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RESUMO

A Leishmaniose Visceral é uma zoonose de transmissdo vetorial, cuja etiologia € atribuida a
diversas espécies do género Leishmania, que em regides urbanas possui 0 cdo como
reservatorio. No periodo de 2001 a 2017 foram registrados 59.769 casos de LV nas Américas,
sendo 96% desses casos no Brasil. Anteriormente, Uberaba foi classificada como municipio
silencioso néo receptivo vulneravel, ou seja, sem confirmacao de casos autdctones humanos e
caninos e sem a presenca conhecida do vetor. Entretanto, tem ocorrido um aumento no nimero
de cées com sintomas desta doenga. Portanto o objetivo do presente estudo foi identificar a
ocorréncia de casos de Leishmaniose Visceral canina (LVVC) no municipio de Uberaba — Minas
Gerais nos ultimos sete anos, bem como descrever as manifestacdes clinicas, achados
laboratoriais e caracteristicas epidemioldgicas desses casos. Para isso foram realizados dois
trabalhos: um estudo retrospectivo avaliando os registros dos cées suspeitos de LVC atendidos
no Hospital Veterinario da UNIUBE (HVU) no periodo de janeiro de 2015 a janeiro de 2020 e
um estudo prospectivo no qual foram realizados o teste rapido TR-DPP® e confirmatério ELISA
em animais sintomaticos atendidos no HVU ou em clinicas veterinarias de Uberaba, no periodo
de novembro de 2020 a junho de 2022. Em ambos os estudos foram avaliados os testes
utilizados e a discrepancia de resultados positivos entre 0s mesmos. Foram investigadas
possiveis relagbes entre o diagndstico positivo e parametros como sinais clinicos, raca, sexo,
idade e procedéncia do animal, além de testes laboratoriais. Ambos os estudos revelam a
presenca de casos autdctones de leishmaniose visceral canina na regido de Uberaba nos ultimos
sete anos, apesar da cidade ndo ser considerada endémica, € sabido que a leishmaniose possui
um grande potencial de expansdo de territorio, e quanto antes a identificacdo da doenca na

regiao, mais rapidamente medidas de controle podem ser tomadas.

Palavras-chave: Leishmania infantum chagasi, zoonose, calazar, céo.






ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a vector-borne zoonosis, the etiology of which is attributed to various
species of the genus Leishmania, which in urban regions has the dog as its reservoir. Between
2001 and 2017, 59,769 cases of VL were recorded in the Americas, 96% of which were in
Brazil. Previously, Uberaba was classified as a silent non-receptive vulnerable municipality,
i.e. with no confirmed autochthonous human or canine cases and no known presence of the
vector. However, there has been an increase in the number of dogs showing symptoms of this
disease. The aim of this study was therefore to identify the occurrence of cases of canine visceral
leishmaniasis (CVL) in the municipality of Uberaba - Minas Gerais over the last 7 years, as
well as to describe the clinical manifestations, laboratory findings and epidemiological
characteristics of these cases. To this end, two studies were carried out: a retrospective study
evaluating the records of dogs suspected of having CVL seen at the UNIUBE Veterinary
Hospital (HVU) from January 2015 to January 2020 and a prospective study from November
2020 to June 2022 in which the TR-DPP™ rapid test and ELISA confirmatory test were carried
out on symptomatic animals seen at the HVU or at veterinary clinics in Uberaba. In both studies,
the tests used and the discrepancy in positive results between them were evaluated. Possible
relationships between a positive diagnosis and parameters such as clinical signs and symptoms

were investigated.

Keywords: Leishmania infantum chagasi, zoonosis, kala-azar, dog
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RESLUMO
A leishmaniose visceral canina { LVC) & uma doenga de grande relevancia no Brasil pois
£ uma zoonose em expansio, tendo o cio importincia na dispersio da doenga. O quadro
clinico & vanidvel ¢ dependente da resposta imune do cio e da cepa do parasita inoculado
pela picada do flebotomines vetor. Uberaba atualmente ainda ¢ classificada como
municipio silencioso ndo receptivo vulneravel, ou seja, sem confirmacio de casos
autoctones humanos ¢ caninos ¢ sem a presenca conhecida do vetor. Este trabalho tem
como objetive descrever o perfil clinico e epidemiolagico dos casos de LVC atendidos
no Hospital Veterinario da Uninbe (HVU) no periodo de 2015 a 2020, por meio de
levantamento de prontuirios médicos. Realizou-se a busca no Sistema de Gestio
Veterinaria® do HVU pelas fichas clinicas cuja suspeita diagndstica era LVC, sendo os
dados analisados: método diagnostico, raga. sexo, idade, manifestagfes clinicas,
alteragdes laboratoriais ¢ procedéneia. Os dados foram submetidos a andlise descritiva.
Foram encontrados 204 animais com suspeita de LVC, sendo 25 casos confirmados. Os
métodos empregados para o diagndstico foram principalmente soroldgicos, sendo eles a
reacio de imunofluorescéncia indireta (RIFT) (22725), ensaio imunoenzimatico (ELTSA)
(1525) e teste rapido imunocromatografico (125 Em 4 animais positivos foram
realizados PCR Ressalta-se que alguns animais foram submetidos a mais de um tipo de
teste. A maior prevaléncia de casos positivos foi de animais sem raga definida 40%%
(10/25), sn:guudu- p-r]a raga poodle 20% (5/25) e pastor alemido 12% (3/25). Foi observado
que dos 25 animais positivos 14 eram machos (56%) ¢ 11 fémeas (44%). Quanto a faixa
etaria, a mais acometida foi de 1 2 5 anos (15/25), seguido por animais com idade superior
4 5 anos (8/25). Os sinais clinicos mais frequentes foram leses cutineas {45%} (12725),
anorexia (24%) (6725) e ]Jnl"mdmmn:gﬂlm (24%) (&/25). As principais alteragbes
laboratoriais foram anemia normocitica normocromica em 40%6 (10/25) dos casos,
hiperproteinemia em 36% (9/25), trombocitopenia em 28% (7/25), hiperglobulinemia em
24% (6/25), aumento de enzimas hepaticas AST e ALT em 16 % (4/25) e proteiniria em
20 % (5/25). No que diz respeito a procedéncia dos animais positives, 10 cies tinham
COMMD Fl'ﬂt:d:l‘hl:l.ﬂ. Uberaba, entretanto ndo fod possivel certificar-se de que n@o haviam
deixado o municipio em algum momento. Apds a andlise desses dados & possivel concluir
que o perfil dos ces atendidos no HVU positivos para LVC, & composto por machos e
fémeas, principalmente com idade entre 1 a 5 anos, sem raga definida, apresentando
alteragbes cutineas, anorexia, linfoadenomegalia. anemia normocitica normocrimica e
trombocitopenia como achados mais frequentes. Esses resultados corroboram com a
maiorna dos trabalhos utilizados como base para o desenvolvimento deste estudo exceto
pela presenca de potenciais casos autdctones, entretanto o estude foi realizado pelo
levantamento de prontudrios, portanto ndo fol possivel confirmar que os animais nunca
estiveram fora de Uberaba, isso evidencia a necessidade de realizar um estudo prospectivo
para confirmar a ecorréncia de casos autdctones, perante a constatacio de 25 casos
positives em drea nio endémica para a doenga.

Palavras-chave: Leishmania infanfum chagasi, zoonose, calazar, cdo.

ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a disease of great relevance in Brazil because it
is an expanding zoonosis, and the dog is important in the dispersion of the disease. The
clinical picture is variable and depends on the dog's immune response and the strain of
the parasite inoculated by the bite of the sand fly vector. Uberaba is currently still
classified as a silent non-receptive vulnerable municipality, ie., without confirmation of
autochthonous human and canine cases and without the known presence of the vector.

Brazlian Jourmal of Development, Cuntiba, v.9. n.3, p. 1033810352, mar., 2023
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This paper aims to describe the clinical and epidemiological profile of CWL cases seen at
the Veterinary Hospital of Uniube (HYL) in the period from 2015 to 2020, through a
survey of medical records. We searched the Veterinary Management System® of HVU
fior clinical records whose diagnostic suspicion was CVL, and the following data were
analyzed: diagnostic method, breed, sex, age, clinical manifestations, laboratory changes
and origin. The data were submitted to descriptive analysis. We found 204 animals with
suspected CVL, 25 cases were confimed. The methods used for diagnosis were mainly
serological, being the indirect immunofluorescence reaction (IFT) (22/25), enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (15/25) and immunochromatographic rapid test
(1/25). In 4 positive animals PCR was performed. It is noteworthy that some animals were
submitted to more than one type of test. The highest prevalence of positive cases was
found in animals without defined broed 408 (10025), followed by the poodle breed 20%%
(5/25) and German shepherd 12% (3/25). It was observed that of the 25 positive animals,
|4 were male (56%) and 11 were female (44%). As for the age range, the most affected
was from 1 to 5 vears old (15/725), followed by animals older than 5 vears (8/25). The
most frequent clinical signs were skin lesions (48%) (12/25), anorexia (24%) (6/25) and
lymphadenomegaly (24%) (6/25). The main laboratory alicrations were normocytic
normochromic anemia in 40% (10F25) of the cases, hyperproteinemia in 36% (925),
thrombocytopenia in 28% {7/25), hyperglobulinemia in 24% (&25). increased liver
enzymes AST and ALT in 16% (4/25) and proteinuna in 20% (5/25). Regarding the ongin
of the positive animals, 10 dogs had Uberaba as origin, however it was not possible to
certify that they had not left the city at some point. After the analysis of these data, it is
possible to conclude that the profile of dogs seen at the HVU positive for CVL 1s
composed of males and females, mainly aged between 1 and 5 years, with no defined
breed, presenting skin changes, anorexia, lymphadenomegaly, normochromic normocytic
anemia and thrombocytopenia as the most frequent findings. These results cormoborate
most of the studies used as a basis for the development of this study, except for the
presence of potential autochthonous cases. However, the study was carried out through a
survey of medical records, so it was not possible to confirm that the animals had never
been outside Uberaba. This highlights the need for a prospective study to confirm the
occurrence of autochthonous cases, given the finding of 25 positive cases In a non-
endemic area for the disease.

Keywords: Leishmania infontum chagasi, soonosis, calazar, dog.

1 INTRODUCAQ

A leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ uma doenga de grande relevancia no
Brasil pois ¢ considerads um grave problema de saide pablica devido & dificuldade de
controle, alta letalidade ¢ ampla distnbuigio geografica [10].

Em termitioro nacional, os casos de LVC sfio causados pelo protozodno
Leishmania infantwm chagasi. A transmissio dessa zoonose ocorre pela picada do
mosquito Liwzomyvig spp infectado, que ¢ um flebotomineo popularmente conhecido
como mosquite palhka. O vetor tem como habitat ambientes silvestres, mas vem
demonstrando capacidade de adaptagio ao ambiente urbano, devido a destruigio de seus

Brazlman Jourmal of Development, Cuntiba, v.9, n.3, p. 10338-10352, mar., 2023
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habitats naturais [12]. Alem disso, o cnatorio desse mosquite ¢ maténa orginica em
decomposigio, lixo ¢ entulhos, condigics encontradas em abundincia nas regiies urbanas
[12].

Mas dreas periurbanas e urbanas, os cdes tém sido considerados os principais
reservatorios de L. chagasi, ou seja, sdo eles que mantém o agente etiologico permitindo
que o5 flebotomineos se infectemn durante o repasto sanguineo. A LV pode se apresentar
na forma assintomatica ou ainda por manifestagbes como lesdes cutineas, perda de peso,
onicogrifose, linfoadenopatia, hepatomegalia e esplenomegalia [14]. A identificagio
precoce das caracteristicas clinicas e laboratoriais no atendimento ao paciente, bem como
dos dedos epidemiologicos sio de fundamental importancia para auwxiliar no diagnostico
dos casos ¢ na implementagio de medidas de controle [14].

Mos Gltimos anos, a LY demonstrou uma expansdo ¢ urbanizagio, provavelmente
devido a fatores ambientais, demogrificos e sociais [10]. Em 2008 foi descrito o primeiro
encontro de Luizomyia longipalpis na area urbana de Uberlindia, MG, concomitante com
o relato de primeire caso autoctone de leishmaniose visceral humana [13].

Uberaba atualmente ainda & classificada como municipio silencioso ndo receptivo
vulneravel, ou seja, sem confimmagdo de casos autdctones humanos e caninos ¢ sem a
presenga conhecida do vetor [5]. Por 1ss0, a presenga de casos confirmados de LVC no
Hospital Veterindrio da Uniube (HVU) no periodo de 20015 a 2020 demonstra a
necessidade de estudos e vigilincia epidemiologica sobre as caracteristicas da doenga na

regido.

2 METOIMYLOGLA
2.1 COMITE DE ETICA

O estudo foi realizado conforme as normas do Colégio Brasileiro para
Experimentag@o  amimal (COBEA), sob aprovagio do Comité de Etica em
Experimentag@o Amimal (CEEA) da Universidade de Uberaba.

232 LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

O cenirio do estudo fol 0 municipio de Uberaba, localizado na mesomegido do
triangule mineiro, alto Paranaiba, no estado de Minas Gerais, fica a uma distancia
aproximadamente de 494 km da capital mineira Belo Honzonte. De acordo com o IBGE.
em 2010 a populagio foi contabilizada em 295 988 habitantes. (0 clima & do tipo tropical,
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com temperatura média de 22.3°C e media de precipitagio anual de 157 lmm, estagio

seca de maio a agosto e estagio chuvosa de dezembro a fevereiro.

13 AMOSTRAGEM

Realizou-se uma pesquisa retrospectiva dos animais atendidos no periodo de 2015
2 2020 por meio de busca no Sistema de Gestio Veterinana® do Hospital Veterinino da

Uniube pelas fichas clinicas cuja suspeita diagnostica era de LVC, sendo os dados
analisados: método diagnostico, raca, sexo, idade, sinais clinicos, alteragdes laboratoriais

¢ procedéncia

24 ESTATISTICA
05 dados referentes @ método diagndstico, raga, sexo, idade, sinais climicos,

alteragdes laboratoriais ¢ procedéncia. foram submetidos a andlise estatistica descritiva.

3 RESULTADDS
Foram encontrados 204 animais com suspeita de LVC, sendo 25 casos
confirmados. (Tabela 1).

Tabela | - Numere de anmmas testados para Leishmanios: Visceral Camma pelos métodos diagnosticos
RIFL, ELISA teste rapsdo munocromatografics & PCR. Testes realizados no Hospatal Vetennano da
Umube no periodo de 2015 a 2020,

Resultsdo Ammans
Poslivos 25
Megatives 150
Indeterminados 29
Tudal )]

Dentre os métedos utilizades para confirmacio de diagnostico foram utilizados
principalmente os soroldgicos, sendo eles a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(22/25) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) (15/25). Em 4 cdes positivos 0 meétedo foi o
PCR e um animal realizou o teste rapido (Figura 1).

Sabendo que o RIFI ¢ um exame quantitativo, dos 22 animais positivos, 14

apresentaram titulagio 1:40, apenas 4 apresentaram 1:80 ¢ | animal teve titulag@o 1:160.
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Frgura | - Nimero die ansmais positives para Leishmamose Visceral Canma segundo o métodao
diagnostico ulileeado. Testes realizados no Hospatal ¥Wetennano da Unsube no periodo de 2005 a 2020,

285

¥

b
T

L]
1

Animais positivos
i
i

=
I

& & &

o
Mitedo de diagnostico utilisado

Alguns animais foram submetidos 2 mais de um teste, uma vez que o ministénio

da saide recomenda que somente sejam considerados positivos aqueles que apresentaram

positividade em pelo menos dois exames. Foi possivel observar que dos 25 animais
positivos, 16 realizaram 2 ou 3 testes especificos para a LVC e somente 9 animais

realizaram um unico exame {Tabela 2)

Tabela I - Mimero de anamais testados pombvos am wm ou mais testes para Lesbhmansose Viscoeral
Camina. Testes realizadios no Hospatal Yelermano da Unsube mo periodo de 2005 a 2020.
Teste N de animais positivos
Somente RIFL T
Somente ELISA
Somente PCR
Somente Imunccromatografia
RIF1 + ELISA
RIFI + ELISA + PCR
RIFI + ELISA + lmunocromalogrefice
Tolal 25

L |00 [

Lol

]

Em relagdo ao sexo, foi observado que dos 25 animais positivos, haviam 14

machos {56%) ¢ 11 fémeas (44%).

A maior prevaléncia de casos positivos foi de animais sem raca definida 40%

(1025), seguido por cdes da raga poodle 20%% (5/25) ¢ pastor alemio 12% (3/25) (Figura

2).
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Figura 2 = Principals racas dos cies que foram lestados positivos para Leishmanose Visceral no Hospatal
Veternario da Uniube no periodo de 2015 a 2020,

SRD

Poodie

Pastor Alemdo
Labrador

ﬁ' Chow Chow
= Maltés
Pinscher

Pit Bull

Boxer

Animais positivos

A maior prevaléncia de casos positivos fod entre os ces com idade de 1 a 5 anos

(15/25), seguido dos animais com idade superior a 5 anos (825). Houveram tambeém 2
animais com idede inferior a 1 ano (Figura 3)

Figm 3 — Dsmbusgéo quanto a Bnxa elana dos cies gue foram bestados posstves para Leishmaniose
Vizceral no Hozpaial Vetennaro da Unsube no periodo de 2005 a 2020,

g 20-
=
E. 15
g
E 10
P
= 0
il ﬂﬁi@’;ﬁ
Faixa etaria

s sinais clinicos mais frequentes nos animais com LV foram lesdes cutdneas
em 48% (12/25) dos casos seguido de anorexia em 24% (6/25), linfoadenomegalia em
24% (625), diarreia em 20% (5/25), alteragdes neurologicas, emagrecimento progressivo
¢ alteragdes oftilmicas em 16% (4/25) ¢ émese em 12% (3/25). Em apenas 8% (2/25)
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dos animais) foi encootrado dor  abdominal, onicogrifose, hepatomegalia,

esplenomegalia, febre ¢ alicmgdes do sistemsa respiratonio (Figura 4)

Figum 4 - Pansipass aleragdes ¢l s dos cies que forsea testados positivos pora Lenbesaiose
Viseetal uo Hospinal Verstindeio de Uninde a0 petiodo de 2015 a 2020

Ateragies cutdoeas

NOmero de ankmals

As principais alteragdes labotatorsais encontradas foram aneaua nonpocitica
pormecromica em 40% (10/25) dos casos, trombocitopenia em  28% (725),
hiperprofemnemea em 36% (9.25), iperglobulinesmia em 24% (625), aumento de enzunas
hepaticas em 16%% (4/25) e proteiziria em 20% (5/25). Nio foram encontradas descngdes
de alterngdes relativas i fungdo renal, como creatinina ¢ ureia apesar da presenga de
proteintna (Figura 5).
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Figura 5 - Pnncipais alteragdes laboratonais dos cies que foram testados positivos parz Lesshmamsose
Visceral no Hospatal Vetennarso de Unsube no persodo de 2015 a 2020.
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Houve dificuldade em obter os dados relacionados a procedéncia dos animais que
testaram positivo, uma vez que muitos dos prontuarios ndo aprescntavam a procedéncia
do animal, sendo que 48% (12/25) das fichas ndo continham cssa informagdo. Entretanto,
dentre os prontuarios que possuiam a procedéncia do animal 40% (10/25) relatavam como

sendo de Ubcraba ¢ 0.25% (1/25) para Araguai, Mato Grosso ¢ Sdo Paulo. (Figura 6).
Fagura 6 - Procedéncia dos cdes que foram testados positivos para Leishmansose Visceral no Hospatal

Vetennano da Umube no periodo de 2015 a 2020,

15+

Numero de animais positivos

3 N o
‘f,«"" & ys"‘*‘?o“'f‘f

Procedéncia
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4 DISCUSSAQ

Apis a anilise desses dados & possivel concluir que o perfil dos cies atendidos no
HVU positivos para leishmaniose visceral canina, ¢ composto por machos ¢ fémeas,
portanio ndo foi possivel observar predisposigio sexual, resultado que concorda com
outros estudos realizados [1,14].

Os métodos utilizados para confirmagio de diagnostico foram  ublizados
principalmente os sorologicos, sendo eles a RIF] ¢ ELISA que sd0 as duas tecnicas
sorolagicas recomendadas pelo Ministéno da Sagde [3]. Os métodos sorologicos
possucm alta sensiblidade para diagnostico de LVC, entretanto, podem ocorrer falhas na
detecgdo da infecglo por estes testes nos animais que se apresentam no periodo de
imcubacio da doenca sem ainda terem realizado soroconversdo [1].

Mo que diz respeito a idade, a principal faixa etaria encontrada fon a de cies com
idade entre 1 a 5 anos, com a presenga também de animais com idade inferior a 1 ano e
grupo de animais com idade superior a 5 anos. Esses dados podem ser atribuidos ao longo
periodo de incubagio caracteristico dessa enfermidade. Os sinais clinicos podem sungic
de 3 meses até T anos apos a infecgdo [14]. Esse dado concorda com estudos recentes [1].
Porém, devido ao periodo de incubacio extremamente amplo encontram-se estudos com
prevaléncia de cies jovens com idade mfenor a 3 anos [16], bem como estudos que
destacam os cies com idade superior ha sete anos [2].

Analisando os resultados obtidos, a vanavel raga ndo se apresenta como fator de
risco para a LVC, resultado que € consenso entre os estudos consultados [1.8]. Por mais
que seja possivel encontrar estudos como de Montes Claros, MG, que destaca as ragas
Boxer € Cocker Spaniel [7], percebe-se que se trata de duas ragas com caracteristicas
muito distintas ¢ falta também uma andlise estatistica profunda para confirmar
susceptibilidade associada a raga dos cdes.

s sinais clinicos apresentados alterages cutineas, anorexia, linfoadenomegalia,
diarreia, alteragies neurologicas, emagrecimento progressivo, alteragies oftilmicas,
&mese, dor abdominal, onicogrifose, hepatomegalia, esplenomegalia, febre ¢ alteraches
do sistema respiratono sio também descritos em outras literaturas [1.5,14]. Autores
atnibuem ¢ssa vanabilidade das manifestagdes clinicas a resposta imune do hospedeiro
[15].

Anemia normocitica normocromica fol encontrada com frequéncia nos cdes
positivos, assim como ocomeu em trabalhos de outros autores [6.9]. Dentre os

mecanismos pelos quais a LVC pode causar anemia ja foram descritos entropoicse
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diminuida, cronicidade da doenca, hemorragias, lise de hemacias ¢ diminuigio
eritrocitiria por producio de  autoanticorpos  que  levam 8o sequestro esplénico
[4]-

A trombocitopenia também foi frequente dentre as alteragdes laboratoriais dos
cdes positivos. Dentro da fisiopatogenia envolvida nessa alterag@o € citado vasculite por
deposito de imunocomplexos, distirbios de trombocitopoiese, aumento na destruigio
plaquetania ¢ presenga de imunoglobulinas anti-plagquetas, [4.15].

Outro achado frequente fiod a hiperproteinemia, que também ja foi descrita em
outros estudes [6,14,17). Esse fator pode ser explicado pela ativagio policlonal de
linfocitos B que resulta em producio elevada de anticorpos y-globulina, podendo exceder
10g/dl. mesmo nos cies que apresentam hipoalbuminemia [4]. Essa producio de
globulinas se relaciona com a resposta humoral que se desenvolve nos animais doentes
nos quais ocorre supressdo de linfocitos TCD4+Thl, e ativagio de TCD4+Th2 com agiio
de interleucinas [L-4. IL-5, IL-6, [L-10 e IL-13. Isso resulta na proliferagdo de linfocitos
B com grande produgdo de anticorpos. Ressaltando que esses anticorpos podem estar
atrelados ao agravamento da doenga [6].

A constataciio de proteinina também & relevante, pois o rim & um dos drgdos
frequentemente afetados que nio pertence ao sistema monecitico fagocitinio e as lesdes
renais frequentemente levam o animal 8 morte [6]. O nm pode ser prejudicado de duas
formas durante a infecqdo, por dano causado por aglo direta do parasita nos tecidos, com
a formagéo de lesdes inflamatdrias nio supurativas, ou ainda por dano indireto causado
por deposigio de imunocomplexos nas membranas basais de células do rim o que causa
glomemulonefrite [6].

A cidade de Uberaba amda ndo possui a confirmagdo de casos autdctones ou
presenga conhecida do vetor Luizomvia longipalpis [5]. Entretanto no municipio vizinho,
Uberlindia, ja se tem a presenca conhecida do vetor com casos autdctones de LV
humana e canina hi mais de 14 anos [13). E necessario ressaltar também que estudos
recentes tém citado carrapatos & pulgas como possiveis agentes na transmissdo, bem como
transmissdo venérea, transplacentaria e por transfusdo] ).

A urbanizagio da leishmaniose humana e canina ji tem sua relevancia notada
desde a decada de 70. Fatores como expansio de praticas agranas, exploragio do solo,
interrupgio da vigilincia epidemiolagica, processo de urbanizagdo, arcas sem condigio
de moradia adequada, ¢ consequentemente a presenga de cdes infectados tem sido

eapontados como contribuintes importantes para 4 expansdo da doenga [11]. S50 todos
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fatores aos quais o municipio de Uberaba tem estado exposto desde sua fundagSo,
principalmente com o rapidoe avango das areas urbanas e falta de pesquisas entomologicas.

Owutro fator desafiador da LVC é o desenvolvimento de sintomas inespecificos e,
frequentemente tardios, o que contribui para o subdiagnostico da deenca. Existem ainda
05 ciles infectados assintomaticos que podem chegar a 80% da populagio, e animais gue
ndo fazem sorcconversio [9). A inclusio da leishmaniose no diferencial para
hemoparasitoses mesmo nas dreas nio endémicas pode atuar contra o subdiagnostico da
doenca.

Atualmente, nio ha método pam curar ou prevenir leishmaniose que seja
disponivel por um prego acessivel ¢ apresente alto graw de eficicia considerando
medicamentos & vacinas. Principalmente no campo das vacinas, a alta vanedade de
espécies de Leishmania ¢ resposta varidvel dos vacinados representa um grande desafio
no desenvolvimento de um imunizante com boa protegio ¢ segura tanto para humanos
como para os cdes [ 12]. Por isso a vigilincia epidemiologica ainda € considerada a melhor
forma de evitar o avango da doenca, principalmente o combate ao vetor. Somando todos
o5 fatos discutidos ao alto potencial de disseminagio da doenga, avango das dreas
endémicas ¢ a presenga de 25 casos confirmados em Uberaba, fica evidente a impontincia
de estudos epidemiologicos para monitorar o avango da leishmaniose na regido, bem
como necessidade de novos estudos prospectivos com foco nos reservatonos e pesquisas
entomologicas buscando o vetor. Somente assim ¢ possivel evitar que a cidade owtrora
com baixa incidéncia de casos se tome um nove foco de casos humanos ¢ animais dessa

Antropozoonose que causa tantos prejuizos 3 sadde piblica

S CONSIDERACOES FINAIS

O perfil clinico epidemiologico dos cies acometidos por LVC em Uberaba, MG
& composto por cies machos e fémeas, de qualquer raga, com idade entre 1 2 5 anos,
apresentando como sinals clinicos principalmente alteragdes cutineas, anorexia e
linfoadenomegalia ¢ cujos exames laboratoriais revelam na maior parte dos casos anemia
normecitica nommocromica, hiperproteinemia, hiperglobulinemia, trombocitopenia e
proteindria. Os resultados previamente descritos corroboram com a maioria dos trabalhos
utilizados como base para o desenvolvimento deste estudo exceto pela presenca de
polenciais casos sutdctones, entretanto este estudo foi realizade pelo levantamento de

prontudrios, portanto ndo foi possivel confirmar que os animais positives para LVC nunca
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estiveram fora de Uberaba, 1ss0 evidencia a necessidade de realizar um estudo prospectivo

para confirmar a ocoméncia de casos autdclones.
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CAPITULO 2: PERFIL CLINICO E EPIDEMIOLOGICO DE CASOS AUTOCTONES
DE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA ATENDIDOS NO HOSPITAL
VETERINARIO DA UNIUBE, EM UBERABA - MG, DE 2020 A 2022

RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenca que abrange todo o territério brasileiro, estudos
mostraram a presenca do vetor ou casos humanos e caninos confirmados em diversos
municipios do estado. Em Uberaba houve suspeita de casos autdctones ocorridos no periodo
de 2015 a 2020. Atualmente o nimero de cdes com sinais clinicos da doenca tem aumentado.
Portanto o objetivo do presente estudo é identificar a ocorréncia de casos de Leishmaniose
Visceral canina (LVC) no municipio de Uberaba — Minas Gerais além de avaliar os sinais
clinicos, achados laboratoriais apresentados pelos animais, bem como as caracteristicas
epidemioldgicas destes casos. Para este estudo foi coletado o sangue e realizado teste rapido
(TR-DPP®) e teste confirmatorio ELISA em cdes sintomaticos atendidos no HVU ou em
clinicas veterinarias de Uberaba. Os sinais clinicos selecionados para a triagem dos animais
foram dermatite, alteracdes oftdlmicas, onicogrifose, hepatomegalia, esplenomegalia, artrite,
sintomatologia neuroldgica e feridas ulcerativas de dificil cicatrizacdo. Foram coletados os
dados de raca, sexo, idade, procedéncia, sinais clinicos, exames laboratoriais incluindo os
especificos para diagnostico de LVC. Foram realizados 78 testes TR-DPP® em animais
suspeitos dos quais 10,26% (8/78) foram reagentes. O mesmo material foi submetido ao Teste
de ELISA onde se observou 7,69 % de diagnosticos reagentes (6/78). Cinco animais foram
reagentes em ambos os testes, sendo diagnosticados positivos para LVC. Ao ser observado a
raca, os animais SRD corresponderam a 40% dos casos positivos (2/5). Os sinais clinicos mais
frequentes foram alteracdes cutaneas, ja quanto aos achados laboratoriais a anemia normocitica
normocrémica foi observada na maioria dos animais positivos para LVC. Os tutores
preencheram um questionario para obtencdo de dados relacionados aos animais testados, 0s
dados do questionario demonstraram que 60% (3/5) dos animais diagnosticados possuiam
carrapatos, 80% (4/5) ndo estavam com cartdo vacinal completo e 100% (5/5) residiam em
regides proximas a matas. Ao se observar a procedéncia, todos os cdes eram de Uberaba, e
apenas dois haviam saido da regido. Sendo assim, foram observados casos autdctones de LVC
no municipio de Uberaba-MG, apesar da cidade ndo ser considerada endémica. Este trabalho

reforca a necessidade da utilizacdo de dois testes para o diagndstico e questiona a discrepancia
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de resultados entre diferentes testes. Também fica evidente a necessidade de maior
conscientizacdo dos moradores da regido sobre a prevencdo desta zoonose. Por fim, sdo
necessarios mais estudos entomoldgicos para identificar a presenca do vetor e estabelecer

estratégias de controle da infecgdo

Palavras-chave: Leishmania infantum chagasi, zoonose, calazar, céo.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a disease that affects the entire Brazilian territory. Studies have shown
the presence of vectors or confirmed human and canine cases in several municipalities in the
state. In Uberaba, there were suspected autochthonous cases that occurred between 2015 and
2020. Currently, the number of dogs with clinical signs of the disease has increased. Therefore,
the objective of this study is to identify the occurrence of cases of Canine Visceral
Leishmaniasis (CVL) in the municipality of Uberaba - Minas Gerais, in addition to evaluating
the clinical signs, laboratory findings presented in animals, as well as the epidemiological
characteristics of these cases. For this study, blood was collected and a rapid test (TR-DPP®)
and confirmatory ELISA test were performed in symptomatic dogs treated at HVU or veterinary
clinics in Uberaba. The clinical signs selected for animal screening were dermatitis, ophthalmic
alterations, onychogryphosis, hepatomegaly, splenomegaly, arthritis, neurological symptoms
and ulcerative wounds that were difficult to heal. Data on breed, sex, age, origin, clinical signs
and laboratory tests, including those specific for the diagnosis of CVL, were collected. 78 TR-
DPP® tests were performed on suspected animals, of which 10.26% (8/78) were reactive. The
same material was submitted to the ELISA test, where 7.69% of reactive diagnoses were
observed (6/78). Five animals were reactive in both testicles, with positive reports for CVL.
When distributed by breed, SRD animals corresponded to 40% of the positive cases (2/5). The
most frequent clinical signs were apparent alterations, while the laboratory findings of
normocytic normochromic anemia were observed in most animals reactive for CVL. The
owners filled out a questionnaire to obtain data related to the animals tested. The data from the
questionnaire showed that 60% (3/5) of the animals investigated had ticks, 80% (4/5) did not
have a complete vaccination card and 100% (5/5) lived in regions close to forests. When
observing the origin, all the dogs were from Uberaba, and only two had left the region.
Therefore, autochthonous cases of CVL were observed in the city of Uberaba-MG, although
the city was not considered endemic. This study reinforces the need to use two tests for
diagnosis and to question the discrepancy in results between different tests. It also becomes
evident the need for greater awareness among residents of the region about the prevention of
this zoonosis. Finally, more entomological studies are needed to identify the presence of the

vector and establish infection control strategies.

Keywords: Leishmania infantum chagasi, zoonosis, kala-azar, dog.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV), popularmente conhecida como calazar, é uma zoonose
cuja etiologia é atribuida a diversas espécies do género Leishmania, sendo a mais importante
no Brasil a Leishmania infantum chagasi (OVALLOS, 2011; JUNIOR et al. 2021).

Em 2018, a LV foi considerada endémica em 98 dos 200 paises e territérios mundiais
(WHO, 2020). No periodo de 2001 a 2017 foram registrados 59.769 casos nas Ameéricas, sendo
96% desses casos no Brasil (OPAS/OMS, 2019). Portanto esta zoonose é considerada um
grande problema de satde publica para este pais devido a dificuldade de controle, alta letalidade
e ampla distribuicdo geogréafica, uma vez que ela ocorre nas cinco regides desse territorio
(GONTIO; MELO, 2004; MOTTA et al., 2021).

Nos ultimos anos, a LV demonstrou uma expansao e urbanizacdo, provavelmente
devido a fatores ambientais, demograficos e sociais que favorecem a disseminacdo da doenca
(MOTTA et al., 2021, OLIVEIRA et al., 2022). De modo geral, a transmissdo dessa zoonose
ocorre pela picada do mosquito Lutzomyia spp infectado, que é um flebotomineo popularmente
conhecido como mosquito palha. O vetor tem como habitat ambientes silvestres, mas vem
demostrando capacidade de adaptacdo ao ambiente urbano, devido a destruicdo desses habitats
(COSTA et al., 2007; SILVA et al, 2017). O criatorio desse mosquito € matéria organica em
decomposicéo, lixo e entulhos, condi¢des encontradas em abundéncia nas cidades (SILVA et
al, 2017). Por outro lado, alguns estudos verificaram a presenca de Leishmania spp. em pulgas,
carrapato vermelho do cdo e carrapatos do género Rhipicephalus sanguineus, sugerindo a
participacao destes como vetores na disseminacao da doenca (PAZ, 2010; VIOL et al., 2016)

Nas &reas periurbanas e urbanas, os cdes tém sido considerados os principais
reservatdrios de L. chagasi. As apresentacdes clinicas da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
incluem, perda de peso, altera¢des cutaneas, linfoadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia e
onicogrifose, podendo em alguns casos ser assintomatica (GALVAOQ, 2016). A identificacio
precoce das caracteristicas clinicas e laboratoriais no atendimento ao paciente, bem como dos
dados epidemiolégicos sdo de fundamental importancia para auxiliar no diagnéstico dos casos
e na implementacdo de medidas de controle (CUNHA, 2019).

O diagnostico laboratorial da LVVC é feito com auxilio de hemograma e bioquimica
sérica nos quais se avaliam parametros como proteina total, albumina, globulina, creatinina,
ureia, contagem de hemaécias, leucdécitos, plaquetas. As principais alteracdes encontradas sao

anemia, leucopenia ou leucocitose, trombocitopenia, hiperproteinemia por hiperglobulinemia,
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hipoalbuminemia e azotemia. Contudo, apesar dessas alteraces estarem presentes na maioria
dos casos confirmados, nenhuma delas sdo especificas de LVC. Portanto, a confirmacéo é
realizada por exames parasitologicos, soroldgicos ou moleculares (DIAS, C. 2008).

O método parasitologico possui baixa sensibilidade em animais oligossintomaticos,
assintomaticos ou com baixa parasitemia. Os métodos soroldgicos sdo mais sensiveis e possuem
a vantagem de serem menos invasivos e mais praticos de serem realizados, sendo os mais
utilizados os testes imunocromatografico (teste rapido), o ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
(ELISA) e a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (GALVAO, 2016).

O método mais frequente de diagndstico molecular é a PCR, que consiste na
identificacdo e amplificacdo de uma regido do DNA do parasita (FARIA et al., 2012; CUNHA,
2019). A PCR pode ser uma técnica qualitativa, como no caso da PCR convencional ou a
“nested” PCR (nPCR) classificando o animal como infectado ou ndo infectado ou quantitativa,
como a gPCR, mensurando a sua carga parasitaria sanguinea. Sua principal desvantagem
consiste na necessidade de laboratorios e profissionais especializados, além de um custo mais
elevado (CUNHA, 2019).

A prevaléncia da LVC tem sido objeto de estudo em diferentes regides do Brasil
(MADEIRA et al.,, 2000; FRANCA-SILVA et al.,, 2003; CORTADA et al., 2004,
GUIMARAES et al., 2005; AZEVEDO et al., 2008). O municipio de Uberaba, localizado na
mesorregido do triangulo mineiro, alto Paranaiba, no estado de Minas Gerais, fica a uma
distancia aproximadamente de 494 km da capital mineira Belo Horizonte. De acordo com o
IBGE, em 2021 a populagdo foi contabilizada em 340.277 habitantes (COSTA et al., 2023). O
clima é do tipo tropical, com temperatura media de 22,3°C e média de precipitagdo anual de
1571mm, estacdo seca de maio a agosto e estacdo chuvosa de dezembro a fevereiro. Atualmente
Uberaba € classificada como municipio silencioso ndo receptivo vulneravel, ou seja, sem
confirmacdo de casos autdctones humanos e caninos e sem a presenca conhecida do vetor
(BILHARINHO et al., 2023; COELHO et al., 2011). Entretanto, existe uma suspeita de que
tem ocorrido casos dessa zoonose com base nas seguintes observagdes: a) Tem-se um aumento
na frequéncia de cdes sintomaticos levados para atendimento veterinario; b) Ha diagnosticos
soroldgicos positivos nos animais levados para atendimento (BILHARINHO et al., 2023).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi identificar a ocorréncia de casos de
Leishmaniose Visceral canina no municipio de Uberaba — Minas Gerais no periodo de 2020 a
2022, bem como descrever as manifestagdes clinicas, achados laboratoriais e caracteristicas

epidemioldgicas desses casos.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar casos LVC atendidos em Uberaba, Minas Gerais no periodo de 2020 a 2022

e descrever o perfil clinico e epidemioldgico desses casos.

Obijetivos Especificos

— Diagnosticar casos de LVC por meio de teste sorolégico Imunocromatogréfico e ELISA
realizado em pacientes sintomaticos atendidos no HVU ou em clinicas particulares da
cidade.

— Descrever as alterac6es clinicas observadas nos casos de LVC.

— Descrever as alteragGes hematoldgicas e bioquimicas nos casos de LVC

- LVC.

— Relacionar os casos de LVC com ambiente domiciliar ou peri-domiciliar e demais
caracteristicas epidemioldgicas como sexo, idade, raca, histérico de vacinacdo e
desverminacdo, infestacdo por ectoparasitas € acesso a rua sem supervisdo dos tutores.

- ldentificar a procedéncia de animais com LVC atendidos em Uberaba, Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

Comité de ética

O estudo foi realizado conforme as normas do Colégio Brasileiro para Experimentagao
animal (COBEA), sob aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da
Universidade de Uberaba, com o nimero do protocolo 11.794/08 (ANEXO 1).

Amostragem
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No periodo de novembro de 2020 a junho de 2022 foi feito um estudo em que foi
coletado sangue de animais sintomaticos atendidos no Hospital Veterinario da Uniube (HVU)
ou em clinicas veterinarias do municipio de Uberaba. O material foi armazenado em tubo sem
anticoagulante e as amostras foram encaminhadas para a realizagdo de teste rapido (TR-DPP®)
e teste ELISA confirmatério

Coleta de dados

Para o estudo, foram incluidos animais que apresentavam sintomatologia caracteristica
de LVC como dermatite, alteraces oftdlmicas, onicogrifose, hepatomegalia, esplenomegalia,
artrite, sintomatologia neurologica e feridas ulcerativas de dificil cicatrizacdo. Foram obtidos
0s prontuarios desses animais para coleta de dados de raca, sexo, idade, procedéncia e exames
complementares. Adicionalmente, foi realizado um questionario no momento da consulta com
o tutor, no qual obteve-se informacdes relacionadas a procedéncia do animal, viagens, bairro e
regidao onde habita, doencas anteriores, coabitantes, vacinas e desverminacdo (ANEXO2). Além
disso, foi investigado o conhecimento do tutor sobre a LVC, seu tratamento e prevencédo
(Quadro 1).

Quadro 1: Perguntas realizadas aos tutores de animais suspeitos para LVC que foram atendidos no HVU
e em clinicas parceiras na cidade de Uberaba no periodo de 2020 a 2022.

Animal j& saiu de Uberaba? Onde?

Animal € vacinado? Quais vacinas?

Animal desverminado? Com que frequéncia?

Possui carrapatos atualmente? J4 teve antes?

Qual bairro que o0 animal habita?

Zona rural? Peri urbana? Urbana?

Possui mata proxima a residéncia?

Presenca de abrigos ou canis préximos a residéncia?

Tem acesso a rua?

Possui outros animais em casa? Quantos? Quais espécies?

O Tutor conhece a doencga Leishmaniose?

O Tutor sabe que é uma zoonose?
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Conhece os métodos de prevencdo? Vacina e coleiras?

Sabe sobre o tratamento da doenga no animal?

O Teste Imunocromatografico

O teste utilizado no estudo foi o TR-DPP® Leishmaniose Visceral Canina - Bio-
Manguinhos®, fornecido pelo Instituto de Pesquisa Fiocruz. O exame foi oferecido de forma
gratuita ao tutor, que estava ciente da participacdo do seu animal no projeto e assinou um termo
de consentimento sobre sua participagdo (ANEXO 3).

Realizou-se a coleta de sangue venoso por puncao da veia de melhor acesso de cada
animal, a amostra foi armazenada em tubos de 5 ml sem anticoagulante. Apds a coleta, 0 sangue
foi centrifugado a 2000rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, no Laboratério de Analises
Clinicas (LAC), situado no HVU para obtencéo do soro. Entao foi verificado a integridade do
teste por meio da visualizacdo de duas linhas na janela de teste. Apds isso foi retirado 5 pL de
soro da amostra a ser testada. Posteriormente, segurou-se a alga coletora em posicéo vertical
tocou-se a area de aplicagdo da amostra no pogo “amostra + tampao” do suporte, € observou-se
a absorcéo do soro pelo mesmo. Em seguida, foram adicionadas duas gotas da solu¢do tampao
no pogo “amostra + tampdo” e aguardou-se cinco minutos. Apos esse tempo, as linhas azul e
verde anteriormente observadas deveriam desaparecer, caso contrario o teste deveria ser
descartado. Em seguida, foram adicionadas quatro gotas da solucdo tamp&o sobre o poco
“tampao”, e aguardou-se 10 minutos para a obtencdo do resultado. O resultado foi interpretado
com observacdo da marcacao da linha C (controle) e T (Teste) com uma linha de coloracéo
roxa/rosa, sendo “ndo reagente’ quando esta linha era visualizada apenas em C ¢ “reagente”
quando observada na area C e T. O resultado foi dado como “invalido” quando uma linha
roxa/rosa ndo marcava a area C, pois independentemente do resultado, a linha controle sempre
deveria ser marcada, ou seja, 0 que definia o resultado positivo ou negativo era a presenca ou

auséncia da linha na area T.

Teste de ELISA

Foi utilizado o kit ELISA-Biomanguinhos. Os testes foram realizados na Universidade
Federal de Vicosa. O teste consistiu na adigdo de soros diluidos em concentragdes de 1/100 e

aplicados em pocos de microplacas. Apo6s isso foi adicionado o antigeno canino conjugado a
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enzima peroxidase. Apos 30 minutos foi adicionada a solucdo reveladora e a placa foi mantida
no escuro por 20 minutos. Por fim, foi realizada a leitura da placa em espectofotémetro no

espectro de 490 nm. Valores > a 3 foram considerados positivos.

Andlise Estatistica

Os dados estatisticos foram expressos como média + erro padrdo. A analise estatistica
dos resultados foi determinada por anélise de variancia One-Way ANOVA seguido pelo pos-

teste de Tukey para multiplas comparagdes, com aceite de significancia para (p< 0,05).

RESULTADOS

No periodo de novembro de 2020 a junho de 2022 foram realizados testes sorolgicos
imunocromatografico dos animais que possuiam suspeita clinica de LVC. Testou-se um total
de 78 animais sintomaticos, destes 8 (10,2%) foram reagentes e 70 (89,7%) nao reagentes. Para
0 teste de ELISA, foram testados 78 animais dos quais 6 (7,6%) foram reagentes e 72 (92,3%)

nédo reagentes (Tabela 1).

Tabela 1: NUmero de cdes com sintomas de LVC atendidos no HVU ou em clinicas de Uberaba, no
periodo de 2020 a 2022 e testados pelo método diagnéstico imunocromatografico (TR-DPP®, Bio-
Manguinhos.) e ELISA.

Resultado TR-DPP® ELISA
Reagentes 8 6
N&o Reagentes 70 72
Total 78 78

Ao comparar os resultados de ambos os testes utilizados neste trabalho verificou-se
que o TR-DPP® foi responsavel pelo diagndstico de 8 (10,2%) dos animais e 0 ELISA por 6
(7,6%) (Figura 1).
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Figura 1: Comparativo entre resultados reagentes para TR-DPP® (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro) e
ELISA (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro) para Leishmaniose Visceral Canina realizados em cées sob
suspeita de infecgdo por LVC atendidos no HVU no periodo de 2020 a 2022.

O teste de ELISA confirmou 5 dos 8 individuos reagentes no TR-DPP®, restando 3
reagentes apenas em TR-DPP® e 1 reagente apenas no ELISA (Tabelas 3 e 4). Sendo assim, 0s
5 animais reagentes em ambos os testes foram considerados positivos para LVC, enquanto 0s
outros 4 foram considerados como falsos positivos.

Tabela 2: Comparativo de diagnosticos de cdes com sintomas de LVC atendidos no HVU ou
em clinicas de Uberaba, no periodo de 2020 a 2022 obtidos por meio do teste de triagem TR-
DPP® (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro) e teste de confirmagdo ELISA (Bio-Manguinhos, Rio
de Janeiro) para Leishmaniose Visceral Canina.

(-) ELISA (+) ELISA TOTAL
(-) TESTE 69 1 70
RAPIDO
(+) TESTE 3 5 8
RAPIDO
TOTAL 72 6 78
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Tabela 3: Comparativo de diagnosticos de cdes com sintomas de LVC atendidos no HVU ou
em clinicas de Uberaba, no periodo de 2020 a 2022 obtidos por meio do teste de triagem TR-
DPP® (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro) e teste de confirmagio ELISA (Bio-Manguinhos, Rio
de Janeiro) para Leishmaniose Visceral Canina

TR-DPP® ELISA
Animal 1 Reagente Reagente
Animal 2 Reagente Reagente
Animal 3 Reagente Reagente
Animal 4 N&o reagente Reagente
Animal 5 Reagente Reagente
Animal 6 Reagente N&o reagente
Animal 7 Reagente Reagente
Animal 8 Reagente N&o reagente
Animal 9 Reagente N&o reagente

Dos animais reagentes para LVC, 3 eram machos (60,0%) e 2 eram fémeas (40,0%).

Quando observada a idade destes animais, 2 apresentaram idade maior que 5 anos
(40,0%) e outros 2 entre 1 e 5 anos (40,0%) e apenas 1 tinha menos de 1 ano de idade (20,0%)
(Figura 2).

TR-DPP®/ELISA = 0-1ano
50= =3 1-5anos
40 40% (2/5 40% (2/5) El Acima de 5 anos
304
20+ 20% (1/5
10=-
0 1 1

Figura 2: Idade dos cées com sintomas de LV C atendidos no HVU ou em clinicas de Uberaba, no periodo

de 2020 a 2022, que tiveram resultado positivo para LVC.

Ao ser observado a raca, os animais SRD foram os mais frequentes em ambos os testes,
representando 40,0% (2/5) dos casos (Figura 3).
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Figura 3: Racas dos cdes com sintomas de LVC atendidos no HVU ou em clinicas de Uberaba, no

periodo de 2020 a 2022, que tiveram resultado

Nos animais positivos para LVC

positivo para LVC.

o sinal clinico mais frequente foram alteragdes

cutaneas, presente em 60,0% dos casos (3/5) sendo principalmente alopecia, lesdes ulcerativas,

dermatite em coxins e dermatite generalizada recorrente. O segundo sinal clinico mais frequente

foi a onicogrifose observada em 40,0% (2/5) dos casos. Figura 4).
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Figura 4: Principais alteragfes clinicas dos cdes com sintomas de LVC atendidos no HVU ou em

clinicas de Uberaba, no periodo de 2020 a 2022, que tiveram resultado positivo para LVC.

Os dados obtidos revelam que a maioria dos animais reagentes em ambos 0s testes

apresentavam 3 ou mais sinais clinicos (Figura 5).

H TR-DPP®
6= = ELISA
(7))
.g 62,5% (5/8)
2
Q. 4=
0 50,0% (3/6)
£
'% 9 25,0% (2/8) 33,3% (2/6)
g 12,5% (1/8) 16,7% (1/6)
pa
0 | | T

1 + 2 3
N° de sinais clinicos

Figura 5: NUmero de sinais clinicos apresentados por cdes positivos para LVC atendidos no HVU ou

em clinicas de Uberaba, no periodo de 2020 a 2022 que tiveram resultado positivo para LV C.

Dentre os animais reagentes para LVC, 80,0% apresentaram anemia normocitica
normocrémica e trombocitopenia. Além disso, a hiperglobulinemia foi observada em 40% dos

casos (Figura 6).
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TR-DPP®/ELISA

Anemia normo. normo.- | 80,0% (a15)

Trombocitopenia-| | 80,0% (4/5)

Hiperglobulinemia— | 40,0% (2/5)

Leucopenia— ] 20,0% (1/5)

Aumento de proteinas plasméticas—:l 20,0% (1/5)
Proteintria— L] 20,0% (1/5)

Sem alteragdes—|_ ] 20,0% (1/5)

0 20 40 60 80 100

Percentual de animais positivos (%)

Figura 6: Principais alteracdes laboratoriais os cdes com sintomas de LVVC atendidos no HVU ou em

clinicas de Uberaba, no periodo de 2020 a 2022, que tiveram resultado positivo para LVC.

Dentre os animais positivos para LVC, 60,0% (3/5) dos animais diagnosticados
possuiam carrapatos, 80,0% (4/5) ndo estavam com a vacina em dia, 60,0% (3/5) habitavam em
regides urbanas e possuiam acesso a rua, e 100,0% (5/5) habitavam em regides préximas a

matas. Um total de 80,0% (4/5) dos animais possuiam coabitantes (Tabela 5).

Tabela 4: Resultados obtidos por meio de questionario aplicado aos tutores de cdes com sintomas de
LVC atendidos no HVU ou em clinicas de Uberaba, no periodo de 2020 a 2022, e positivos
para LVC.

TR-DPP®/ELISA (5)

Sim Nao

Animal ja saiu de Uberaba?
Animal com vacinas em dia?
Vermifugo em dia?

Presenca de carrapatos?
Habita em Zona Rural?

Habita em &rea Peri-urbana?
Habita em Area Urbana
Mata proxima a residéncia?
Abrigos e canis proximos a residéncia?
Acesso a rua?

Coabitantes?

1 (20,00%)
1 (20,00%)
2 (40,00%)
3 (60,00%)
2 (40,00%)
0 (0,00%)
3 (60,00%)
5 (100,00%)
0 (0,00%)
2 (33,40%)
1 (20,00%)

4 (80,00%)
4 (80,00%)
3 (60,00%)
2 (40,00%)
3 (60,00%)
5 (100,00%)
2 (40,00%)
0 (0.00%)
5 (100,00%)
3 (60,00%)
4 (80,00%)
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Ao avaliarmos o conhecimento de todos os tutores cujos animais foram testados, a
respeito da LVC, foi observado que 38 dos tutores conheciam a doenca (48,7%), porém apenas
19 deles sabiam sobre os métodos de prevencdo (24,3%) e 16 possuiam conhecimento do

tratamento da doenga nos animais (20,5%) (Tabela 6).

Tabela 5: Respostas do questionario feito aos tutores de cdes com sintomas de LVC atendidos no HVU
ou em clinicas de Uberaba, no periodo de 2020 a 2022 que foram testados para Leishmaniose Visceral

Questionarios realizados

(78)
Sim Né&o
Tutor conhece a Leishmaniose? 38 (48,7%) 40 (51,2%)
Tutor sabe que é uma zoonose? 33 (42,3%) 45 (57,7%)

Tutor conhece sobre os métodos de prevencdo nos animais? | 19 (24,3%) 59 (75,6%)

Tutor conhece sobre o tratamento da doenca nos animais? | 16 (20,5%) 62 (79,4%)

DISCUSSAO

O diagnéstico da LVC ¢é fundamental para o controle da zoonose. Atualmente a
sensibilidade dos testes, apesar de alta, ndo alcanca os 100% reforcando a importancia do uso
de pelo menos dois testes para o diagndstico (SILVA, 2015).

Neste estudo foram utilizados testes rapidos imunocromatografico TR DPP® (Bio-
Manguinhos, Rio de Janeiro) - Biomanguinhos e ELISA (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro). A
principio esse resultado concorda com um estudo feito por Barbosa (2015) que ao comparar 0
TR DPP® com RIFI e ELISA, constatou que a acuracia do TR DPP® foi de 96,6%, ELISA
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93,3% e RIFI 97,2%, sugerindo dessa forma que a sensibilidade do TR-DPP® ¢ de fato
semelhante a sensibilidade apresentada pelo ELISA para o diagnostico efetivo.

O tipo de antigeno utilizado para os testes pode justificar o porqué de alguns animais
apresentarem resultado positivo em apenas um dos testes. O TR-DPP® utiliza 0 rK28, uma
proteina recombinante contendo os antigenos rK26, rK29, rk39, provenientes de Leishmania
infantum, contudo, o ELISA biomanguinhos utilizado neste trabalho utiliza antigeno bruto
purificado extraido a partir de cultura de promastigotas de Leishmania major-like responsavel
por causar a leishmaniose cuténea, ou seja, ndo especifico de leishmania chagasi podendo
ocorrer resultados falso-positivos e negativos (LAURENTI et al., 2014). Estudos afirmam que
a espécie de leishmania da qual é extraido o antigeno influéncia de maneira significativa no
diagnostico (BALEEIRO et al., 2006). Por fim, o uso de proteinas recombinantes também tem
se mostrado superior em relacdo ao uso e antigenos brutos, como foi mostrado no trabalho de
Porozzi et al. (2007) o qual avaliou o diagnéstico de LVVC por meio de testes de ELISA com
quatro variagdes de antigenos, sendo eles: antigenos brutos extraidos de Leishmania infantum,
proteina rK26, rK39 e rA2 foi constatado que a deteccdo em casos de LVC assintomaticos e
sintomaticos com antigenos rA2 (88,0%), rkK26 (66,0%) e rK39 (66,0%), foi superior em
relacdo ao teste realizado com antigeno bruto (30%). Ainda no mesmo trabalho os diagndsticos
sintomaticos também apresentaram divergéncias com rK39 apresentando sensibilidade de
100,0%, rK26 atingindo 94,0%, rA2 70,0% e antigeno bruto 88% (POROZZI et al., 2007). Em
seu trabalho, Lucca (2005), utilizando antigeno bruto, observou reac6es cruzadas no teste de
ELISA entre LVC e neosporose (26,7%), babesiose (50,0%), erliquiose (50,0%) e doenca de
Chagas (100,0%). Portanto, uma vez que foi utilizado o antigeno bruto para o teste de ELISA
no presente trabalho, reagcdes cruzadas podem acontecer. Sendo assim, apesar de apenas 5
animais serem considerados positivos para LVC os demais podem apresentar sintomas clinicos
e alteracdes bioquimicas uma vez que podem estar acometidos por outra afeccéo.

Diversos estudos avaliaram a possibilidade de relacdo entre o sexo do animal com o
diagnostico positivo para LVC (BARBOSA et al., 2010; MOREIRA et al., 2003; TORRES,
2009). No presente estudo a quantidade de animais positivos para LVC foi de 40,0% de machos
e 60% de fémeas, ndo havendo diferenca significativa. Este resultado pode ser justificado por
outros estudos que observaram que raca e sexo nao foram fatores de risco

Assim como observado no estudo desenvolvido por Bilharinho et al. (2023), a maioria
dos animais positivos para LVC eram SRD. Os resultados podem ser justificados pela

afirmativa de Torres et al. (2009) o qual sugere que a maioria dos cdes que vivem areas de
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maior risco de infec¢cdo, como zonas rurais ou suburbanas sdo SRD. Ocorre que 0s animais
diagnosticados no estudo prospectivo viviam em areas de risco proximas a matas, corroborando
com o que foi afirmado por Torres et al., (2009). Assim como observado em nosso estudo, ndo
h& grande discrepancia entre os animais de raca, este resultado esta de acordo com Amdra et al.
(2006), Julido et al. (2007) e Seixas et al. (2012), os quais ndo observaram diferengas
estatisticas entre as racas e a positividade do animal. O presente trabalho, portanto, demonstra
que ndo ha uma relacdo direta entre raca e infeccdo por LVC.

Ao avaliar os animais positivos para LVC, observou-se que 40% estavam entre 1 e 5
anos e 40,0% acima de 5 anos. Contudo, os dados da literatura sdo divergentes. Alguns estudos
mostram que ha uma predisposicdo dos cdes adultos apresentarem soropositividade para a
doenca, provavelmente associado a longos periodos de incubacdo pois a LVC possui
caracteristica de ser uma doenca crénica (SOARES et al., 2003; SEIXAS et al., 2012). Contudo,
também é sugerido que animais mais jovens podem ser mais suscetiveis devido ao sistema
imunolégico pouco desenvolvido (FIGUEIREDO et al., 2014). Sendo assim, ndo ha como
estabelecer uma relacdo clara entre a idade do animal e o diagnostico positivo.

Neste estudo 0 maior percentual dos achados foram as alteragfes cutaneas seguido por
onicogrifose. Os resultados estdo de acordo com Feitosa et al. (2000) e Azevedo et al. (2008),
0s quais observaram que a sintomatologia clinica mais frequente nos animais positivos foram
lesGes cutaneas e onicogrifose. Apesar da LVC ndo ter nenhum sinal patognoménico as
alteracdes de pele nos animais positivos sdo frequentemente elevadas (AZEVEDO et al., 2008;
FEITOSA et al., 2000). A maioria dos animais diagnosticados para LV C apresentavam até trés
sinais clinicos, sendo considerados como oligossintomaticos de acordo com Assis et al. (2010),
apenas dois apresentaram quatro ou mais sintomas, sendo considerados polissintomaticos. O
estudo conduzido por Assis et al. (2010) observou que apesar da possibilidade de reacdes
cruzadas com outras doencas parasitarias, 93% dos animais oligossintomaticos com suspeita de
LVC reagentes para ELISA e RIFI foram confirmados por PCR, reforcando a eficacia e a
necessidade da associagdo de diferentes métodos diagndsticos para o diagnostico de LVC.

Segundo Bilharinho et al. (2023), a anemia normocitica normocrémica foi o achado
laboratorial mais frequente entre 0s animais positivos para LVC, assim como observado no
presente estudo. Nossos resultados estdo de acordo com o observado por outros autores em seus
estudos de LVC (CIARAMELA et al., 1997; Reis et al., 2006; NICOLATO et al., 2013;
CUNHA, 2019). Outros achados importantes foram a hiperglobulinemia (33,4%), e a

trombocitopenia (80%) em boa parte dos animais positivos. Estes resultados se assemelham ao
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estudo de Reis et al. (2006) e Cunha (2019) que observaram hiperglobulinemia e
trombocitopenia em grande parte dos animais positivos.

Foi detectada proteiniria em um animal reagente para LVC. Este resultado pode ser um
indicio de les&o renal e é utilizado como marcador deste tipo de lesdo, ocorre que a nefropatia
por imunocomplexos promove o aparecimento de proteindria, caracterizada por danos
glomerulares e tubulares, podendo levar ao desenvolvimento de doenca renal crénica
posteriormente (REIS et al., 2006). Portanto, os achados laboratoriais deste estudo reforcam os
achados da literatura, enfatizando a necessidade de atencéo as alteracGes aqui descritas para um
diagndstico mais preciso.

Nos casos positivos avaliados neste estudo todos moravam em regides proximas a
matas. Estes resultados condizem com dados da literatura, uma vez que alguns estudos
estabelecem uma relacéo direta entre cées que vivem em regides préximas a matas e a infeccao
por LVC (ALMEIDA et al., 2009; CABRERA et al., 2003; RONDON et al., 2008). Sendo
assim o presente estudo reforca a influéncia do ambiente rural ou regides proximas a areas
vegetais na infeccdo por LVC.

Sabe-se que a LV é uma zoonose de relevancia para a saude publica, e 0 cdo € um
importante reservatorio dessa doenga. O conhecimento do tutor sobre essa zoonose influencia
diretamente nas medidas de controle que devem ser tomadas para se evitar a sua disseminagéo
(ALMEIDA et al., 2022; ANVERSA et al., 2016). Pensando nisso foi realizado uma série de
perguntas no questionario ao tutor para se saber o que eles sabem sobre a leishmaniose visceral
canina. Ao observarmos as respostas, percebeu-se que 48,7% dos tutores de todos os animais
testados conheciam ou j& haviam ouvido falar sobre a LVC, porém 75,6% ndo conhecem 0s
métodos de prevencdo que podemos adotar no céo para se evitar que 0 mesmo contraia a doenca
e assim dissemine-a. Este resultado pode ser comparado ao estudo de Almeida et al. (2022) o
qual observou em por meio de entrevistas com 277 pessoas que 66,3% das pessoas afirmavam
ndo saber muito sobre a doenca. Estes dados evidenciam a necessidade de se promover
campanhas educativas em &reas de maior risco de proliferacdo da doenca e do médico
veterinario indicar os métodos preventivos para os tutores que habitam essas regides.

No questionario realizado neste trabalho, foram obtidas informacdes relacionadas a
guarda responsavel, e foi observado que nos animais positivos para TR-DPP®, a maior parte
deles estavam com vacinas e vermifugos desatualizados. Essa falha nos cuidados basicos dos
animais pode afetar diretamente na disseminagéo da LV C se for confirmado a presenca do vetor

na regido, pois sabe-se que as medidas de controle dependem também da conscientizacédo e
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educacdo da populacdo para que se utilize corretamente os métodos que se tem disponivel,
como coleiras repelentes e vacinas (ALMEIDA et al., 2022).

A maioria dos animais diagnosticados possuiam carrapatos. Anteriormente, foi relatado
a hipotese de que a LVVC pode ser transmitida também por outros tipos de ectoparasitas, como
os carrapatos. Campos e Costa (2014) demonstraram a presenga de Leishmania spp. em
carrapatos de cdes portadores de LVC. Além do mais, Viol et al. (2016) verificaram a presenca
de promastigotas no intestino, glandulas salivares e ovarios de Rhipicephalus sanguineus. Outro
estudo conduzido por Aktas et al. (2015) observou um aumento de 0,82 vezes na prevaléncia
de LVC em cdes com carrapatos em relacdo a cdes sem carrapatos. Este resultado por tanto
corrobora com a hipotese de que o carrapato pode atuar como vetor de transmissdo de LVC.

E importante ressaltar que todos 0s animais reagentes para ambos os testes nunca sairam
de Uberaba, 0 que sugere a presenca de casos autdctones, sendo agora, mais do que nunca,
necessario refazer a pesquisa entomoldgica para confirmar a presenca do vetor, que até entdo é

desconhecida.

CONCLUSOES

Foi possivel determinar a presenca de casos de Leishmaniose Visceral Canina mesmo
Uberaba ndo sendo uma regido endémica para a doenca, portanto, este trabalho reforca a
importancia dos métodos preventivos, e da conscientizacdo a respeito da doenga, além de
demonstrar a necessidade de refazer a pesquisa entomoldgica para confirmar a presenca do
vetor na regido. Nossos achados reforcam a auséncia de uma relagdo consistente entre raca,
idade e sexo do animal e o diagnostico positivo, ao passo em que enfatiza a relacao direta entre
regides rurais e proximas a matas nos coeficientes de infec¢éo. O presente trabalho demonstrou
a relevancia da associacdo de diferentes meétodos diagnosticos para diagnostico de caes
oligossintomaticos, uma vez que a maioria dos animais diagnosticados apresentaram até 3
sintomas apenas. Assim como observado em outros trabalhos, nossos resultados apontam a
presenca de lesdes de pele, onicogrifose, anemia normocitica normocrémica e trombocitopenia
como achados frequentes em cdes com LVC sugerindo que estes sintomas devem ser
monitorados e considerados para a realiza¢do de testes diagnésticos para LVC. Outro ponto
importante do trabalho é a correlacdo entre LVC e infestacdo de carrapatos, demonstrando a

necessidade de maior atencédo e cuidados com infestacdo deste ectoparasita em cées. Por fim,
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sd0 necessarios estudos entomoldgicos para identificar a presenca do vetor e estabelecer

estratégias de controle da infeccao.
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=

U nIUbe Comité de Etica em Experimentagdo Animal

Oficio CEEA-003/2020 Uberaba, 25 de setembro de 2020.

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 003/2020 relativo ao projeto intitulado *“Perfil clinico e
epidemiolégico dos casos de leishmaniose visceral canina em Uberaba - MG” que tem como
responsavel a Prof’. Isabel Rodrigues Rosado, csti de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagio Animal, adotados pelo Comité de FEtica em Experimentagio Animal
(CEEA/UNIUBE) regido pela lei n® 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n® 003/2020 related to the project entitled “Clinical and
epidemiological profile cases of canine visceral leishmaniasis in Uberaba - MG”, under the
supervision of Prof. Isabel Rodrigues Rosado, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation

(CEEA/UNIUBE) according to the law n® 11.794/08.

Atenciosamente,

£

Profa. Joely Ferreira Figueiredo Bittar
Coordenadora do CEEA-UNIUBE
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Perfil clinico e epidemioldgico dos casos de Leishmaniose visceral canina em Uberaba — MG

Ficha Clinica: Idade: Sexo:
PBaca: Procedéncia: Data:
Teste Eapido:

[] POSITTVO [CINEGATIVO

Teste Confirmatorio:

[] POSITIVO [CINEGATIVO

Sinais Clincos apresentados:

[ ]Cmicognfose [Hepatomegalia []Esplenomegalia
[Linfoadenomegalia [ |Mucosa Hipe []TPC aumentado
Alteracio cutdnea? Chaal?

Alteracdo ocular? Cual?

Chitros:

Animal ja sain de Uberaba? Onde?

Amimal & vacinado? Quais vacinas?

Animal vermifugado? Com que frequéncia?

Possmi carrapatos atualmente? Ja teve antes?

CQual bawre que o animal habita?

[ ]Zonanmal [ |Periwrbana [ |Uthana
Possui mata proxima a residéncia? Cspa [Mao
Presenga de abrigos ou canis proximos a residéncia? []SIM  [NAO
Tem acesso a ma? [Jsmd |:|I\':"'LD

Posswi outros animais em casa? Cuantos? Cuais espécies?

O Tutor conhece a doenca Leishmaniose? []SIM [ NAD
O Tutor sabe que é uma zoonose? [ SIM  [JNAO

Conhece os métedos de prevengdo? Vacina e coleiras?

Sabe sobre o tratamento da doenca no animal? [ JSIM [ NAO
0B5:
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ANEXO 3

de de20

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Mome e ficha clinica do animal:

Mome do tutor do animal:

Titulo do projeto: Perfil clinico e epidemiologico dos casos de Leishmaniose Visceral canina em
Uberaba - MG

InstituicBo onde sera realizado: Universidade de Uberaba / Hospital Veterinario de Uberaba, Av. do
Tutuna, 720 - Bairro Tutunas | Uberaba - Minas Gerais - Brasil | CEP:38.061-500 | Fone: (34) 3319-8787

Responsavel: Isabel Rodrigues Rosado, CRMV — MG 8796, (34) 99779-0766, isabel.rosado@uniube.br

Programa de Pés-graduacio em Sanidade e Producio Animal nos Trdpicos - Mestrado
Universidade de Uberaba Av. Nené Sabino, 1801 - B. Universitario Sala 2004 - Bloco D 38055-500
UBERABA-MG Fone: (34) 3315-8913 mestrado.vet@uniube.br

Vocé esta sendo convidado para participar do projeto “Perfil clinico e epidemiolégico dos casos de
Leishmaniose Visceral canina em Uberaba - MG", de responsabilidade da Professora |sabel Rodrigues
Rosado, Meédica Veterinaria, registrada no Conselho de Medicina Veterinaria de Minas Gerais com o n®
8796.
Este projeto tem como objetivo: Descrever o perfil clinico e epidemioldgico dos casos de Leishmaniose
Visceral Canina atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba, Minas Gerais
Este projeto se justifica porque Uberaba foi classificada como municipio silencioso nao receptivo
vulneravel, ou seja, sem confimacio de casos autdctones humanos e caninos e sem a presenca
conhecida do vetor. Entretanto, existe uma percepcao de que tem ocomrmido um aumento na prevaléncia
dessa zoonose na cidade com base no crescimento na frequéncia de cées sintomaticos e com diagndstico
soroldgico positivo
Se aceitar participar desse projeto, vocé autoriza a realizagio da coleta de sangue do animal,
prioritariamente pela veia jugular, acesso pelo pescoco, que pode gerar um pequeno desconforto na
contencdo, caso ndo seja possivel a coleta pela jugular, pode ser realizada pelas veias safena ou

cefalica, presentes nos membros toracicos e pélvicos. A coleta sera feita pelo Médico Veterinario
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responsavel, no Hospital Veterinario de Uberaba. Serdo coletados tubos de sangue de tampa vermelha

para realizagdo de teste rapido DPPE Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos). Vale

ressaltar que este teste & um método de triagem. ou seja, no caso de resultado positivo, &

necessario realizar outro tipo de teste confirmatdric (Elisa, parasitologico, PCR, etc.). O soro gue
ndo for utilizado nesses testes sera armazenado em uma soroteca do Programa de Pds-graduacio
em Sanidade e Produgio Animal nos Tropicos.

Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo receberd nenhum pagamento e também nao tera
nenhum custo. Vocé podera ter os seguintes beneficios por participar dessa pesquisa: o diagnostico da
doenca Leishmaniose Visceral Canina, informacgtes detalhadas sobre o tratamento e controle da doenca.
Por participar desta pesquisa o animal esta sujeito aos seguintes riscos: flebite das veias puncionadas,
dor, desconforto e estresse no momento da coleta.

Vocé pode parar de participar a qualquer momento ou pedir que uma determinada atividade nao

seja realizada, sem nenhum tipo de prejuizo para vocé. Sinta-se a vontade para solicitar, a qualquer
momento, os esclarecimentos que vocé julgar necessarios. Vocé tem a liberdade de entrar em contato
com o pesquisador se julgar necessario. Caso decida-se por néo participar, nenhuma penalidade sera
imposta a vocé.

Caso participe dessa pesquisa, vocé podera ter acesso aos resultados encontrados, quando ela for

concluida. Para isso deixe um e-mail para envio:

Vocé recebera uma via desse termo, assinada por vocé e pelo responsavel pela pesquisa,
rubricada em todas as paginas, onde consta a identificacio e os telefones da equipe de pesquisadores,

caso vocé queira entrar em contato com eles.

Mome do participante/responsavel e assinatura

Pesquisador:| Isabel Rodrigues Rosado, CRMV-MG 8796
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