeiro onde a
doenca ocorria em humanos, e a maior prevaléncia foi observada entre os caes da drea onde
ambas as doencas ocorreram (12,7%). Esses mesmos autores observaram que a
soroprevaléncia de Leishmania sp. entre os cdes provenientes de drea de leishmaniose
tegumentar foi significantemente maior que a observada nas dreas de leishmaniose visceral
(8,6% vs. 4,3%; p<0,02). Na microrregido de Itaguai existem dreas em que foram notificados
casos de leishmaniose tegumentar e visceral em humanos, e dentre os animais soropositivos
encontrados durante este inquérito, 40% pertencia a Seropédica, 25,9% a Itaguai e 12,3% a
Mangaratiba.

Cabrera et al. (2003) ao estudarem em Barra de Guaratiba, localidade litordnea do Rio
de Janeiro, os fatores envolvidos na manutencao e circulacdo de L. infantum, detectaram uma
soroprevaléncia de 29% sob a titulagao de 1:40 e de 25% na titulagdo de 1:80. Segundo os
autores deste trabalho, nesta &drea, mesmo com as triagens soroldgicas realizadas
constantemente e eliminacdo sistemdtica de cdes, novos casos continuavam ocorrendo, em
contraste com a baixa incidéncia de casos humanos. Uma provével explicacdo para a alta
prevaléncia da infec¢do canina € a presenga de reservatdrios silvestres e sinantrépicos, que
ajudam o parasita a se manter na natureza, favorescendo a infeccdo de animais suscetiveis,
tais como o cdo e o proprio homem (CABRERA et al., 2003). No presente estudo, detectou-se
uma frequéncia relativamente elevada comparada ao estudo no municipio de Santa Rita de
Cassia, Barra Mansa, RJ, realizado por Figueiredo et al. (2009), onde foi encontrada uma
frequéncia de 10% de soropositividade na IFI, e 10,7% no EIE.
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Laurentino-Silva (1999) utilizou o seguinte critério para conceituar os resultados em
relacdo a concordancia de exames soroldgicos: valores < 40% sao considerados pobres, de
40,1 até 79,9% regulares, de 80 a 89,9% sdo considerados bons e > 90% consideram-se como
excelentes. No presente estudo, encontramos uma concordancia bruta de 76,51%, considerada
regular, segundo Laurentino-Silva (1999). A concordancia entre a co-positividade IFI/EIE e a
co-negatividade EIE/IFI foram de 100%, valores considerados como excelentes.

Ao aferirmos separadamente cada resultado obtido de cada exame utilizado (IFI e
EIE), e determinarmos através de teste estatistico como discordantes, observamos que em
estudo feito por Assis et al. (2010) foi relatado o mesmo episddio em grupo de animais
oligossintomadticos, e tal fato pode ser explicado pela elevada sensibilidade exibida pelo EIE e
a especificidade da IFIL.

5.1.2 Teste Rapido DPP® para leishmaniose visceral canina

Das 524 amostras testadas para o TR DPP®, ¢ apds as buscas pelos animais para
repeticdo dos exames, 18 amostras foram consideradas positivas de acordo com o manual para
leitura visual do teste. Entre os 18 animais positivos ao teste um apresentou a doenga clinica
que cursou com inapeténcia, fraqueza, apatia, seguida de morte. Para este animal, o teste
rapido foi positivo, e concordante com os outros exames IFI e EIE, alcancando as titulacdes >
1:160. Ao associarmos a clinica ao diagndstico soroldgico pelo TR DPP positivo, poderiamos
suspeitar da ocorréncia de leishmaniose visceral canina, no entanto, estudos mais
aprofundados seriam necessdrios para comprovarmos o agente etioldgico. Ao retornarmos a
residéncia, o cdo ja havia falecido e ndo foi possivel realizar isolamento do parasito. O
diagnostico de Leishmaniose em animais provenientes de dreas endémicas para ndo
endémicas ja foi relatado na literatura (SAVANI et al.,2003). Savani e seus colaboradores
encontraram 12 animais sororreativos a IFI (1:40), e em apenas 3 animais foi realizado o
exame parasitolégico direto, e somente em um foi encontrado o parasito. Esse animal foi
positivo em ambos os testes e era proveniente de Belo Horizonte, Minas Gerais, area
endémica para leishmaniose visceral.

De Oliveira et al. (2010) relataram em seu estudo que o TR-DPP® demonstrou ser uma
boa alternativa como triagem em campo, mas ndo deve ser considerado definitivo, sendo
desejavel confirmag¢do em EIE ou IFI, essa mesma observacdo foi confirmada no presente
estudo. No corrente estudo, nao foi observada analogia entre os resultados do teste rapido e
dos sorologicos (IFI e EIE), pois somente 8 animais foram reagentes nos outros testes,
enquanto 10 ndo apresentaram reatividade nos testes de IFI e EIE na titulagcdo de 1:40.

Schubach (2011) ao realizar a validacao do teste imunocromatografico rapido de duplo
percurso (TR DPP®) para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina em amostras de
sangue total e soro, descreveu coeficiente Kappa de 0,88, com um nivel de concordancia entre
a leitura visual e a eletronica classificada como quase perfeita. Segundo esse mesmo autor, o
bom desempenho do teste rapido com leitura visual sugere que o mesmo possa ser indicado
como exame de triagem para uso na rotina de campo e que ferramentas para leitura eletronica
devem ser utilizadas em associag¢do e ndo para confirmacgao do resultado.

No Brasil, quando o TRALA® (Teste Répido Antigeno para L. donovani) foi aplicado
em cdes de drea endémica, a sensibilidade foi de 92% e a especificidade de 99,5%. Entretanto,
o teste ndo foi capaz de detectar infeccao nos animais com titulos de RIFI baixos de 1:40 até
1:320 (GENARO et al., 1997).
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Ao utilizarmos o test rdpido (TR DPP®) no presente trabalho observou-se que dentre
os resultados obtidos, apenas dois formaram linhas na plataforma de leitura com intensidades
de cor relativamente fortes, enquanto as outras amostras avaliadas apresentaram coloracdo
mais clara. Sabe-se que nesse local ha uma linha transversal com antigeno, e se houver
anticorpo, forma-se um complexo que se liga ao conjugado formado pelas particulas de ouro
coloidal e anticorpos da amostra, produzindo uma coloragdo rosada, classificando a amostra
como reagente. A coloragdo é formada pela reacdo entre antigeno e o anticorpo da amostra e,
a baixa intensidade de cor na leitura pode ser em decorréncia de possiveis reagdes cruzadas
com outros patégenos, como observado por Gontijo e Melo (2004) com relacdo ao TRALdJ®
que possui a proteina rk39 como o TR DPP®. Gontijo e Melo (2004) descrevaram que quando
utilizado pode haver reagdo cruzada com maléria, febre tiféide ou tuberculose. Outra
possibilidade é que em relacdo ao teste imunocromatografico, as poucas reacdes obtidas
contra a proteina recombinante rK39 podem estar associadas ao fato do teste apresentar maior
sensibilidade em céaes sintomaticos (LEMOS et al., 2008; METTLER et al., 2005), no entanto,
no presente estudo 94,44% dos cdes reagentes foram assintométicos.

Trabalhos da literatura descrevem o rK39, através da técnica de EIE, como um
antigeno que nao apresenta reatividade cruzada com outras doencas (BADARO et al., 1993).
No entanto, no trabalho realizado por Cunha (2001), foi encontrada reatividade cruzada para
as doencgas de Chagas, maldria e leishmaniose mucosa. Segundo este autor, a desvantagem do
Kit com k39 que foi utilizado, encontra-se na alta reatividade cruzada com soros de pacientes
portadores de doencga de Chagas e de leishmaniose cutanea.

No corrente estudo, os cdes positivos no teste rapido, e negativos na IFI e/ou EIE, nos
remete pensar que possa estar ocorrendo reagdes cruzadas com outros patégenos, como foi
observado em outros estudos que utilizaram como antigenos proteinas que seriam especificas
de L. infantum, como observado por Lemos et al. (2008) que relataram reatividade com
parasitos dos géneros Ehrlichia e Trypanosoma, assim como descrito por Madeira et al.
(2009). O teste imunocromatogrifico obtém melhores resultados em animais sintométicos e
para confirmar essa suspeita, seria necessdrio realizar testes mais especificos, como o método
parasitolégico, imuno-histoquimico ou molecular.

5.2 Fatores associados as caracteristicas inerentes aos caes sororreagentes a Leishmania
spp.

Barbosa et al. (2010) em estudo realizado no Maranh@o nao observaram associacao
significativa entre sexo e soropositividade canina, assim como Oliveira et al. (2010), Almeida
et al. (2009) e Cabrera et al. (2003). Resultado semelhante também foi observado na presente
pesquisa. Outros estudos envolvendo soroepidemiologia canina para leishmanioses
confirmam que a varidvel sexo ndo apresenta associacdo significativa (ZAFFARONI et. al.,
1999; CRINGOLI et. al., 2002; LEONTIDES et. al., 2002; FRANCA-SILVA et. al., 2003;
MOREIRA JR et. al. 2003; CARDOSO et al., 2004; MATOS et al., 2006; AZEVEDO et al.,
2008; SANTOS et al., 2010; ALMEIDA et al., 2010). Com relacdo ao tamanho do pélo,
muitos estudos tem demonstrado que ndo existe associa¢cdo com a soropositividade canina
(FISA et al., 1999; LEONTIDES et. al., 2002; MOREIRA JR et. al., 2003; BARBOSA et al.,
2006). Oliveira et al. (2010) também ndo ressaltou significancia estatistica, embora os
animais com pélo curto foram mais sororreagentes. Em estudo conduzido por Rondon (2007),
a maioria dos caes positivos era de racas de pélo curto, e segundo esse autor, provavelmente a
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infeccdo por Leishmania estd associada ao pé€lo curto e ndo a raga, pois a tosa pode
descaracterizar o padrdao do animal, o que poderia facilitar o ataque do vetor. Barboza et al.
(2006) também fez essa observacdo, considerando que os animais com pelo curto estariam
mais expostos a infeccdo, uma vez que o vetor teria menos dificuldade de efetuar o repasto
sanguineo. Este fato também foi observado em Montes Claros, Minas Gerais onde os animais
de pélo curto foram os mais prevalentes (11,9%) (FRANCA-SILVA et al., 2003).

Quanto ao porte dos animais, apesar de nao haver associacdo com a reatividade para
Leishmania spp., observou-se que os animais de porte médio foram mais reagentes (58,78%,
n=87/148), tal fato deve ser em razao do grande nimero de cies de porte médio amostrados
na regido estudada. Contudo, tal observacdo € contrdria a observacdo de Almeida et al.
(2010), que nao observaram associagcdo significativa em seus estudos. Nesse estudo houve
associacdo daqueles animais sem raga definida (79,73%, n=118/148) a sororreatividade a
Leishmania spp. No entanto, apesar de nao encontrar associac¢do significativa a leishmaniose
canina com relacao varidvel raca em seu estudo, Oliveira et al. (2010), Almeida et al. (2010) e
Rondon (2007) observaram que a maior parte dos animais reagentes constituiam o grupo
daqueles sem raca definida. Ao analisar a faixa etdria dos animais reagentes, observou-se que
aqueles com idade entre 2 e 5 anos (36,49%, n=54/148) apresentaram diferenca estatistica
entre animais com idade < 6 meses a < 2 anos (27,70%, n=41/148), mas nao diferiram
daqueles com idade superior a 5 anos (35,81%, n=53/148). Matos et al. (2006) avaliaram a
ocorréncia de leishmaniose canina em Mossord, no Rio Grande do Norte, e notaram que os
animais mais acometidos foram os animais adultos jovens. Isso pode ser explicado pelo fato
de que nesta idade os cdes geralmente sdo colocados na parte externa dos domicilios o que
aumenta o contato com o vetor. Essa informacdo confirma a observacdo realizada nesse
estudo, pois os caes com idade maior ou igual a 5 anos passaram mais tempo no exterior do
domicilio. Moreira Jr. et al. (2003) sugeriram que apés o primeiro ano de vida do cao,
aumentaria o risco de se infectarem com parasitas do género Leishmania, porém nao
identificaram a faixa etdria com maior incidéncia, aspecto também observado no presente
estudo. Os resultados obtidos nesse estudo conferem com os achados por Zivincjak et al.
(2005) que relataram maior prevaléncia entre os animais da faixa etdria de 3-4 anos (34,5%) e
6-7 anos (35%). De acordo com Géllego (2004) a maior frequéncia de animais adultos jovem
positivos para Leishmania sp. ocorre devido ao longo periodo de incubacdo do parasito, que
em média é de dois meses, além do maior tempo de exposicdo ao vetor. Entretanto,
FRANCA-SILVA et al. (2003) observaram que os caes, independente da idade, t€m a mesma
probabilidade de contrair leishmaniose, ndo excluindo a importancia das outras faixas etarias
na epidemiologia da doenca.

Quanto aos ectoparasitos presentes nos animais, encontraram-se pulgas, carrapatos e
sarnas. Foi significativa (p<0,0001) a associacdo entre a presenca de ectoparasitos € a
deteccdo de anticorpos especificos para Leishmania spp. nos caes (78,38%, n=116/148).
Apesar da literatura descrever que os flebotomineos sdo reconhecidamente os principais
transmissores das leishmanias, alguns estudos discutem a participagdo de ectoparasitos no
ciclo da doenca em caes. Linardi e Nagem (1973) referiram que perante a auséncia de
transmissdo da doenga por vetores da familia Psychodidae, a transmissdo pode ocorrer através
de outros ectoparasitas como a pulga Ctenocephalides felis felis e o carrapato Rhipicephalus
sanguineus, dada a elevada frequéncia e quantidade com que estas aparecem nos caes
(COUTINHO et al., 2005). Estudo realizado por Paz et al. (2010), com 5.556 animais
domiciliados em Belo Horizonte, area endémica de leishmaniose, corroboraram com oS
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autores citados anteriormente ao associar a ocorréncia de infestacdo por C. felis felis e R.
sanguineus a presenca de anticorpos para Leishmania sp. Coutinho et al. (2005)
demonstraram que Rhipicephalus sanguineus, no Brasil, é susceptivel a infeccdo com a
espécie Leishmania infantum, e que é capaz de transmitir a doenca aos hospedeiros em niveis
experimentais.

5.3 Fatores associados aos caracteres extrinsecos aos caes (origem, habitos,
comportamento e manejo) sororreagentes a Leishmania spp.

5.3.1 Origem dos animais

De acordo com Cardoso et al. (2009), com a municipalizacdo dos programas de
leishmanioses, o municipio de Seropédica notificou no ano de 2003, quinze casos humanos
autéctones de LTA, sendo que, nove casos foram procedentes da localidade de Valao da
Louca. Embora, existam registros de ocorréncias de casos autdctones de LTA na localidade
supracitada, pode-se constatar uma escassez de estudos sisteméticos envolvendo vetores das
leishmanioses. No presente estudo, observou-se que muitos animais foram reagentes nos
testes soroldgicos no municipio de Seropédica. Foram coletadas amostras de animais de
diferentes localidades dentro do municipio, incluindo: Boa Esperanca, Km49 (Centro),
Fazenda Caxias, Fonte Limpa, Mutirdo, El Dourado, Peixoto, Sa Freire, Santa Sofia, Vila
Sonia, Km 47 (Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRIJ), Areal, Sdo Miguel e
Valao da Louga, sendo uma coleta representativa.

Por ser considerada uma cidade universitdria, Seropédica, abriga muitos estudantes
provenientes de diferentes Estados, e muitas vezes paises. Ao escolherem esse municipio para
se instalar no periodo das aulas, os estudantes trazem seus animais, que passam a residir na
cidade. Por essa razdo, ao realizarmos o inquérito canino, foi decidido coletar um nimero de
animais superior ao calculado (baseado na propor¢do da populacio humana entre os
municipios da microrregido), visto o aumento da populagdo canina no municipio estar
relacionado a moradia estudantil, assim como a existéncia do curso de Medicina Veterinaria
com seu hospital veterindrio no campus da UFRRJ, que atrai muitas pessoas que abandonam
seus animais no campus, com intuito de que os estudantes os adotem.

As deteccdes de caes sororreagentes nos domicilios em Itaguai descritas nesse estudo
corroboram com as informagdes de que o ciclo bioldgico do protozodrio consegue ser mantido
no peridomicilio (ALEXANDER et al., 2002). Pelo fato do municipio de Itaguai estar em
expansdo constante pelo desenvolvimento econdmico e industrial na regido, muitas sdo as
localidades que vem surgindo com a ocupagcdao humana. Neste inquérito foram visitadas as
seguintes localidades: Cacgador, Piranema, Centro, Jardim Uéda, Engenho, Mazomba,
Brisamar, Coroa Grande e Vila Geni, e em todas elas foram detectados animais reativos a
Leishmania spp. Sabendo-se que os vetores estdo presentes, a existéncia de possiveis
reservatorios e a ocorréncia de casos de leishmaniose em humanos, torna a situagdo desta
zoonose nessa regiao um caso que motiva a atengcdo dos 6rgdos responsaveis pela vigilancia
das leishmanioses.

O Estado do Rio de Janeiro esta classificado como drea de transmissdo esporadica
para LV com casos caninos diagnosticados na capital (MARZOCHI et al., 1985; CABRERA
et al., 2003; MADEIRA et al., 2006), e vem aparecendo em dreas na vertente litoranea, como
Maricad (PAULA et al., 2009). Entretanto, ja foram relatados casos de leishmaniose visceral
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canina (LVC) nos municipios de Angra dos Reis e Mangaratiba (MADEIRA et al., 2006),
demonstrando a expansdo da doenga para outras regides do estado.

Os resultados encontrados no municipio de Mangaratiba neste inquérito, onde foram
detectados animais reagentes para Leishmania spp., mostraram que a doenca pode ter
continuado a se manifestar nesta localidade. As localidades visitadas neste municipio foram:
Itacurucd, Ilha de Itacurucd, Mangaratiba e Conceicdo de Jacarei. Em todos esses locais,
foram encontrados caes reagentes aos testes imunosorolégicos. Segundo Barcelos (2009), do
ano de 1998 a 2000, casos de leishmaniose visceral americana foram notificados em
Conceicdo de Jacarei, 2° distrito de Mangaratiba, drea que limita o municipio com Angra dos
Reis, RJ. Barcelos (2009) relata ainda que em 1970, Conceicdo de Jacarei contava com
aproximadamente 30 casas, habitadas principalmente por pescadores da regido. A facilidade
de acesso contribuiu para inimeros investimentos e agdes especuladoras que, com diversas
atividades ligadas ao turismo, induziu ao processo de ocupacdo desordenada da éarea,
contribuindo em muitos casos para a degradacdo e fragmentacdo do meio-ambiente. Apesar
dos esfor¢os empreendidos, ha ainda nessa drea uma soroprevaléncia alta de caes infectados e
notificacao de casos humanos.

Durante este estudo, observou-se associacao intima entre animais de dreas rurais e a
reatividade a IFI e ao EIE (60,14%, n=89/148). Quando avaliamos a drea em que o animal
residia, observou-se que foi caracteristicamente rural. Santos et al. (2005) ao realizarem
estudos visando o conhecimento da prevaléncia canina em Paracambi, RJ, observaram que
dentre os animais de area semi-urbanizada e de drea rural, houve maior prevaléncia da
infec¢do nos animais de origem rural. Oliveira et al. (2010) ao avaliarem os possiveis fatores
de risco associados a LVC em uma localidade na Bahia, observaram que houve
soroprevaléncia estatisticamente significativa (p=0,0001) entre animais de zona rural (29,9%)
e zona urbana (4,9%), corroborando os achados deste estudo. Resultados semelhantes foram
observados quando se analisou a prevaléncia em dois grupos de animais em areas rurais e
urbanas (COURTENAY et al., 1994). De acordo com Oliveira et al. (2010) a variacdo na
soroprevaléncia entre essas duas dreas estdo intrinsecamente ligadas as condi¢des ambientais
doméstica e peridoméstica para o desenvolvimento de infec¢do. Estas condi¢des podem
incluir o vetor, a populag@o canina, alteragdes causadas pela presenca do homem, o acimulo
de matéria organica e lixo e mds condi¢des de saneamento (CAMARGO-NEVES; BRASIL,
2003; GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

No presente estudo avaliou-se a origem do animal, se 0 mesmo nasceu na propriedade
ou veio de fora. Essa varidvel apresentou associacdo com a reatividade dos animais a
Leishmania spp. Pelo fato da microrregidao de Itaguai, ser caracterizada principalmente por
areas rurais, muitos dos proprietdrios visitados adotavam os animais apenas no sentido de
oferecer alimentagdo e alguns cuidados, mas os mantinham soltos. Outra situagdo quanto aos
animais errantes, foi a coleta de cdes que circulam dentro do campus da UFRRJ em
Seropédica. Do total de animais errantes coletados, 80% (n=16/20) apresentaram reatividade
nos exames soroldgicos. Esse resultado deve ser justificado pela alta circulacdo desses
animais em dreas com presenca de mata, ambiente natural para a ocorréncia de flebotomineos
infectados, assim como manter 0 maior contato com reservatorios silvestres, e ao retornarem
para proximidade das residéncias, serve de amplificadores da infec¢@o para outros cdes e para
os humanos (ALBUQUERQUE et al., 2007). Gélvez et al. (2010) ao realizarem avaliagdo da
soroprevaléncia em Madri, Espanha, também observaram que os animais errantes foram mais
reagentes. A explicacdo para diferenca entre as taxas de infec¢do entre cdes errantes e 0s
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outros animais poderia ser o resultado da vida ao ar livre aumentando a exposi¢ao aos
flebotomineos (DYE et al., 1992; AMUSATEGUI et al., 2004) e a falta de prevencdo ou
medidas de controle.

5.3.2 Habitos dos animais

Os habitos dos animais sdo importantes em estudos epidemioldgicos de zoonoses
como a leishmaniose. Ao analisar a soropositividade dos cdes em relacdo a permanéncia dos
animais dentro da residéncia, observou-se que aqueles que permaneciam maior parte do
tempo no intradomicilio foram menos reativos (p=0,0271) quando comparados com as outras
categorias. Isso demonstra que os animais que ficam ao ar livre, possivelmente estdo mais
expostos aos insetos vetores infectados (DYE et al., 1992).

Quanto aos locais de acesso dos animais, foi observada associacdo com a
sororreatividade dos animais. As categorias matas/cérregos (36,02, n=85/236) e pastagem
(39,02%, n=16/41) nao diferiram estatisticamente entre si, mas se diferenciaram (p=0,0001)
daqueles animais que frequentavam predominantemente ambiente urbano (20,71%, n=40/193)
ou ficavam no quintal, sendo mantidos presos (12,96%, n=7/54). Seguntos Santos et al.
(2005), a presenga de vegetacao abundante, grande umidade, fornecida por um pequeno curso
de 4gua, e a diversidade de animais domésticos e sinantrépicos estariam propiciando
excelentes condicdes bidticas a presenga da fauna flebotominica que, por sua vez, estaria se
encarregando de disseminar os agentes etiolégicos desta doenca. Normalmente nas
localidades de pastagem, hd vegetacdo remanescente proxima, o que pode explicar a
frequéncia da soropositividade observada. Em estudo realizado por Almeida et al. (2010),
apesar de nao ter obtido associacdo significativa sobre essa varidvel, foi observado que boa
parte dos animais sororreagentes tinham acesso a mata remanescente € a cOrregos, rios ou
represas. Ao avaliar condi¢des de confinamento, Oliveira et al. (2010) observaram que
animais com livre acesso a diversos locais, diferente dos limitados ao quintal, apresentaram
uma maior soroprevaléncia (p=0,005). A importancia de dreas com vegetacao remanescente
na periferia das cidades é um aspecto relatado em vdrias pesquisas como determinante para
ocorréncia da infec¢do, e em virtude de ambiente rico em matéria organica, propicio para
manuten¢do do vetor (MISSAWA; LIMA, 2006). Entretanto, Barboza et al. (2006), inferiram
que o livre acesso dos animais nao demonstrou significancia estatistica em rela¢do ao risco de
infec¢do quando comparado a animais que viviam limitados ao quintal da casa.

No presente estudo, observou-se uma associa¢do significativa (p<0,0001) entre
soropositividade para Leishmania spp. € o contato com outras espécies animais. Cabrera et al.
(2003) observaram que a proximidade dos caes com animais silvestres, como 0s marsupiais,
foi considerado um fator de risco para infec¢do por Leishmania sp. A partir de andlises de
fatores de risco, Oliveira et al. (2010) detectaram que a presenga de criacdo de aves (galinhas)
foi estatisticamente significativa (p=0,003), enquanto a presenca de suinos e outros animais
nao demonstraram associagdo, resultado esse contrario ao encontrado por Moreira Jr. et al.
(2003), que observaram que a presenca de suinos foi considerada fator de risco. Para Julido et
al. (2007), a presenca de galinhas no peridomicilio ndo apresentou associagcdo significativa,
embora alguns autores tenham relatado seu envolvimento na epidemiologia da LV (DYE et
al.,, 1991; ARIAS et al., 1996; MOREIRA JR et al., 2003). Provavelmente, as galinhas
representam uma fonte de alimentacdo, ndo sé para o vetor, como para alguns animais
silvestres, que s@o potenciais reservatorios de L. infantum, atraindo-os e mantendo-os no
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peridomicilio (ALEXANDER et al., 2002). No corrente estudo, o contato com aves € animais
silvestres em geral, ndo foi representativo, contrariando os resultados encontrados por Cabrera
et al. (2003). Contudo, as categorias animais de companhia e aves/animais silvestres, nao
apresentaram a associa¢do com a soropositividade dos cades para Leishmania spp. Em relagcdo
ao hébito do animal, aqueles mantidos soltos (31,83%, n=116/372) apresentaram maior
frequéncia nos exames soroldgicos positivos. Da mesma forma, foi relevante o resultado
encontrado na categoria dos animais presos de dia e soltos a noite (27,50%, n=11/40). Ambos
diferiram estatisticamente (p=0,0373) da categoria que abriga os animais mantidos sempre
presos. Todavia, Barbosa et al. (2010) demonstraram resultados que estavam de acordo
quanto a auséncia de predisposi¢ao para a infecc¢io relacionada a forma de criagdo do animal
(solto ou preso). Diante deste fato, € prudente considerar que a leishmaniose canina seja uma
doenca de natureza local e que os fatores de risco possam variar de uma regido para outra. No
entanto, parece bastante evidente que o estilo de vida de cada cdo em particular possa
favorecer a sua exposicao aos vetores (SANTOS et al., 2010).

5.3.3 Manejo estabelecido pelo proprietario aos animais

Dentre os animais em que foram detectados anticorpos especificos para Leishmania
spp., aqueles que eram alimentados com comida caseira diferiram consideravelmente
(p=0,0070) daqueles que recebiam somente ra¢do. Porto (2010) observou que a alimentacao
com comida caseira pode atrair outros reservatorios para proximo do domicilio que sirvam de
fonte de alimentacdo para o vetor de Leishmania spp.

Outra medida adotada pelos proprietarios é o tratamento ectoparasitario, onde grande
parte das propriedades avaliadas nesse estudo adotaram o uso de inseticidas a base piretroides,
que sdo utilizados para desinsetizacdes através de borrifacdo em alguns locais para o controle
de flebotomineos em dreas endémicas (TEODORO et al., 1999). Neste estudo, dentre aqueles
animais que ndo recebem tratamento contra ectoparasitos, 42,96% (n=58/135) foram
reagentes nos exames soroldgicos. Quanto aqueles que recebem tratamento, somente 23,14%
(n=90/389) foram reativos. Esse resultado demonstra que a utilizacdo de inseticidas nos
animais com objetivo de controlar ectoparasitas, pode repelir flebotomineos nas dreas
estudadas da microrregido de Itaguai.

Ambientes com condicdes de limpeza moderada a ruim estiveram mais associados a
ocorréncia de animais soropositivos a leishmaniose (p=0,0035). Em relagdo ao recolhimento
das fezes dos animais, pode-se dizer que houve associagdo entre o nao recolhimento e a
sororreatividade dos animais a Leishmania spp. (p<0,0001), pois 44% dos animais em que
seus donos nao fazem o recolhimento das fezes foram reagentes. Os proprietdrios que
decidem ndo fazer a limpeza adequada do ambiente, de maneira indireta permitem uma maior
susceptibilidade desses animais as picadas por flebotomineos que se aproximam por atraciao a
matéria organica presente. Segundo Reis et al. (2011) varidveis como a presenca de residuo,
destino do esgoto e o destino do lixo foram estatisticamente significativas, apresentando
influéncia na epidemiologia de Leishmania sp., uma vez que os flebotomineos se
desenvolvem em matéria organica e ambientes umidos e sombreados, particularmente em
residuos de folhas e pedacos de madeira.

Quanto a assisténcia veterindria, observamos que aqueles animais que nao a possuem
estavam associados a deteccdo de anticorpos para Leishmania spp. A presenca de um
profissional veterindrio é fundamental para uma correta orientacdo aos donos dos animais
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sobre as medidas preventivas das principais enfermidades que possam acometer os caes,
principalmente aquelas zoonoses cuja forma de transmissdo seja através de vetores.
Guimardes et al. (2009) e Almeida et al. (2010) relacionaram a assiténcia veterindria a
reducgdo da exposicao de animais a doencgas infecciosas.

5.4 Fatores associados aos aspectos clinicos observados nos caes sororreagentes a
Leishmania spp.

Muitos estudos avaliariam sinais clinicos dos animais acometidos por Leishmania spp.
(MATTOS JR. et al., 2004; MATOS et al., 2006; AZEVEDO et al., 2008; ALMEIDA et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2010; ALMEIDA et al, 2010;). No presente estudo, durante a visita a
residéncia e abordagem do animal, realizou-se o exame clinico, onde observou-se a coloragao
das mucosas, turgor, e possiveis alteracdes observadas no momento do exame fisico, como
alteracdes dermatoldgicas, linfadenopatias, secrecdes ou corrimentos oculares, onicogrifose, e
de acordo com informacdes fornecidas pelos proprietdrios, se havia histérico de epistaxe,
rinorragia ou gengivorragia. Dentre todos esses itens observados, apenas as dermatopatias em
geral foram associadas a soropositividade canina nesse inquérito (p=0,0276). Santos et al.
(2005) relataram que a presenca de lesdes cutdneas estiveram sempre associadas aos
resultados positivos evidenciados nas reagdes imunoldgicas, assim como no presente trabalho.
Azevedo et al. (2008) também descreveram os sinais clinicos observados em caes
soropositivos para Leishmania spp., € dentre eles, a maior frequéncia foi observada naqueles
que apresentavam lesdo cutanea e onicogrifose. No presente trabalho, apesar de ndo ter sido
demonstrada associacdo com onicogrifose, dos 10 animais encontrados 40% (n=4/10), foram
reagentes a Leishmania spp.

Segundo Almeida et al. (2009), os sinais clinicos observados nos cdes sororreagentes
foram os dermatolégicos, principalmente alopecia, dlcera de ponta de orelha e descamacdo,
seguidos de linfadenomegalia, esplenomegalia, onicogrifose e distirbios oftdlmicos como
conjuntivite. Dentre as dermatopatias encontradas no presente estudo, observaram-se
principalmente alopecias, descamagdes e ulceras no pavilhdo auditivo dos animais. Foram
encontrados animais soropositivos com lifadenomegalia (4,73%, n=7/148), mas nio teve
associagdo significativa com os resultados imunolégicos. Poucos animais foram encontrados
com corrimentos ou secre¢des oculares, mas desses, 50% (n=5/10) apresentaram reatividade.
Quanto ao histérico de epixtase, rinorragia e gengivorragia (5,41%, n=8/148) nao foi
abservada associac@o significativa a sororreatividade. Coloracdo de mucosas e turgor ndo
foram parametros relevantes na avaliagdo da soropositividade canina a leishmaniose. Os
resultados do corrente estudo corroboram a outros estudos (FEITOSA et al., 2000;
GALLEGO et al., 2004), em que as alteracdes cutdneas sdo os sinais clinicos mais
comumente observados na leishmaniose canina.

5.5 Caracteristicas inerentes aos proprietarios e as residéncias localizadas na
microrregiao de Itaguai, Rio de Janeiro, associados aos cies residentes com resultado
sororreagente a Leishmania spp.

Dentre as varidveis analisadas sobre os proprietarios (nivel sdcio-econdmico, nivel de
escolaridade) e as residéncias visitadas (pertencia a zona rural ou urbana, tipo de vegetacdo
predominante, presenca de animais silvestres nas proximidades, utilizacdo de produtos
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inseticidas no ambiente), ndo observamos associagdo significativas em relacdo a
soropositividade dos animais. Pode-se observar através deste estudo que de todas as
residéncias abordadas, 95 (43,78%) possuiam pelo menos um animal sororreagente a
Leishmania spp., sendo 49 (51,58%) domicilios de 4rea rural, e 46 (48,42%) de 4rea urbana,
nao havendo associagdo (p>0,05) entre a drea a que pertence a residéncia (rural ou urbana) e a
presenca de cées sororreativos a Leishmania spp. Contudo, em relacdo ao tipo de
vegetacdo predominante no entorno da residéncia, 24,85% (n=54/217) dos domicilios em que
havia a presenca de animais reagentes tinham mata e/ou pastagem nos arredores, enquanto
16,13% (n=35/217) possuiam apenas jardim e/ou gramado no quintal, e somente 2,77%
(n=6/217) ndo tinham nenhum tipo de vegetacdo nas proximidades. Estudos elucidam a
proximidade da moradia dos caes da mata e vegetacdo abundante como fatores de risco para
infeccdo por Leishmania spp. (RONDON et al., 2008; SILVA et al., 2005; VANZELI et al.,
2005; CABRERA et al., 2003), evento evidenciado por Almeida et al. (2009).

Quanto a presenca de animais silvestres proximo a residéncia, ndo foi observada
associacdo significativa (p>0,05), onde 45,46% (n=70/154) dos domicilios em que os
proprietérios relataram que animais silvestres se aproximam ou visitam o local, encontraram-
se caes positivos frente aos testes IFI e EIE na titulagdo 1:40. Cabrera et al. (2003) refere-se a
importancia da proximidade de animais silvestres a residéncia como fator de risco a infecc¢ao
por Leishmania sp.

Em se tratando da utilizacdo de produtos inseticidas no ambiente 29,58% (n=21/71)
daquelas residéncias em que sdo usados esses tratamentos no ambiente e adjacéncias
apresentaram caes sororreagentes a Leishmania sp., enquanto, 46,80% (n=73/156) que ndo
usam produtos inseticidas apresentaram animais sorologicamente positivos.

Com relag@o ao nivel sécio-econdmico dos proprietdrios entrevistados em func¢do da
existéncia de animais positivos na residéncia, observou-se que as categorias analisadas ndo
apresentaram associacdo significativa (p>0,05). Dentre aqueles relativos ao nivel sécio-
econOmico baixo 50% (n=48/96) detectou-se animais sorologicamente positivos a
leishmaniose em sua residéncia. Das residéncias prenotadas em nivel s6cio-econdmico médio,
38,74% (n=43/111) apresentaram animais sororreagentes, e dentre as de nivel sdécio-
econdmico alto, 40% (n=4/10) apresentaram animais soropositivos Leishmania spp. Como
foram poucas as residéncias consideradas de alto nivel socio-econdmico, o percentual foi
superestimado com relacdo a positividade dos animais a leishmaniose. Azevedo et al. (2008)
ao avaliarem fatores associados a leishmaniose visceral canina, também nao observaram
associacdo significativa entre a renda dos proprietdrios e soropositividade dos animais, mas
revelaram que houve maior frequéncia de caes positivos nas residéncias como nivel sécio-
econdmico baixo, sugerindo que essas pessoas poderiam estar vivendo em condi¢des que
favorecam a manutencdo desta zoonose. Almeida et al. (2010) inferiram que na analise da
distribuicdo de cdes infectados de acordo com o abairramento por renda per capita, se
observou diferenca estatistica entre os bairros com a renda baixa dos demais. Além disso,
esses mesmos autores relataram que na cidade de Cuiabd, Mato Grosso, dreas com precdria
infraestrutura higi€nico-sanitdria decorrente da ocupacdo de areas por populacdo de baixa
renda e criacdo de loteamentos, provocaram a destruicdo de ecotopos silvestres, contribuindo
para a instalacdo da leishmaniose. No presente estudo, apesar de ndo ter sido observada
associacdo significativa (p>0,05) nos niveis de escolaridade dos proprietarios, observou-se
que 50% (n=2/4) dos que nunca frequentaram a escola tiveram em suas residéncias animais
soropositivos, 46,30% (n=50/108) que tiveram acesso somente ao ensino fundamental
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(completo ou nao) apresentaram cides sororreagentes. Nas residéncias de 49,12% (n=28/57)
daqueles que estudaram o ensino médio (completo ou ndo) foram encontrados animais
reagentes. E, por fim, daqueles proprietdrios que tiveram acesso ao ensino superior (completo
ou incompleto), 31,25% (n=15/48) tiveram em sua residéncia animais soropositivos para
Leishmania spp.

Durante o estudo, foram encontrados casos de LTA em humanos, e todos eles em areas
predominantemente rurais. Conseguimos detectar anticorpos especificos para Leishmania spp.
nos animais que convivem na residéncia dessas pessoas, assim como observado por Santos et
al. (2005) em seu estudo de soroprevaléncia canina para leishmaniose. Apesar da controvérsia
entre os pesquisadores sobre a importancia do cdo na LTA, a constatacdo de animais
sororreagentes a leishmaniose em locais onde ocorreram casos humanos, sugere que o cao
pode representar papel na cadeia de transmissdo da LTA (SANTOS et al., 2005).
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6 CONCLUSOES

z

A leishmaniose canina é uma doenca com elevada frequéncia na microrregido de
Itaguai, Rio de Janeiro, ocorrendo nas dreas rurais, afetando principalmente cies sem raca
definida, com idade entre dois e cinco anos e que tem habito livre, com acesso a matas,
corregos e pastagens. O controle de ectoparasitos, a presenca de abrigo e condi¢des de
limpeza no ambiente em que o cdo passa mais tempo sdo aspectos identificados nesse estudo
como medidas preventivas que podem ser usadas para reduzir a probabilidade de infec¢do por
parasitos do género Leishmania em caes.

A presenca de alteragdes dermatologicas estd intimamente associada a
soropositividade a Leishmania spp.

A associagdo entre as técnicas de Imunofluorescéncia indireta e Ensaio
Imunoenzimético s@o opgdes corretas para a deteccao de anticorpos anti-Leishmania spp. em
cdes. O teste rdpido imunocromatografico com antigenos recombinantes para Leishmania
(fragmentos k26 e rk39) é uma boa alternativa como triagem a campo para o diagndstico de
leishmaniose visceral canina.

Fortes evidéncias de um primeiro relato de caso de leishmaniose visceral canina no
municipio de Seropédica foram encontradas. Entretanto, para confirmacdo € necessario
realizar testes especificos a fim de detectar a espécie Leishmania infantum.

A detec¢do de animais sororreagentes em residéncias onde ocorreram casos de
leishmaniose tegumentar americana demonstra que os cdes sdo considerados potenciais
reservatorios e amplificadores no ambiente doméstico, constituindo assim um fator de
importancia em satde publica.
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ANEXOS

Anexo I — Questiondrio epidemioldgico estruturado e aplicado aos moradores visitados na
microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

Anexo II — Critério utilizado para a leitura do teste rdpido, de acordo com as recomendacdes
descritas no manual de treinamento TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina, por Bio-

Manguinhos, Fiocruz/RJ.

Anexo III — Parecer da Comissédo de Etica na Pesquisa da UFRRJ/COMEP.
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Anexo I — Questiondrio epidemioldgico estruturado e aplicado aos moradores visitados na

microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

Ficha de Propriedade e Proprietario

Data: / / Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana
Localidade: Coord. Geograf.:

Proprietério:

Endereco:

Pt de referéncia: Temperatura ambiente:

Tel: e-mail:

Tipo de residéncia: ( ) pau a pique ( ) alvenaria ( ) outros:

Tipo de vegetacdo predominante:

Quantos cies em casa:
Pratica alguma acdo para controle de ectoparasitos?
( )sim ( ) ndo Qual?

Leva o cdo ao veterinario?

() sim () ndo Qual a Periodicidade?

Presenca de outras espécies domésticas:

() gatos ( )bovinos ( )equinos ( ) outros: Quais?

Presenca de animais silvestres:

( )capivara ( ) gamba ( ) outros:

Condig¢d@o econdmica (observacional):

( )baixa ( )média ( )alta
Escolaridade:

Nunca freqiientou a escola ( )

Ensino fundamental incompleto ( )
Ensino fundamental completo ( )
Ensino médio incompleto ( )

Ensino médio completo ( )

Ensino superior completo/incompleto ( )

Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?

Utiliza prod. inseticidas no ambiente?

69



( )sim ( )ndo Quais? Intervalos?

Utiliza mét. Fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)?

( )sim ( )ndo Quais? Intervalos?

Outras observacoes relevantes:

FICHA INDIVIDUAL ANIMAL N°

Data:_ /_/___ Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana Localidade:
Proprietario:
Nome do animal: Sexo: () Macho () Fémea Raga: Cor:

Animal nascido na propriedade? () sim () ndo

Se ndo, de onde veio o animal?

H4 quanto tempo estd com o animal?

Pélo: ( ) curto ( ) médio ( )longo

Porte: ( )peq ( ) méd ( ) grande

Escore: () caquético ( ) magro ( ) normal ( ) obeso

Comportamento: () triste ( ) ativo/normal ( ) agitado

Idade: ( ) <6 meses ( )6 mesesa2anos( )2a5Sanos( )5al0anos ( )> 10 anos
Temperatura: _____ Pulso: FR: FC: TPC: Turgor:

Linfonodos:

Mucosa ocular: () hipocorada ( ) normocorada ( )ictérica ( ) congesta
Mucosa oral: () hipocorada ( ) normocorada ( )ictérica ( ) congesta

Outras alteracOes sanitdrias atuais:

Disturbios atuais de coagulacdo na pele: () petéquias ( )equimoses ( ) outros:
Historico de epistaxe, rinorragia, gengivorragia: () sim ( ) ndo

Animal vive dentro da residéncia: ( )sim ( )ndo ( ) asvezes

Locais de acesso do animal: () pastagens ( ) cdrregos ( ) matas ( ) ambiente urbano

Contato direto com outras espécies de animais: ( ) sim ( )ndo Quais?
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Historico de patologias:

Tipo de alimentacdo: () comida ( ) ragcdo
Possui d4gua e comida a disposi¢do o tempo todo? ( ) sim ( ) ndo

Vermifugagdo: ( )sim ( )ndo H4 qto tempo? Qual produto?

Critério para escolha: ( ) indicacdo ( ) balconista ( ) veterinario ( ) propaganda
Possui ectoparasitos? () sim () ndo

Quais e quantidade?

() pulgas () piolhos () sarnas
() carrapatos Fases: espécies:
Faz tratamento? ( ) sim ( )nao Qual produto?

Se ndo trata, qual motivo?

Critério para escolha do produto: ( ) indicacdo ( ) balconista ( ) veterindrio ( )
propaganda

Dermatopatias? () sim ( ) ndo

Outros tipos de lesdes:

Sinais de otite? ( ) sim ( ) ndo

Habito do animal?

() sempre preso ( ) preso de dia e solto anoite ( )solto ( ) outros

Apresenta abrigo? () sim ( ) ndo Tipo:

Tipo de ambiente do animal:

( ) ladrilhado ( ) cimentado ( )deterra ( ) outros

Condicao de limpeza do ambiente do animal: ( ) ruim ( ) moderada ( ) satisfatdria
Frequéncia de recolhimento e limpeza das fezes:

() diariamente ( )2 a3 vezes por semana ( ) 1 vez por semana ( ) ndo faz

Tem assisténcia Veterinaria? ( ) sim ( ) ndo

Frequéncia? ( )acada6 meses ( )1 xporano ( )so6qd ficadoente

Animal é vacinado? ( )sim ( )ndo Quais vacinas?

Banho: () semanal ( ) quinzenal ( ) mensal ( ) outros

Usa produtos parasiticidas? ( ) sim ( )ndo Quais?

Outras obs relevantes:

71



Unjy,
v,
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2
Rio de yot

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, CPF/RG:
___Endereco:

telefone: , recebi explicagdes sobre o projeto do curso de P6s-Graduacao em
Ciéncias Veterinarias da UFRRJ, visando estudos epidemiomoleculares de hemoparasitos em
caes, autorizo a coleta de material biolégico em meus caes, estando ciente que minha
identidade serd preservada, que nao haverd danos nos animais decorrentes da coleta do
material e auséncia de custos na realizacdo dos exames.

Em__/ [/

Assinatura:
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Anexo II — Critério utilizado para a leitura do teste rapido, de acordo com as recomendagdes
descritas no manual de treinamento TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina, por Bio-
Manguinhos, Fiocruz/RJ.

ESCALA DE AVALIAGAO DE INTENSIDADE
TR DPP® LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

X
.
Escala de Avaliacao

Nao Reagente Reagente
. |
]
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Anexo III — Parecer da Comisséo de Etica na Pesquisa da UFRRJ/COMEP.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIC DI JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
COMISSAQ DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo N® 1242071

FTARECER

0 Projeto de Pesquisa intitulade “Inquérito soreepidemioldgico caning em dreas
endémicas de Leishmonioses na microrregifo de loaguai  Rio de Janeiro”™ soly 2
responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Luiz Massard do Depanamento de Parasilclogia
Veterindria do Institwto de Veterindria, processo 23083.00590%/2011-01, atende aos
principios basicos para posquise envalvendo o use de ammais ¢ csld de acordo com os

principios éticos e praticos do uso de animais em experimentagiio.

UFRRI, 11/08 7201 1.

Cl‘:lu-...-m— - _EL' .L\:._,-.-_,_— — !rll"'! ¥ I:L-.' ——

Profia. Dra. Aurea Echevarria Neves Lima

Priv-rettora de Pesquisa e Pos-graduagiio
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