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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
Roberto Coelho de Farias

INTRODUCAO: A Leishmaniose Visceral (LV) &, de acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude, uma doenca negligenciada com distribuicdo global de 50.000 a 90.000 casos novos
aproximadamente. No Piaui, tanto a LV humana como a canina sdo considerados seérios
problemas de salde publica. OBJETIVO: Descrever os aspectos laboratoriais, a distribuicao
dos casos de Leishmaniose Visceral Canina (LVC) no municipio de Pedro Il e avaliar o
programa de controle no periodo de 2013 a 2019. METODOLOGIA: Trata-se de um estudo
observacional, descritivo e retrospectivo, com coleta de dados secundarios obtidos pelo Setor
de Endemias do municipio de Pedro Il e dos relatérios do Programas de Controle da
Leishmaniose do Piaui. RESULTADOS: Entre maio de 2013 a dezembro de 2019 foram
realizados 4.276 testes rapidos em Pedro Il para a deteccéo de LVC utilizando o Kit DPP.Deste
total, 3.583 (83,79%) foram considerados negativos e 693 (16,21%) positivos. As 2.132
amostras foram provenientes da zona urbana, sendo 1.799 (84,38%) negativas e 333 (15,62%)
positivas. Na zona rural foram realizados 2.144 testes, sendo 1.784 (83,21%) negativos e 360
(16,79%) positivos. Dos 693 positivos para DPP apenas 370 realizaram o teste confirmatério de
ELISA e 323 ndo o realizaram devido a varios fatores. Dos 370 que realizaram, 136 (36,76%)
foram considerados negativos, sendo 76 provenientes da zona urbana e 60 da zona rural; e
234 (63,24%) positivos, sendo 134 da zona urbana e 100 da zona rural. Do total de 693
positivos que foram triados pelo teste DPP, 297 (42,8%), segundo alegacdo dos proprios
donos, teriam sido encaminhados por eles mesmos para a eutanasia apds receberem o
resultado do exame realizado e, por isso, ndo realizaram o teste confirmatério. Entre os
sacrificados, 106 (35,6%) eram provenientes da zona urbana e 191 (64,4%) da rural. A
eutanasia dos caes infectados realizada pelo setor de endemias de Pedro Il foi efetivada
apenas apds o resultado comprobatério de positividade para LVC pelo teste de ELISA. Assim,
dos 234 caes infectados, foram eutanasiados 233 (99,5%) dos quais 134 (57,5%) eram da
zona urbana e 99 (42,5%) da rural. Entre 2013 a 2019 foram realizadas 13 borrifacoes de
piretréides na zona urbana de Pedro Il e 15 na zona rural. CONCLUSOES: O ano com maior
porcentagem de amostras positivas identificadas pelo DDP foi 0 2019, na zona rural, enquanto
gue para o Elisa foi o ano de 2018 na zona urbana. A eutanasia canina é uma pratica realizada
pelos profissionais da saude seguindo protocolo e apés confirmacgéo pelo teste ELISA; o bairro
com maior quantidade de borrifacdes de piretréides foi a localidade Carnalbas.

Palavras Chave: Municipio de Pedro Il; Mesoregido Centro-Norte do Piaui; Leishmania
infantum.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN TROPICAL MEDICINE
Roberto Coelho de Farias

BACKGROUND: Visceral Leishmaniasis (VL) is, according to the World Health Organization, a
neglected disease with global distribution of approximately 50,000 to 90,000 new cases. In
Piaui, both human and canine VL are considered serious public health problems. OBJECTIVE:
To describe the laboratory aspects, the distribution of cases of Canine Visceral Leishmaniasis
(CVL) in the city of Pedro Il and evaluate the control program from 2013 to 2019.
METHODOLOGY: This is an observational, descriptive and retrospective study, with secondary
data collection obtained by the Endemic Diseases Sector of the municipality of Pedro Il and the
reports of the Leishmaniasis Control Program in Piaui. RESULTS:Between May 2013 and
December 2019, 4,276 rapid tests were carried out in Pedro Il for the detection of CVL using the
DPP Kit. Of this total, 3,583 (83.79%) were considered negative and 693 (16.21%) positive. The
2,132 samples were from the urban area, being 1,799 (84.38%) negative and 333 (15.62%)
positive. In rural areas, 2,144 tests were performed, of which 1,784 (83.21%) were negative and
360 (16.79%) were positive. Of the 693 positive for DPP, only 370 performed the confirmatory
ELISA test and 323 did not perform it due to various factors. Of the 370 who performed, 136
(36.76%) were considered negative, 76 from the urban area and 60 from the rural area; and 234
(63.24%) positive, being 134 from the urban area and 100 from the rural area. Of the total of
693 positive that were screened by the DPP test, 297 (42.8%), according to the claim of the
owners themselves, would have been referred for euthanasia by themselves after receiving the
result of the examination performed and, therefore, did not undergo the confirmatory test.
Among those sacrificed, 106 (35.6%) came from urban areas and 191 (64.4%) from rural areas.
The euthanasia of infected dogs performed by the endemic sector of Pedro Il was carried out
only after the positive result for CVL by the ELISA test. Thus, of the 234 infected dogs, 233
(99.5%) were euthanized, of which 134 (57.5%) were from urban areas and 99 (42.5%) from
rural areas. Between 2013 and 2019, 13 sprays of pyrethroids were carried out in the urban
area of Pedro Il and 15 in the rural area. CONCLUSIONS: The year with the highest
percentage of positive samples identified by the DDP was 2019, in the rural area, while for Elisa
it was the year 2018 in the urban area. The neighborhood with the highest amount of pyrethroid
sprays was Carnaubas; Canine euthanasia is a practice performed by health professionals
following a protocol and after confirmation by the ELISA test.

Keywords: City of Pedro Il; Central-North Mesoregion of Piaui; Leishmania infantum.
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1. INTRODUCAO
1.1 Breve historico da Leishmaniose Visceral

A leishmaniose se manifesta de trés formas conhecidas: visceral, cutédnea e
mucocutaneal. A leishmaniose visceral (LV) foi descrita pela primeira vez na Grécia
em 1835 e era denominada “ponos” ou “hapoplinakon”. Foi somente na india, em
1869, que recebeu o nome “Kala-azar”, palavra de origem Hindi que significa febre
negra em virtude do discreto aumento da pigmentacdo da pele ocorrido durante a
doenca 23. Ainda na india, Leishman em 1900 e Donovan em 1903 descobriram que
a doenca era causada por um protozoario, que em 1903 foi denominado de
Leishmania donovani, em homenagem aos pesquisadores. Posteriormente, na bacia
do Mediterraneo, relatou-se a ocorréncia de uma LV semelhante ao kalazar que, em
1980, foi declarada acometendo também os cdaes, identificada como L. canis a
espécie presente em cédes na Tunisia 4.

Nas Ameéricas, a doenca foi relatada pela primeira vez no Paraguai em 1913
por Migone®, detectada em um individuo febril oriundo do Brasil que havia trabalhado
na construcdo de estrada ferroviaria que ligava Sdo Paulo a Corumba em Mato
Grosso do Sul. Ap6s 13 anos, foi confirmada a autoctonia da doenca na Argentina,
por Mazza® em 1926. Posteriormente, também foi observada na Col6mbia, no
México ao Norte da Argentina, atingindo ainda a Guatemala, Honduras, Nicaragua,
Venezuela, Paraguai e Bolivia, sendo autdctone em 12 paises das Americas 22185186,

Em territério brasileiro, a LV teve sua descricdo pela primeira vez em 1934,
por Penna®, em meio a uma pesquisa de rotina para investigar a presenca da febre
amarela em 47.000 laminas de viscerotomia (figado) de pessoas falecidas de febres
suspeitas em todo o pais, principalmente nas regides Norte e Nordeste. Nessa
investigacdo, foram diagnosticados 41 casos de LV, sendo a maioria em criangas da
regido Nordeste, com predominio do Estado do Ceara e trés casos da Regido Norte,
do estado do Pard® No periodo de 1953 a 1965, a doenca foi reconhecida como
endémica no Brasil e de maior prevaléncia na América Latina, com destaque para o

Cearad com 174 casos, Bahia com 31 e Piaui com 45 casos °.

1.2 Agente etioldgico
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A LV é causada por protozodarios pertencentes a familia Trypanosomatidae,
ordem Kinetoplatida e género Leishmania. Atualmente, as espécies de leishmanias
gue podem infectar o homem séo classificadas em complexos e agrupadas em dois
subgéneros: Viannia e Leishmania *°. O subgénero Leishmania (Leishmania) spp. é
formado pelos complexos mexicana e donovani. Por sua vez, o complexo donovani
engloba trés espécies causadoras da doenca, que sdo a L. donovani, L. infantum e
L. chagasi .

O agente etiologico da LV na india, Paquistdo, China Oriental, Bangladesh,
Nepal, Suddo e Kénia (velho mundo) é a L. donovani, que apresenta um perfil
antropondtico; nas regides sudoeste e central da Asia, nordeste da China, norte da
Africa e Europa Mediterranea ¢ causada pela L. infantum e na América Latina (novo
mundo) o agente causador é a L. chagasi, ambas classificadas como zoonose %12,
Embora diferentes no nome e éarea de ocorréncia, técnicas bioquimicas e
moleculares revelaram que a L. infantum e L. chagasi sédo consideradas a mesma
espécie.

Com isso, tem-se utilizado a denominacdo de L. infantum para o agente
etiolégico da LV nas Américas, passando entdo a considerar apenas estas duas
espécies (L. donovani e L. infantum) como agente etiologico da LV no
mundo®3.Esses protozodarios sdo parasitos intracelulares obrigatoérios, caracterizados
por completarem seu ciclo de vida em dois diferentes hospedeiros e sdo observadas

principalmente duas formas distintas em seu ciclo biolégico.41>

1.3 Reservatorios e hospedeiros

A LV pode ser classificada em silvestre e doméstica ou peridoméstica
dependendo das caracteristicas ecoldgicas locais e do tipo de hospedeiro canideo
16O ciclo epidemioldgico da LV silvestre envolve a participacdo do homem, vetor e
um canideo silvestre (raposa). Além dos canideos, marsupiais, roedores e
quirépteros sdo também incriminados como potenciais reservatérios silvestres 7.
Desses, os marsupiais (Didelphis albiventris) e a raposa (Dusicyonvetulus e
Cerdocionthous) sdo os animais mais comumente envolvidos na transmissao da
infeccdo’®.

No Brasil, até meados da década de 1980, a LV era considerada uma

doenca predominantemente silvestre e rural. No entanto, algum tempo depois, a



doenca comecou a avancar para areas urbanas e periurbanas de outras regides
do pais'®. O padrdo epidemiolégico rural foi modificado com o aumento da
urbanizagdo e, com isso, 0s animais com habitos sinantropicos promoveram a
ligacéo entre os ciclos silvestre e doméstico da doenca 2°.

No ambiente urbano, o ciclo epidemiolégico da LV envolve a participacdo
do homem, do vetor e do cdo doméstico, sendo este a mais importante fonte de
infeccdo pelo grande fator de risco para o desenvolvimento da doenga em
humanos e pela manutencdo de focos endémicos e epidémicos nos grandes
centros urbanos 2. A elevada susceptibilidade a infeccdo, o alto grau de
parasitismo na pele e o convivio junto ao homem habilitam o cdo como o principal
reservatorio urbano e como o responsavel pela grande mudanca no perfil
epidemiolégico desta doenca 22. A alta prevaléncia da doenca tem sido
observada em areas urbanas e isso pode ser atribuido a elevada densidade
populacional; aumento das migracdes; maior quantidade de animais de
estimacéo; alta taxa reprodutiva dos cées, juntamente com o crescente abandono
destes animais; alteracbes ambientais, condicdes de vida da populacdo

inadequada e maior adaptacéo e dispersdo do vetor ao meio urbano 3,

Tem sido aventada também, uma possivel participacdo de outros animais
no ciclo domeéstico, tais como: felinos, equinos, suinos, caprinos, ovinos, bovinos
e galindceos, seja como hospedeiros, reservatérios ou amplificadores da
transmissdo por atrairem flebotomineos?#2>26 Estudos evidenciam que somente
a eutanasia de cées positivos ndo tem alcancado resultados satisfatérios no
controle da doenca e que € possivel que exista a participacdo de outros animais
reservatérios com potencial importancia epidemiolégica?’.

Desta forma, em areas rurais € comum a alimentacdo dos vetores da LV
por diversas espécies, enquanto que em areas periurbanas e urbanas, o vetor
tem maior interesse por galinhas. Embora galinhas sejam refratarias a infeccao, a
manutencdo destes animais em ambiente préximo a moradia humana contribui

para a existéncia de condicdes necessarias para a colonizacgdo do vetor 22,

1.4 Vetores

Os vetores envolvidos na transmissdo da LV séo insetos hematéfagos,

by

conhecidos como flebotomineos, pertencentes a familia Psychodidae e
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subfamilia Phlebotominae?®. Aproximadamente trinta espécies de flebotomineos
das subtribos Lutzomyiina e Psychodopygina foram descritas como vetores da
doenca *°, com destaque para os géneros Lutzomyia, Migonomyia e Pintomyiana
subtribo Lutzomyiina e os géneros Bichromomyia, Nyssomyia, Psychodopygus,
Trichophoromyia e Viannamyia em Psychodopygina3..

Esses insetos apresentam ampla distribuicdo geogréfica de acordo com as
condicdes climaticas, de vegetacdo e presenca de hospedeiros vertebrados.
Mundialmente, sdo conhecidas cerca de 900 espécies, das quais, mais de 500
foram identificadas na regido Neotropical 232, Na América do Sul, do Norte e
Central, a principal espécie transmissora da LV €é o Lutzomyia longipalpis,
apresentando ampla distribuicdo geografica desde o sul do México até o norte da
Argentina, e no Brasil ocorre nas regides Norte, Nordeste, sudeste e Centro-
Oeste 2. Ele pode ser encontrado em ambientes silvestres e em ambientes
antropizados, tanto em zonas rurais quanto em zonas periurbanas, sendo
capturados no intra e peridomicilio proximas as fontes alimentares 3.

Além dessa espécie, outras também sédo consideradas vetores da doenca,
tais como: Pintomyia evansi, descrita na Colébmbia e Venezuela; Lu. cruzi
encontrada somente no Mato Grosso do Sul; Lu. forattini que ja foi identificada
naturalmente infectada por L. infantum no Brasil 353637, Alguns estudos apontam
Mg. migonei, como sendo espécie vetora de L. infantum 8718 jncriminada na
transmissdo de LVA. Atualmente, € a especie mais incriminada depois de Lu.
longipalpis. Estudos moleculares recentes usando técnicas de PCR foi
identificado Mg migonei infectado por L. (L.) infantum, o agente etiolégico da
LVA, em PE e CE. Em Pernambuco, a espécie infectada por L. infantum, foi o
primeiro achado de infeccéo natural, sugerindo que esta poderia ser o vetor de L.
infantum em areas de LV onde Lu. longipalpis esta ausente 199 200

Guimarées et al. (2016) 2°! observaram a producéo de formas metaciclicas
de L. (L) infantum em Mg. migonomyia criadas experimentalmente em
laboratério. As infecgdes foram semelhantes as observadas em Lu. longipalpis,
gue levou os pesquisadores a considerar que Mg. migonei pode ser um vetor
permissivo. Na Argentina, também héa evidéncias epidemioldgicas 2°2 de um
possivel papel vetorial do Mg. migonei na transmisséo LVA.

Esses insetos sdo conhecidos popularmente como mosquito palha,

cangalinha, tatuquiras, birigui ou asa-dura e possuem atividade crepuscular e
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noturna, se estendendo entre 18h e 5h da manha 38 S&do holometabolos por
possuirem quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adultos. As
fémeas depositam os ovos em locais Umidos e com disponibilidade de matéria
orgéanica, tais como em fendas rochosas, entre raizes de arvores, debaixo de
folhnas mortas e em cavernas . O ciclo larval ndo ocorre na agua e sim em
matéria organica umida, o que favorece sua adaptacdo no ambiente doméstico e
peridomiciliar, contribuindo assim na dificuldade de combater ao vetor. Os insetos
adultos sdo pequenos, medindo até 5mm, e apresentam asas eretas com
comportamento de voo em pequenos saltos 4°. Em relagdo a alimentacdo, ambos
0s sexos se nutrem de néctar de flores, frutos e solugbes ricas em carboidratos
41, Além disso, a hematofagia € um habito alimentar exclusivo das fémeas, sendo
utilizado apenas para a maturacéo dos ovarios, implicando assim na transmissao

do agente etioldgico*?.

1.5 Ciclo biologico e de transmisséo

O conhecimento do ciclo biolégico e de transmissdo de um parasito se
configura em uma ferramenta importante na compreensao de sua epidemiologia
e para a elaboracdo de medidas de controle, especialmente quando séo ciclos
complexos, como o da L. infantum, os quais participam diferentes hospedeiros e
vetores 4344, O ciclo biolégico da L. infantum é do tipo heteroxénico (digenético),
pois alterna entre o hospedeiro definitivo, um vertebrado, e o intermediario, um
vetor flebotomineo 0.

As leishmanioses sdo antropozoonoses, tendo as caracteristicas da
transmissao diferentes quando apresentam o0 comportamento zoonGtico ou o
antropondtico*®. No primeiro, a transmisséo é do animal para o vetor e deste para
o humano, que se comporta ocasionalmente como hospedeiro e 0s animais,
principalmente os canideos, como reservatoérios. No segundo, a transmisséo é de
humano para o vetor e deste para o humano, sendo entdo considerado como o
Gnico reservatorio 4.

Alguns morfotipos de Leishmania jA foram relatados na literatura em
vetores e culturas, sendo as duas principais formas evolutivas: i) a amastigota
intracelular de fagocitos mononucleares dos vertebrados, sdo aflageladas,

imOveis e ovoides; e ii) a promastigota flagelada encontrada no vetor, sdo méveis
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e alongadas 474849 As diferenciacGes na morfologia, nutricdo, mobilidade,
metabolismo e crescimento dos morfotipos ocorrem para se especializarem as
mudangas na circulacdo entre os hospedeiros nas diferentes fases do ciclo
biolégico. Dessa forma, os parasitos sobrevivem, reproduzem e modificam a
expressdo de proteinas se adequando as variagbes de temperatura, pH, alimento

e oxigénio 505,52,

Esses parasitos sdo intracelulares obrigatérios das células do sistema
fagocitario mononuclear e o principal mecanismo de transmissdo € por meio da
picada da fémea hematdfaga do vetor flebotomineo, que suga o sangue do
vertebrado anteriormente infectado e ingere o parasito nas células parasitadas ou
na forma amastigota “6. A peca bucal da fémea é curta, rigida, lacera a pele e os
capilares sanguineos presentes, sugando a papula subcutanea gerada e libera
saliva com substancias anticoagulantes, vasodilatadoras, que facilitam a
realizacdo do repasto, e ainda causam efeito quimiotatico que favorece a
sobrevivéncia do parasito 5354,

Na porcdo média do aparelho digestério do inseto ocorre 0 processamento
do sangue, bem como, a reproducédo do parasito por sucessivas divisdes binarias
e modificacdo para a forma paramastigota, que adere ao epitélio da faringe e
es6fago pelo flagelo e se diferenciam na forma promastigota metaciclica
infectante®. Os parasitos entdo migram para as regides anteriores do tubo
digestorio e estdo aptos para infectar um hospedeiro vertebrado no préximo
repasto. Este ciclo referente ao inseto tem duracdo em torno de 6 a 9 dias *2.

Durante o repasto sanguineo, ao serem regurgitadas junto com a saliva na
derme do hospedeiro pela fémea do fleb6tomo infectada, as promastigotas
metaciclicas regurgitadas sao fagocitados pelos macréfagos de forma direta ou
indireta. Nesse Ultimo, os neutroéfilos sdo atraidos para o sitio da picada, podem
internalizar os parasitos e posteriormente serem digeridos pelos macrofagos.
Entretanto, a resposta biolégica dos neutréfilos infectados € modificada por
fatores provenientes do flebotomineo ou do proprio parasito, bem como, por
influéncia do sistema imunolégico do hospedeiro, tendo atividade distinta

dependendo da espécie de Leishmania®®->’.

Dentro do vacuolo do macréfago, os parasitos se modificam em
amastigota e se reproduzem por divisdo binaria de tal forma que lisam a célula e

sao liberadas. Apds, sdo entao fagocitados por outros macréfagos e dessa forma
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se disseminam pelo sangue e linfa chegando a infectar tecidos que também
possuem células do sistema fagocitario mononuclear, tais como: linfonodos,
medula 6ssea, baco e figado %8. O ciclo se repete quando um flebétomo faz o
repasto no vertebrado infectado.

Mecanismos de transmissdo nao vetoriais foram relatados tanto em
humanos quanto em cées. A LV congénita foi identificada no Sud&o, em 1992,
onde a crianca veio a 6bito aos sete meses de idade e a autdpsia encontrou
Leishmania em todos os tecidos *°. Recentemente, um caso de leishmaniose
congénita em um recém nascido com comprometimento hepético e neurolégico
foi documentado na Argélia °. Em um estudo feito com 124 cdes nascidos de
dezoito maes positivas para L. infantum foi identificado alto risco de transmissao
vertical, com numero reprodutivo basico de 4,12 1. A rota transplacentaria foi
descrita para a transmissdo congénita, em modelos com animais, sendo

encontrados parasitos no tecido da placenta, feto e recém-nascido 2.

A transmisséo venérea foi descrita em um relato de caso sobre infeccéao
conjugal entre humanos, na Gra-Bretanha 3. Essa via de transmissdo também foi
reportada em uma cadela na Alemanha % e comprovada em um experimento
com O cruzamento entre cdes nao parasitados com leishmania e cées
naturalmente positivos, com o parasito encontrado no sémen, no qual apds as
copulas 50% (6/12) das fémeas se tornaram infectadas ©°.

A infeccéo por meio de 6rgaos transplantados € reconhecida e neste caso,
a doenca se manifesta de forma tardia, geralmente em uma mediana de 32
meses %. Agulhas contaminadas, principalmente entre usuarios de drogas que as
compartilham, também sdo um meio de propagar o parasito, visto que para iSso
precisaria apenas de uma pequena quantidade de Leishmania no material
sanguineo remanescente na agulha, émbolo ou seringa ©.

Outra rota alternativa € a transmissdo iatrogénica por transfusao
sanguinea, cujo o risco foi descrito por Silva et al.’®® ao realizarem PCR
guantitativa em 500 amostras de sangue de um dos maiores bancos do Nordeste
do Brasil e 6,2% continham o DNA de Leishmania. Uma pesquisa nesse sentido
foi realizada em um banco de sangue no Mato Grosso do Sul, Brasil, e 178
amostras de 430 doadores também testaram positivo ©°.

Alguns fatores foram relatados como sendo relacionados ao potencial de

transmissdo da LV, como a carga parasitaria ’°, o microbioma intestinal do vetor
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T hospedeiros assintomaticos competentes como infecciosos ’?, aspectos
populacionais "3, as caracteristicas das regides rurais e urbanas 4, aspectos

climaticos e ambientais °.

1.6 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

A LV é uma doencga negligenciada e é considerada um sério problema de
salde publica no mundo, com cerca de 50.000 a 90.000 casos novos!.Os
principais fatores de risco sdo as condi¢cdes socioecondmicas, desnutri¢ao,
mobilidade populacional, mudancas ambientais e alteracdes climaticas .

A doenca encontra-se presente na Europa, Asia, Norte da Africa e América
do Sul 75, sendo a bacia do Mediterraneo, a China e a América do Sul os maiores
focos, com maior representatividade da doenca ocorrendo em individuos
residentes em zona rural. Em 2018, 94% (20.792/22.145) dos casos novos foram
registrados em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Kenya, Somalia, Suddo e
Sudéo do Sul "“(Figura 1).

Countries reporting l;{ Number of new VL cases reported, 2018
imported V0L cases
-
hpansds - 14
Ethiopa - 49 United Kingdom - 2 - <00 - 999
Preagh - 6 Colowd !
. .2 k‘nl’mvl - 100 - 499 NO sutochiomous Cases repored
Doy - 2 Uthesrda - 1 <100 No dota
lepa 2 Portugal - |
Sweden « 2 Sl Al - 4 I © Not applcatiie

Figura 1: Nimero de novos casos reportados em 2018 no mundo segundo a Organizacdo Mundial da
Saude. Fonte: WHO, 2018.

Na América do Sul, a LV esta se expandindo geograficamente constituindo
um grande desafio para a saude publica, com casos humanos e caninos

relatados em areas rurais e urbanas, na qual cerca de 97% dos casos



informados, em 2019, foram provenientes do Brasil'. No periodo de 2001 a 2016
houve uma grande expansdo da doenca na Argentina, Coldombia, Paraguai e
Venezuela’®.

A LV foi relatada inicialmente como uma doenca esporadica, de ambiente
rural, que acometia seres humanos e cdes que viviam em contato direto com
ambientes silvestres. Posteriormente, ela foi considerada como sendo de
ocorréncia endémica, com surtos ocasionais e tipicos de &reas rurais com
predominio de cerca de 90% de casos ocorridos na regido Nordeste, acometendo
pessoas pobres 7°. No entanto, a partir da década de 1970, essa zoonose
reemergente apresentou um processo de transicdo epidemiologica, com
mudanca de perfil de morbidade e mortalidade. Com isso, na década de 1980, a
doenca tornou-se endémica e epidémica em varias metropoles brasileiras, se
expandido principalmente na regido sudeste devido especialmente a fatores
como urbanizacdo, desmatamento e migragédo 881,

A transmissdo da LV tem sido amplamente relatada nos municipios do
Nordeste do Brasil, indicando ser esta a principal area endémica do pais, como
no Piaui que teve o primeiro registro do municipio de Teresina em 1981. Outras
regides também registraram casos, como a Norte (Boa Vista e Santarém);
Centro-Oeste (Cuiaba e Campo Grande); e Sudeste (Belo Horizonte e Montes
Claros)®283,

A LV no Brasil esta em franca expanséo, instalando-se na periferia das
cidades de grande e médio porte como Santarém (Pard), Aragominas
(Tocantins), Montes Claros (Minas Gerais), Corumba (Mato Grosso do Sul),
Aracatuba (Sao Paulo), S&o Carlos (Sao Paulo) e Sao Borja (Rio Grande do Sul)
e em outros estados a doenca esta presente nas capitais: Natal (Rio Grande do
Norte), Palmas (Tocantins), Sdo Luis (Maranhdo), Teresina (Piaui), Belo
Horizonte (Minas Gerais), Sdo Paulo (Sdo Paulo) e Rio de Janeiro (Rio de
Janeiro) fazem parte da lista de doencas que comp&em o Sistema de Doencas
de Notificacdo Compulsoéria .

O Brasil est4 entre os quatro principais paises do mundo com o maior
namero de casos de LV e vem apresentando um cenario de distribuicdo para
regides que antes eram consideradas néo afetadas em territério nacional,

atingindo uma ampla distribuicdo geografica 8. No ano de 2019, foram
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confirmados 2.827 casos de LV humana, com a regido nordeste registrando a
maior parte dos casos confirmados, seguida da regido norte e sudeste 6,

A expansao da LV tem sido associada ao éxodo rural aliado ao
crescimento desordenado das cidades e as intensas transformagdes ambientais,
contribuindo assim para a heterogeneidade da transmissdo no meio urbano®’.De
acordo com Werneck et al. 8%, os diferentes cenarios de transmissdo provenientes
das diferencas intraurbanas apresentam maior ou menor semelhanca com o
padrao rural, formando diferentes realidades socais, culturais e ambientais que
refletem na dindmica da doenca. Ainda segundo os autores, estes fatores
contribuem para o contato entre seres humanos, vetores e outros animais, mas
ndo sdo suficientes para afirmar que exista um padréo epidemiolégico urbano de
transmissao significantemente diferente do que ocorre no meio rural.

Um ponto importante € que a doenca apresenta letalidade elevada quando
ndo tratada de forma rapida e adequada 2, tendo como principais fatores para
esse aumento o diagnostico tardio e a expansdo da doenca em grupos de
individuos com comorbidades, cujas complicacfes infecciosas e as hemorragias
sdo os principais fatores de risco para a morte por LV&.

A alta incidéncia de LV atualmente, também tem sido associada com a
expansao das comunidades, gerando precarias condicfes de saneamento basico
associada a pobreza; falta de conhecimento e conscientizacdo da populacéo
exposta; além das precarias medidas de controle vetorial e da populacdo
canina®?°!, Nas ultimas décadas houve migracdo expressiva da populacdo para
as zonas urbanas. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), 84% da populacdo do pais vivem em zona urbana,
contribuindo assim para a existéncia de condicbes que favorecem a
disseminacdo de doencas, tendo em vista que migram tanto os homens quanto

seus animais domésticos®2.

1.7 Leishmaniose Visceral no Piaui

A doenca é conhecida no Piaui desde 1934, sendo considerado como uma
das principais areas endémicas de LV no Brasil. O estado sofreu com duas
grandes epidemias desde a notificagcdo do primeiro caso humano ocorrido na

década de 70. A primeira ocorreu em 1983-1984, com o registro de 308 casos
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(66,32 casos/100.000 habitantes) e a segunda em 1993-1994 com 1.042 casos
(94.92 cas0s/100.000 habitantes) e 34 6bitos (letalidade de 6,32%) . A doenca
no estado estava inicialmente associada as &reas rurais, mas Ccomo
consequéncia do desmatamento, urbanizacdo, migracdo e intenso processo
migratdrio ocorreu a expansdo das areas endémicas, levando a urbanizacdo da
infecc@o®%4, A maioria dos casos na década de 70 no Piaui foi registrada como
procedente de Teresina, principalmente de regides de clima semiarido, a sudeste
e a leste ou com precipitagdo pluviométrica anual inferior a 800 mm e altitudes
médias superiores a 200 m. Nessas areas o vetor principal € o L. longipalpis e os
principais reservatérios sdo o cao domeéstico e a raposa Dusicyon (Lycalopex)
vetulus, com transmisséo da doencga ocorrendo principalmente em pés-de-serra e
boqueirdes®.

Em um estudo realizado no Piaui por Santos et al.®® foi revelada uma
notificagdo de 954 casos humanos de 2012 a 2015, com a média anual de 238,5
casos, 0 que classifica o Piaui como uma importante area endémica da LV no
Nordeste do Brasil. O coeficiente de incidéncia anual variou de 6,04 a 8,92 casos
por 100 mil habitantes durante o periodo estudado, mantendo-se mais elevado
do que a média anual brasileira que é de 2 casos para cada 100 mil habitantes
9.9  Dados atuais do SINAN demonstram que foram notificados 2.101 novos
casos de LV no estado entre 2009 a 2018, o que corresponde a uma incidéncia
de 6,6 para 100 000 hab. Os municipios com maior incidéncia para 100.000
habitantes foram Avelino Lopes (28,09), Miguel Alves (26,98) e Pavussu (26,82),
com o municipio de Avelino Lopes destacando-se como a quinta cidade do Brasil
com a maior incidéncia de LV em 2016 (78,46 casos/100.000 hab.), segundo a
Organizacdo Pan-Americana da Saude °’. Outro dado importante é que 69,21%
dos casos de LV no Piaui de 2009 a 2018 ocorreram na zona urbana,
possivelmente devido a expansdo das habitacbes para areas de floresta,
favorecendo assim, uma interacdo entre ciclos silvestre e peridoméstico da
doenca®.

Em Bom Jesus foi realizado um levantamento de dados na Vigilancia
Sanitaria e na Secretaria da Saude do municipio, no qual foi possivel constatar
que entre os anos de 2004 e 2010 notificaram 15 casos de leishmaniose
humana, dos quais nove foram acometidos pela forma visceral, com todos 0s

pacientes da zona urbana distribuidos por diferentes regides da cidade. Ainda
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segundo esse estudo, 33% dos casos possuiam cdes em casa quando

adoeceram, bem como, também residiam préximo a mata ciliar *°.

Em relacdo a canina (LVC) no estado, resultado de um inquérito soroldgico
realizado no municipio de Valenca do Piaui evidenciaram que de 190 cédes
analisados, 158 (83,15%) apresentaram resultados positivos para anticorpos
(IgG) anti-leishmania. Além disso, algumas caracteristicas culturais como a
criacdo de animais domésticos e a manutencdo do cdo de guarda foram
observadas, favorecendo assim, para a elevagdo dos indices de LVH 00,

Nos anos de 2014 e 2015 foram notificados em Floriano 121 casos de LVC
e 6 casos de LVH em 29 bairros predominantemente periféricos. Conforme o
Centro de Controle de Zoonoses do municipio, a estimativa populacional de caes
na zona urbana é 9.000 caes, o que permite predizer um indice de positividade
canina de LVC em torno de 41,8% e incidéncia de 134,4 casos/10.000 cdes. Em
relacdo a LVH, a incidéncia calculada foi de 1,2 casos/10.000habitantes0?,

No municipio de Pedro II, a distribuicdo da LVH demonstra um padrao
ciclico da doenca no periodo entre 2007 a 2019, com uma taxa de incidéncia
maior nos anos de 2008 e 2018, contando com um Obito neste periodo 8(Gréfico
1).

12,91
- 10,6
787
5.45 528 531 53 526 528 525 5.24
2,68 258

ﬁ_‘“l_‘l’_‘[ﬂ’TT_TAY“T_Y_‘!“Fj_Y_Tﬁ““[_Y“]
S0}IQO ap 0JSWNN

Taxa de incidéncia por 100 mil
hab

T

2007 2008 2008 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2018

24

Grafico 1: Leishmaniose Visceral - Taxa de incidéncia por 100.000 hab. e nUmero absoluto de ébitos

em Pedro Il no Periodo de 2007 a 2019. Fonte: SINAN, 2020.

Esta distribuicdo pode estar relacionada com o avango do ser humano em
areas florestais e de mata fechada para extracdo de madeira, construcao civil,

pecudria e principalmente mineracédo 8, tendo em vista que o municipio é a Unica



reserva de opala no Brasil, segunda maior jazida mineral do mundo atras apenas
da Australia. A cidade é responsavel por praticamente 100% da producdo de
joias artesanais de opalas do Piaui, constituindo sua principal atividade
econdmica 12,

De acordo com dados disponibilizados pela Secretaria Municipal de Saude
de Pedro Il foram registrados 35 casos de Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), 13 de LVH entre os anos de 2013-2018 e contabilizado um total de 899
casos de LVC durante o periodo de 2013-2019. Nos ultimos anos, houve grande
expansdo no municipio, 0 que aproximou as zonas urbanas e rurais com a
criagdo de novos bairros, além de ter aumento de casos caninos a partir do ano
de 2017. Essa rapida expansdo pode ser um dos fatores que vem contribuindo
para a manutencdo da doenca no municipio®,

Vale ressaltar, que as infec¢cdes dos cées tendem a precedera aparicéo
dos casos humanos, pois o0 cao € o reservatorio da doenca. Estima-se ainda que,
para cada caso humano, ocorra uma média de pelo menos 200 cées infectados
104 Sendo assim, é necessario o conhecimento do perfil epidemiolégico da
doenca nas diferentes localidades, que normalmente esta associada a migracao
da populacdo humana e canina, a presenca do vetor transmissor, dos diferentes

hospedeiros e reservatdrios envolvidos no ciclo biolégico da enfermidade 105,

A andlise da fauna de flebotomineos demonstrou que a espécie mais
encontrada foi Lu. longipalpis, uma vez que é caracterizada por ter uma grande
capacidade de adaptacdo em meios urbanos e rurais, 0 que aumenta a sua
competéncia vetorial na transmissdo do agente causador da LVH e LVC 19,

No Brasil, Lu. longipalpis é, sem duavida, o principal transmissor da LVH e
da LVC, estando presente na quase totalidade dos focos; € uma espécie
altamente antropofilica, além de sugar caes, raposas e gambas (reservatorios de
L. (L.) infantum) e tem sido frequentemente encontrada naturalmente infectada
192,193,194 Entretanto, em Corumbéa e Ladario (Mato Grosso do Sul), Lu. cruzi é
suspeita como transmissora de LVH e LVC, com base em estudos que
registraram a alta densidade e a infeccéo natural na espécie 19519,

A predominancia do Lu. longipalpis sobre outras espécies de
flebotomineos pode estar relacionada com a competitividade por recursos
naturais e da alta adaptabilidade a ambientes antrépicos. Andrade et al. (2012)%7

demonstrou que a reducdo do numero de individuos de um género,
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principalmente em locais com densidade de espécies variadas, pode estar
relacionada com esta competicdo que, em geral, estq ligado a disputa por
territorio e alimentos. A LV esta presente em todas as regiées do Brasil com
alguns estados com aspectos epidemiologicos a serem esclarecidos. Em 2015
surgiu o primeiro caso humano no estado do Parand em Foz do Iguagu. Em
2016/ 2017 foram registrados casos humanos e caninos sem a presenca de Lu.
longipalpis e Lu. cruzi na regido Sul, nos estados de Santa Catarina
(Florianépolis) e do Rio Grande do Sul (Porto Alegre). Em 2017, na regido Norte

(Roraima e Amapd) surgiram 0s primeiros casos caninos autdctones (Figura.2)
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Figura 2: Casos de Leishmaniose Visceral no Brasil.Fonte: SVS/MS, 2017.

1.8 Fauna entomoldégica de flebotomineos em Pedro Il

Segundo os relatérios do programa de controle das leishmanioses
realizados em 2006, 2016 e 2018, a fauna de flebotomineos do municipio de
Pedro Il é formada por seis espécies pertencentes aos géneros Lutzomyia sp.,
Nyssomyia sp., Evandromyia sp. e Migonomyia sp. O complexo Lu. longipalpis foi

a espécie mais encontrada em relacéo as demais (Tabela 1).
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Tabela 1: Espécies de flebotomineos encontrados no municipio de Pedro Il nos anos de 2006,
2016 e 2018.

Ano: 2006
Bairro Género Espécie Macho Fémea  Total

Santa fé Lutzomyia Lu. longipalpis 23 16 39

Nyssomyia Ny. whitmani 7 12 19
Ny. intermedia 0 3 3

Buritizinho Lutzomyia Lu. longipalpis 11 6 17
Nyssomyia Ny. whitmani 2 2 4
Evandromyia Ev. lenti 3 1 4

Areia Branca Lutzomyia Lu. longipalpis 3 2 5

Ano: 2016

Santa fé Lutzomyia Lu. longipalpis 15 5 20
Migonomyia Mg. migonei 5 2 7
Evandromyia Ev. carmelinoi 3 0 3

Centro Lutzomyia Lu. longipalpis 13 2 15
Migonomyia Mg. miginei 8 3 11

Vila kolping Lutzomyia Lu. longipalpis 7 2 9
Migonomyia Mg. migonei 9 5 14

Ano: 2018

Mutirdo Lutzomyia Lu. longipalpis 7 3 10

Centro Lutzomyia Lu. longipalpis 220 180 400
Evandromyia Ev. lenti 15 6 21

Lago do sucurujua = Lutzomyia Lu. longipalpis 48 27 75

Fonte: Programa de controle da leishmaniose — Pedro Il

1.9 Sinais clinicos

A LVH e a LVC séo as formas mais graves da doenca, se comportando
como uma enfermidade de carater crbénico, sistémico e generalizado, na qual
algumas manifestacdes clinicas sdo comuns a outras patologias, especialmente
no estagio inicial 6. O periodo de incubacéo varia em média de 2 a 6 meses em
humanos e de 3 a 7 meses em caes; a evolucdo clinica apresenta amplo
espectro que vai desde assintomatica, cura espontanea até as formas discretas

oligossintomaticas ou as manifestacdes graves que podem ocasionar o 6bito 108,
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A diversidade de manifestacfes clinicas esta relacionada ao sistema
imunogenético do hospedeiro e a fatores referentes a carga parasitéria, viruléncia
e antigenicidade 1°°11°. Entre os humanos, as populacdes consideradas como de
risco abrangem criangas de até 6 anos de idade, adultos com idade = 60 anos,

individuos com organismo imunocomprometido e/ou desnutridos 11112,

A LVH deve ser considerada como suspeita quando ocorrer febre e
esplenomegalia, estando entre os sinais e sintomas mais comuns a Z2febre
prolongada e irregular, anorexia, caquexia, edema, hepatoesplenomegalia e
emagrecimento. O quadro hematologico mais frequente se caracteriza por
anemia, leucopenia, trombocitopenia, bicitopenia, pancitopenia, ferritina
plasméatica e a velocidade de hemossedimentacdo (VHS) elevada 113114,

Algumas manifestagdes clinicas incomuns em LVH foram descritas como o
comprometimento renal, representado por crioglobulinemia mista e
glomerulonefrite membranoproliferatival'> lesdes focais do baco *'%; hematémese
e envolvimento do sangue periférico /. Em pacientes com imunodeficiéncias
primarias, secundarias e coinfeccbes virais, como a dengue, HIV e
citomegalovirus, as manifestacdes sdo atipicas e, aliadas a similaridade entre

alguns sintomas, podem influenciar no atraso ao diagndstico 8.

Ja na LVC, a suspeita deve ser investigada quando forem observadas
inflamacBes nas conjuntivas, linfoadenomegalia, emagrecimento, alopecia,
esplenomegalia, onicogrifose e ferimentos cutaneos no animal. A pele
geralmente € a primeira parte do corpo a demonstrar sinais clinicos, como o
aparecimento de lesbes e pelo opaco, devido a sua imunopatogénese que
desempenha um papel importante no envolvimento de fatores do complemento,
células de Langerhan, neutrofilos, fibroblastos e queratindcitos na ativacao da
resposta imune 19,

Com a evolucdo da doenca, outros sintomas no animal também podem
aparecer, como hiperqueratose, hemorragia intestinal, corrimento na mucosa
nasal, diarreia; sinais neurologicos, a exemplo de distarbios visuais, convulséo,
tetraplegia, vocalizacdo; e comportamentos atipicos, como insisténcia em
perseguicdo a cauda e repeticdo de andar em circulo *?°12! No quadro
hematolégico e bioquimico encontram-se a trombocitopenia, reducdo da
viscosidade sanguinea, dos eritrocitos, hematdcrito e plaquetas, linfopenia,
leucocitose, ureia e hiperproteinemiat??123,
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A diversidade da sintomatologia nos canideos possibilitou uma
categorizagao quanto a quantidade e tipo de sintomas apresentados, sendo a
classificacdo em assintoméatico, oligossintomético, com poucos sintomas como:
emagrecimento, pelo opaco e adenopatia linfoide, e sintomaticos ou

polissintomaticos quando manifestam mais que isso 24,

1.10 Diagnd@stico

O diagndéstico baseado na identificacdo dos sinais clinicos da LV, canina
ou humana, pode ter baixa confiabilidade por ndo serem patognomonicos devido
a semelhanca dos sintomas com outras enfermidades 1?°. Dessa maneira, é
importante o auxilio ao diagnostico com a comprovacdo da presenca ou 0O
vestigio do parasito por meio de exames laboratoriais, dentre os quais destacam-
se 0s parasitolégicos, imunoldgicos e moleculares.

O diagnostico parasitolégico € baseado na identificacdo de formas
amastigotas do parasito em material de esfregaco esplénico, de medula 0ssea,
pele, linfonodo e bago, com a visualizacao facilitada pela coloracdo com Giemsa,
MayGrinwald-Giemsa ou Leishman'?6, As vantagens sdo a especificidade, o
baixo custo e maior praticidade; as desvantagens sao a necessidade de técnico
com expertise na analise das laminas e a variacdo da sensibilidade de acordo
com o tecido. Apesar da bidpsia esplénica ser a mais sensivel, pode ocasionar

risco hemorragico sendo preferivel o aspirado da medula 6ssea %7,

Quanto ao diagnostico imunolégico, os testes sorolégicos sdo baseados
na deteccdo de anticorpos ou autoanticorpos contra a Leishmania e os mais
conhecidos sdo o Imunofluorescéncia Indireta (IFI), o Ensaio de Imunoabsor¢éo
Enzimética (ELISA) e o teste rapido imunocromatografico. Em uma comparacao
entre diferentes testes soroldgicos no diagnostico da infeccao por L. infantum em
cdes, nenhum atingiu 100% de sensibilidade e especificidade 2. Um estudo
utilizando 101 soros caninos, sendo 30 de cdes com resultado parasitolégico
positivo para L. infantum e 71 provenientes de cdes sadios, demonstrou a
sensibilidade e a especificidade de 90% e 100% para o ELISA e 40% e 98,6%
para IFI, respectivamente 1?°. Reacdes cruzadas em exames soroldgicos também

sdo relatadas 139,
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No Brasil, para a deteccdo de cées infectados, faz-se a triagem com o
teste rapido de LVCDual Path Platform - DPP® que detecta anticorpos contra
antigenos de amastigotas e 0s soros positivos sdo confirmados através de um
ensaio imunoenzimatico (ELISA), que identifica anticorpos especificos contra
antigenos sollUveis de promastigotas. Os animais com sorologia negativa no DPP
séo considerados livres de infecgdo 3.

Os testes rapidos para a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania tém a
vantagem de serem de facil execucdo (15 minutos), podendo utilizar sangue,
soro ou plasma, e serem realizados e interpretados por pessoal treinado em um
curto espaco de tempo. Além disso, ndo necessita de estrutura laboratorial,
podendo ser realizado em campo, apresentando indices confiaveis de
sensibilidade e especificidade. Estes testes utilizam membranas de nitrocelulose
gue sdo previamente impregnadas com proteinas recombinantes do parasita,
como a rK39, e amostras de soro de caes suspeitos de estarem infectados. O
soro é colocado sobre a membrana de nitrocelulose onde ocorre a visualizagao
da interacdo antigeno-anticorpo, caso 0 animal possua anticorpos anti-
Leishmania'®? (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de funcionamento do teste rapido de Leishmaniose Visceral Canina - Dual Path

Platform - DPP® Fonte: Adaptado de BioManguinhos/FIOCRUZ



As técnicas moleculares tém sido empregadas para auxiliar no
diagnéstico, quantificacdo e diferenciacdo das espécies de Leishmania sp. pela
alta sensibilidade e especificidade, porém demandam equipamentos e reagentes
caros, técnico especializado e necessidade de padronizacdo . Apesar disso,
com o avango tecnoldgico, as ferramentas moleculares estdo sendo cada vez
mais utilizadas.

Dentre as técnicas moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
¢ a mais comum e sugerida com sucesso para o diagnostico *?’. Estudos de
prevaléncia utilizando essa metodologia tém sido empregados no Brasil, Arménia
e Argélia 134135136 A expectativa € pelo aprimoramento dos métodos com a
finalidade de facil realizacéo, menos custo e melhor interpretacéo, a exemplo do
uso de nanoparticulas como biomarcadores devido a sua capacidade de interagir

facilmente com as biomoléculas %7,

1.11 Tratamento

A LV é considerada potencialmente fatal caso ndo seja tratada, no entanto
o grande desafio esta na eficacia dos farmacos existentes, visto que 0s parasitos
séo intracelulares e se localizam em tecidos pouco vascularizados, dificultando o
acesso e o sucesso do tratamento®®*®, Alguns quimioterapicos conhecidos s&o o
estibogluconato de sédio-NIV, paromomicina-NIV, stibogluconato de sédio (SSG),
antimoniato de meglumina (MA), anfotericina B lipossomal (LAmB), miltefosina,
paromomicina (PM). S&o usados isoladamente ou combinados em terapia

multifarmaco, como preconizado na india e Africa Oriental 13,

As limitacdes para o uso destes farmacos estdo na toxicidade, sendo
conhecidas as arritmias cardiacas, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
hipocalemia e miocardite 0. A possibilidade de recidiva apdés o tratamento
também é uma problematica 4. Outras dificuldades pertinentes séo:
imunocomprometidos como exemplo, a associacdo com HIV/AIDS; diferentes
respostas regionais; o surgimento de linhagens de cepa resistentes as drogas
existentes no mercado; e com relacdo aos cées seria a possibilidade de animais
em tratamento permanecerem como reservatorio e acentuarem o0 risco de

transmissao 142143,
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No Brasil, essas questdes culminaram na Portaria Interministerial n° 1426,
do Ministério da Saude e Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento,
publicado em julho de 2018, que "proibe o tratamento de LVC com produtos de
uso humano ou ndo registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento” 44, Em 2013, o Ac6rddo 8268/2013, publicado pelo Tribunal
Regional Federal da 32 Regido, considerou ilegal a portaria supracitada, mas
apenas em 2016 foi aprovado o uso do Milteforan em cées 45146, Este
medicamento vendido no Brasil tem a miltefosina como principio ativo e é o Unico
gue se enquadra nas especificacdes vigentes na referida portaria #’. Além de
reduzir a carga parasitaria no animal tem a facilidade de poder ser usado pela via
oral®8,

Os principais farmacos usados no tratamento humano no Brasil sdo: o
Glucantime (sendo o de primeira escolha) e a Anfotericina B cujo uso é
recomendado somente para pacientes com risco aumentado de gravidade da
doenca'®.

As perspectivas de progresso nos tipos de tratamento estdo centradas nos
investimentos em pesquisas para a melhoria do arsenal terapéutico, com énfase
na imunoterapia, no ataque a alvos moleculares dos parasitos e nos
biomarcadores como os alvos metabdlicos, bioquimica organelar, vias de resgate
e epigenética 150151152 Essas iniciativas podem contribuir significativamente para

compreender e potencializar as vias para a eliminacédo da doenca.

1.12 Controle e prevencéao

No Brasil, uma campanha foi desenvolvida em 1953 com o intuito de
compreender e enfrentar a LV em decorréncia ao crescente numero de casos. Na
década de 60 e 70, houve uma fragmentacdo da campanha sendo retomada a
partir de 1980 com a estruturacdo do Programa de Controle da LV para o
combate principalmente em areas epidémicas/endémicas. Neste, as medidas
pretendiam diminuir a populacdo de reservatérios canideos e vetores com 0
sacrificio do céo infectado e borrifacdo domiciliar, respectivamente, visando
reduzir os riscos de transmissdo. Além disso, almejavam potencializar o

tratamento e diagndstico para decrescer a letalidade e morbidade do agravo em
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guestdo. Dessa forma, atingiam os trés principais componentes do ciclo de
transmissdo: vetor, canideo e o homem 153,

Acdes de vigilancia foram agregadas e a partir de 2003 o Programa de
Vigilancia e Controle da LV considerou as especificidades das areas de risco
para recomendacdo, tomada de decisdes e monitoramento %4 Apesar disso,
regides do pais como o Nordeste, a exemplo do Piaui, permaneceram
endémicas, ndo sendo possivel reduzir as frequéncias em humanos a taxas
aceitaveis, tampouco a positividade em caes, dados estes evidenciados nos
relatérios do Programa de Controle das Leishmanioses realizados em 2006, 2016
e 201815581,

O fracasso nesses programas de controle pode ser referido a
descontinuidade das acdes devido a escassez de orcamento financeiro, de
recursos humanos capacitados, pelo perfil das regides urbanas sobre a violéncia,
gue impossibilita 0 acesso a areas restritas, e a ndo passividade da populacdo
em aceitar a eliminacéo do cdo %6157, Enfatiza-se ainda que o sacrificio canino ja
foi amplamente utilizado no pais, porém tem sido considerado ineficiente além de

polémico, envolvendo questdes éticas e judiciais .

As limitac6es em relacdo ao controle da LV também estéo relacionadas as
caracteristicas biolégicas do parasito, vetor, reservatérios, hospedeiros
vertebrados e de suas interacfes e inter-relacdes entre si e com o ambiente.
Assim, podem-se destacar os aspectos sobre a variabilidade genética de
parasitos e vetores, com a existéncia de cepas e hibridos de Leishmania, bem
como a diversidade intra e interespecifica de flebotomineos 159160161 3
adaptacao do ciclo de transmissdo de espécies silvestres, devido as mudancas
ambientais e climaticas provenientes da antropizacdo e urbanizacdo %2; e o
aumento populacional do principal reservatorio, devido ao abandono de caes que
procriam em excesso ficando genitores e prole expostos e vulneraveis a
contaminacéao e transmissao 3.

Além disso, vale ressaltar ainda os fatores socioecondmicos que dificultam
o controle da leishmaniose, como a pobreza, desnutricdo, aumento de
aglomerados urbanos e a reducdo de recursos para moradia adequada,
saneamento basico, educacdo e salde 4. Apesar dessas questdes, incentiva-se
que facam parte da rotina do individuo algumas iniciativas importantes na

prevencao, das quais podem ser citadas o uso de telas finas e mosqueteiros,
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repelentes, coleiras impregnadas com repelente e inseticidas em caes, evitar a
exposi¢ao ao vetor e a criagdo de animal doméstico no intradomicilio, limpeza de
quintais e correto destino aos residuos sélidos 165166,

Outra estratégia potencial para o enfrentamento da leishmaniose é o
desenvolvimento de vacinas. Para cées, imunizantes foram capazes de inibir a
penetracdo de formas promastigotas e amastigotas em macrofagos e induzir
perfis imunolégicos adequados®®’. Giunchetti et al.'®® validaram alguns
biomarcadores capazes de subsidiar o aprimoramento no desenvolvimento de
vacinas contra a LVC.

Em humanos, as vacinas tradicionais que utilizam organismos vivos
atenuados ou mortos podem causar reatogenicidade ndo especifica e as que sao
a base de peptideos sintéticos podem apresentar atividade imunogénica
insuficiente 169, A estratégia estd em identificar um sistema adjuvante contendo
imunoestimulante ou imunomodulador que otimize o efeito da vacina candidata
170_

Existem perspectivas quanto a aquiescéncia do uso de imunizante com o
protozodario vivo atenuado modificado geneticamente!’t. Modelagens em
imunoinformatica corroboram para o entendimento do processo de imunizagdo!’2.
Apesar dos esforcos continuos que tém sido empregados para a producdo de
uma vacina eficiente, eficaz e com protecédo duradoura para humanos, ainda nao

foi possivel lograr éxito nesse sentido *73.

1.13 Justificativa e hipodtese

Atualmente, no estado do Piaui, os testes sorolégicos séo realizados em
um laboratério de referéncia (LACEN-PI) que presta um importante servico de
saude publica para a comunidade local. Em funcdo das acfes adotadas pelo
Programa de Controle da LV, faz-se necesséria a realizacdo de um diagnostico
sorologico eficaz dos cdes com suspeita de LVC, com o objetivo de evitar o
sacrificio desnecessarios de caes com diagnoéstico sorolégico inconclusivo.
Recentemente, o municipio de Pedro Il, um importante centro de turismo
ecoldégico, cultural, e com uma tradicional atividade de mineracédo de opalas, tem

relatado casos crescentes de LVC, tanto na zona urbana como na zona rural.
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Considerando essas questbes, a hipétese a ser trabalhada é que a
ocorréncia da LVC associada ao avango da urbanizacdo e incremento de
atividades em é&reas florestais e de mata fechada por diversos fatores, dentre
eles, a mineracdo e o turismo, tendo em vista que o municipio de Pedro Il é a
Unica reserva de opala no Brasil, pode contribuir para o aumento de casos de LV

humana e canina no municipio.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a distribuicdo dos casos e acdes de controle da leishmaniose

visceral canina (LVC) no municipio de Pedro Il no periodo de 2013 a 2019.

2.2 Objetivos especificos

 Estimar a prevaléncia de LVC no municipio de Pedro II;

» Avaliar a adequacéo da realizacdo dos testes realizados para a confirmacao
do diagndstico da LVC (DPP e ELISA) ao preconizado pelo MS;

» Relacionar a variacao anual da prevaléncia da LVC com as a¢des de controle

no municipio de Pedro II;

» Determinar a distribuicdo da LVC nas zonas urbana e rural em Pedro II;
* Avaliar as medidas de controle vetorial através da borrifacdo e de

reservatorios realizadas em Pedro II.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado na Comisséo de Etica da Fundagio Oswaldo Cruz

(Fiocruz) para a utilizacdo de dados pessoais referentes aos proprietarios dos



cdes analisados, uma vez que foram necesséarios para a realizacdo da analise

espacial da distribuicdo de LVC no municipio de Pedro Il — PI.

3.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e retrospectivo, com coleta
de dados secundarios obtidos do Setor de Endemias do municipio de Pedro Il e
relatérios do Programa de Controle das Leishmanioses realizados entre 2013 a
2019.

3.3 Area de estudo

Pedro Il € um municipio do estado do Piaui com uma éarea territorial de
1.544,565 km? (2018) e uma populacédo estimada de 38.742 pessoas (2019) de
acordo com o IBGE (2019)'74, sendo uma regido de clima tropical alternadamente
Umido e seco, com duracdo do periodo seco de seis meses (Figura
4).
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Figura 4: Localizagcdo Geogréfica do Municipio de Pedro Il mostrando sua localizag&o nas zonas da

mesorregido e microrregido do Piaui. Fonte: Google Maps®©; Qgis®.



O municipio de Pedro Il localiza-se a uma latitude 04°25'29" sul e a uma
longitude 41°27'31" oeste, estando a uma altitude de 603 metros. A cidade esta
localizada na Serra dos Matdes, apresentando um clima ameno. Sua
temperatura varia entre 28 °C e 30 °C ao dia e 20 °C a 16 °C a noite, com meédia
pluviométrica de cerca de 1.100 mm anuais e chuvas concentradas de janeiro a
maio. A vegetacgdo local é caracterizada pela transicdo entre cerrado, carrasco e
mata dos cocais, predominando as duas primeiras. No alto do planalto da Serra
dos Matdes, em altitudes superiores a 700 m existe uma vegetacdo caracteristica
denominada ‘campos rupestres’, delimitado pelos municipios de Domingos
Mouréo, Lagoa de S&o Francisco e Sdo Joao da Fronteira ao norte; Milton
Brand&do, Buriti dos Montes e Jatoba do Piaui ao sul; Capitdo dos Campos a
oeste; e o Estado do Ceard a leste (IBGE,2019)'4. O municipio tem como
principal produto de sua economia a extracdo de pedras preciosas com destaque
para as minas de opalas e segunda maior jazida mineral do mundo, atras apenas
da Australia. Também se destaca um rico artesanato a base de fio de algodao
gue da origem a tapecarias e redes, entretanto, a base da economia é a

agricultura.

3.4 Populacao e amostra

Foram analisados dados das amostras de caes, independente de sexo,
idade e raca, com teste DPP® positivo encaminhados para o LACEN- PI durante
o periodo de 2013 a 2019, para o diagndéstico de LVC, provenientes da zona rural
e urbana do municipio de Pedro Il. O Laboratério Central de Saude Publica — PI
(LACEN PI), localizado na cidade de Teresina, trata-se de um laboratorio publico
vinculado a Secretaria Estadual de Saulde, através da Superintendéncia de
Vigilancia em Saude. Atende diversas demandas provenientes das Regionais de
Saude, Vigilancia Epidemioldgica, Vigilancia Sanitaria e Vigilancia Ambiental,
além de coordenar a Rede de Laboratérios Publicos e Privados que realizam

analises de interesse em saude publica.
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3.5 Procedimentos

Foram analisados todos os resultados das amostras de LVC provenientes
do municipio de Pedro Il no periodo de 2013 a 2019. Dados relacionados aos
resultados do teste rapido DPP dos cées foram cedidos pelo Setor de Endemias
do municipio de Pedro Il. Os referentes ao teste ELISA foram realizados pelo
LACEN PI, que implementa as informagdes no sistema de Gerenciamento de
Ambiente Laboratorial — GAL, ficando entdo estas informacdes disponiveis para
acesso pelo Setor de Endemias de Pedro Il. Além dessas informagdes, foram
analisadas também, a frequéncia de borrifacdo de alfacypermetrina para
eliminacdo das formas aladas do vetor responséavel pela transmissdo da LV.

Algumas informacdes relevantes sdo registradas neste sistema, tais como:
municipio do domicilio, nome do proprietario, endereco, idade do animal, sexo,
dentre outras.

3.6 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidas no estudo todas as amostras de cédes com teste DPP
positivo (realizado em Pedro Il) encaminhadas para o LACEN-PI para ser
realizado o teste ELISA no periodo de 2013 a 2019. Os critérios de excluséo

foram os caes serem menores de trés meses e em processo de tratamento.

3.7 Andlise estatistica

Para anélise do numero de casos de LVC na populacdo de Pedro I, durante o
periodo de estudo, foi realizado o célculo de prevaléncia dado pelo niamero de
casos positivos dividido pela quantidade de caes testados.

Os dados foram apresentados na forma de tabelas, estratificados por area
urbana e rural. As diferencas foram avaliadas usando-se o teste do qui quadrado.
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4. RESULTADOS

4.1 Prevaléncia de Leishmaniose Visceral Canina

A LVH no municipio de Pedro Il demonstrou um aparecimento ciclico da
doenca nos ultimos 12 anos, com uma taxa de incidéncia de 12,91 por 100.000
habitantes e foi considerada a taxa mais alta entre 2007 a 2019, sendo registrado
um 6bito®. No que concerne a LVC neste territério, do total de amostras caninas
analisadas por teste rapido (n=4.276) no periodo de 2013 a 2019, os anos que
tiveram maior quantidade de casos foram 2018 (n=278) e 2019 (n=131). A
prevaléncia de LVC encontrada com maior percentual foi nos anos de 2018 e
2019, com o resultado de amostras positivas de 24,9% e 24,8% respectivamente
(Tabela 2).

Tabela 2: Testes realizados utilizando-se o Kit Dual Path Platform — DPP, separados em total,
positivas, prevaléncia e intervalo de confianca, em Pedro Il — PI, entre 2013 e 2019.

Amostras Periodo de notificacdo em anos
DPP
2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Total 1072 200 349 400 614 1114 527
Positivas 88 40 38 23 95 278 131

Prevaléncia  8,2% 20,0%  10,8% 57% 15,4% 24,9% 24,8%

IC95% 6,6-10,0 14,7-26,2 7,8-146 3,6-8,5 12,7-185 22,4-27,6 21,2-28,7

Fonte: Secretaria Mun|C|pa| ae Sauae — Pearo 11-PI.

Quando os dados sdo analisados por tipo de teste, considerando o
ambiente rural e urbano, 0 ano com maior porcentagem de amostras positivas
identificadas pelo DDP foi 0 2019, na zona rural, enquanto que para o Elisa foi o

ano de 2018, entretanto predominando na zona urbana (Grafico 2).
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Grafico 2: Proporgdo de amostras positivas para Leishmaniose Visceral Canina pelo DDP, confirmados pelo teste
de Elisa, por zona urbana e rural, no municipio de Pedro Il — PI, de 2013 a 2019. * Informag&o n&o registrada.
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4.2 Analise dos testes rapidos DPP®

No periodo de maio de 2013 a dezembro de 2019 foram realizados 4.276
testes rapidos efetivos em Pedro Il para a deteccdo de LVC utilizando o Kit Dual
Path Platform — DPP Bio-Manguinhos. Deste total, 3.583 (83,79%) foram
considerados negativos e 693 (16,21%) positivos, separados de acordo com a
zona da regido de coleta. Observou-se que um total de 2.132 amostras para 0s
testes foram provenientes da zona urbana, sendo 1.799 (84,38%) negativas e
333 (15,62%) positivas, chamando a atencdo para um grande ndamero de caes
infectados no perimetro urbano do municipio. Na zona rural foram realizados
2.144 testes, sendo 1.784 (83,21%) negativos e 360 (16,79%) positivos. Nao
houve diferencga significativa na positividade comparando-se area rural e urbana
(valor de p = 0,29) (Tabela 3).
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Tabela 3: Comparacédo entre casos positivos e negativos dos testes realizados com o uso do Kit Dual

Path Platform — DPP e ELISA, separados por zona em Pedro Il — PI, entre 2013 e 2019.

Zona Sorologia para teste DPP Sorologia para teste ELISA
Amostras Amostras
Negativa Positiva Total Negativas Positivas Total
URBANA  1.799 (84,38%) 333(15,62%) 2132 |76 (36,19%) 134 (63,81%) 210
RURAL  1.784 (83,21%) 360 (16,79%) 2144 160 (37,50%) 100 (62,50%) 160
TOTAL  3.583 (83,79%) 693 (16,21%) 4276 136 (36,76%) 234 (63,24%) 370

Fonte: Secretaria Municipal de Saude — Pedro II-PI.

Dos 693 positivos para DPP apenas 370 realizaram o teste de ELISA.
N&ao foi realizado o teste ELISA, em 323 amostras (devido a recusa dos donos,
foram tratados, sofreram morte natural, atropelamentos e/ou outros fatores

influenciadores).

Do total que realizaram o teste de ELISA foram encontrados os resultados
de 136 (36,76%) negativos e 234 (63,24%) positivos. Destes, 210 foram

realizados com amostras provenientes da zona urbana, totalizando 76 (36,19%)



negativos e 134 (63,81%) positivos, e na zona rural foram realizados 160 testes,
sendo 100 (62,50%) positivos e 60 (37,50%) negativos (X2 = 0,06; p-value =
0,79).

Em relacédo a eliminacdo dos caes positivos para LVC, no periodo entre
2013 a 2019, do total de 693 que foram triados pelo teste DPP (Tabela 3),297
(42,8%), segundo alegacdo dos proprios donos, teriam sido encaminhados por
eles mesmos para a eutanasia apds receberem o resultado do exame realizado
(tabela 4). Entre os sacrificados, 106 (35,6%) eram provenientes da zona urbana
e 191 (64,4%) da rural. Ao passo que, no mesmo periodo, a eutanasia dos caes
infectados realizada pelo setor de endemias de Pedro Il foi efetivada apenas
apos o resultado comprobatério de positividade para LVC pelo teste de ELISA.
Assim, dos 234 cées infectados, foram eutanasiados 233 (99,5%) dos quais 134
(57,5%) eram da zona urbana e 99 (42,5%) da rural (Tabela 4).

Tabela 4: Comparacgdo entre a quantidade de cdes eutanasiados ap0és o resultado positivo dos testes
realizados pelo Kit Dual Path Platform — DPP e a quantidade de caes eutanasiados ap6s o resultado
positivo do teste de ELISA, separados por zona em Pedro Il.

: " Eutanasia dos
Eutanasia dos cdes positivos pos o
cées positivos

DPP (Prop*
Zona (Prop*) pos ELISA (SEN?) TOTAL(+) ELISA

PositivasTotal (+) DPP Positivas
T —
URBANA 106 (35,6%) 333 (48%) 134 (57,5%) 134(57,3%)
RURAL 191 (64,4%) 360 (52%) 99(42,5%) 100 (42,7%)
TOTAL 297 (42,8%) 693(100%) 233 (99,5%) 234 (100%)

Fonte: Secretaria Municipal de Saude — Pedro 1I-PI
Legenda: Prop = Eutanasia realizado pelo proprietario do animal; SEN = Eutanasia realizado pelo
Setor de Endemias.

Além das informacdes referentes aos testes DPP e ELISA, foi realizada a
analise de frequéncia de borrifacdo de alfacypermetrina para eliminacdo das
formas aladas do vetor responsavel pela transmissdo da LV. Foi verificado que
entre 2013 e 2016 foram contempladas duas localidades na zona rural, sendo os
dois locais mais borrifados: a localidade Carnaubas, com duas aplicagbes em
2013 e 2014, e a localidade Lapa com apenas uma borrifacdo em 2014. As

localidades borrifadas em 2015 foram: Santa Fé, Serra dos Matdes, Santana,
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Sao Miguel Il, Tiririca, Carnaubas, Mangabeira, Sdo Francisco e Lapa. Em 2016,
foram Areia Branca, Santa Fé, Centro, Terra Dura, Sdo Jodo, Carnaubas,
Mangabeira, Buritizinho, Palmeira dos Ferreiras, Tiririca, Palmeiras e Povoado

Aroeira (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5: Registro de borrifacdo de Alfacypermetrina em localidades e unidades domiciliares da
zona rural de Pedro Il — Pl entre 2013 e 2019.

Localidades Unidades domiciliares Populagéo
Anos Borrifadas Borrifadas Atendida
Positiva*  Negativa Total Positiva* Negativa Total

2013 2 0 2 2 90 92 327
2014 2 0 2 2 213 215 405
2015 5 0 5 5 223 228 647
2016 2 0 2 2 83 85 208
2017 0 0 0 0 0 0 0
2018 4 - 4 - - 317 -
2019 0 0 0 0 0 0 0

Positiva*: Localidades e unidades domiciliares que tiveram casos de LVC confirmados e foram
borrifadas.

No ano de 2013 foram realizadas duas borrifacbes sendo uma na localidade
Ingazeira Il e outra na localidade Carnaubas. No ano de 2014 ocorreu uma 22
aplicacdo na localidade Carnaubas e uma aplicacéo na localidade Lapa. No ano
de 2015 ocorreram 5 borrifacbes, sendo uma em cada uma das seguintes
localidades Serra dos Matbes, Santana, Sao Miguel I, Tiririca e Carnaldbas. Em
2016 ocorreram 2 borrifacbes: uma na localidade Santana e outra no povoado
Aroeira (Tabela 5). Em 2017 ndo ocorreu borrifacdo na zona rural. Em 2018
guatro localidades foram borrifadas, sendo elas: Lagoa do Sucuruju, Pequis,

Aroeira e Ponte. Em 2019 nao ocorreu borrifagdo na zona rural.
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Tabela 6: Registro de borrifacdo de Alfacypermetrina em localidades e unidades domiciliares da zona

urbana de Pedro Il — Pl entre 2013 e 2019.

Localidades Unidades domiciliares Populagéo
Anos Borrifadas Borrifadas Atendida
Positiva*  Negativa Total Positiva* Negativa Total

2013 0 0 0 0 0 0 0
2014 0 0 0 0 0 0 0
2015 2 0 2 2 94 96 260
2016 1 0 1 1 77 78 269
2017 6 - 6 - - 863 =
2018 3 - 3 - - 149 -
2019 1 1 - - 65 =

Positiva*: Localidades e unidades domiciliares que tiveram casos de LVC confirmados e foram

borrifadas.

Nos anos de 2013 e 2014 nado foram realizadas borrifagbes na zona
urbana de Pedro Il. No ano de 2015 ocorreram 2 borrifagdes, sendo uma em
cada um dos seguintes bairros: Centro e Santa Fé. Em 2016 ocorreu apenas
uma borrifacdo no bairro Areia Branca (Tabela 6). No ano de 2017 ocorreram 6
borrifacbes, sendo uma em cada bairro seguinte: Areia Branca, Centro, Cristo
Rei, Mutirdo, Santa Fé e Vila Kolping. Em 2018 trés bairros foram borrifados,
sendo eles: Centro, Mutirdo e Santa Fé. Em 2019 apenas um bairro foi borrifado,
porém nao foi possivel obter-se o nome desse bairro, pois esse dado néo foi
inserido nos relatorios de borrifacdo disponiveis para consulta.

Em relacdo as borrifacdes, entre os anos de 2013 a 2016, tanto na zona
urbana quanto na zona rural, os dados registrados nos relatorios do setor de
endemias da prefeitura municipal de Pedro Il continham informacfes sobre as
localidades e unidades domiciliares borrifadas que tinham casos positivos e
negativos e a populacdo total atendida. Observou-se que estes dados néo
passaram mais a ser discriminados e quantificados nos referidos relatérios entre
os anos 2017, 2018 e 2019.



5. DISCUSSAO

O municipio de Pedro Il, no norte do estado do Piaui, € uma regidao que
desenvolve importantes atividades turisticas, culturais e de mineracdo de pedras
preciosas, entre as quais a opala € a mais conhecida e comercializada. Neste
ambiente, as leishmanioses se instalaram na regido. De acordo com os dados do
Sistema de Informacao de Agravos e Notificacdo do Ministério da Saude, Sinan
net, do ano de 2007 a 2018, 10 casos de LV humana foram confirmados em
Pedro II.

Ainda de acordo com o mesmo sistema de informagdo, neste mesmo
periodo, 67 casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) também foram
confirmados em Pedro Il. ApGs contato com o Setor de Endemias do municipio
de Pedro Il, foram repassados dados sobre a atual situacdo da LVC,
especialmente dos anos de 2013 a 2019. Devido a LVC se tratar de um
importante problema de saude publica envolvendo o cdo que é um animal
domestico, mas com comprovado potencial de reservatério para a Leishmania, foi
decidido investir em um estudo epidemiolégico no municipio.

Para isto, foi iniciado um estudo observacional, descritivo e retrospectivo,
com coleta de dados secundarios referentes a LVC, contidos nos registros do
Setor de Endemias do municipio de Pedro Il e os resultados do ELISA
disponibilizadas pelo LACEN-PI por meio do sistema GAL. Foram
disponibilizados dados dos anos de 2013 a 2019 para uma andlise da situacdo
da LVC no municipio. Os dados indicam que os casos tém ocorrido tanto na zona
urbana, com 333 casos positivos para o DPP e 134 por ELISA, e na zona rural,
com 360 casos positivos para DPP e 100 por ELISA, o que pode indicar um
alerta para a vigilancia. Foi observado, também que os testes realizados nos
cdes soropositivos utilizando a associacdo DPP (triagem) e ELISA
(confirmatoério), segundo protocolo utilizado, obteve-se a frequéncia de 90
(23,75%) de cédes soropositivos utilizando DPP (triagem) e 22 (70,97%) ELISA
(confirmatoério). A frequéncia determinada somente pelo método do DPP em
regides endémicas pode indicar que esse teste apresenta boa sensibilidade.
Entretanto, nesta analise preliminar em Pedro Il, no ano de 2019, observou-se
gue existe uma redugdo do numero de amostras que seguem para o LACEN para

a confirmacdo com ELISA.
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Algumas das explicacdes apresentadas pelo Setor de Endemias de Pedro
Il dizem respeito sobre a qualidade do material coletado para o DPP no campo,
onde em alguns casos ocorre a hemdlise do sangue, ndo sendo encaminhado
para o teste confirmatorio ELISA no laboratério de referéncia. Esta perda
prejudica as andlises de concordancia entre testes e outras avaliagdes
epidemioldgicas que podem desenhar um quadro melhor da LVC na regido. Por
outro lado, cées que tiveram um resultado positivo na triagem inicial precisam ser
confirmados, para o sim ou nao, para que possivelmente as zonas urbanas ou
rurais ndo tenham animais infectados circulando como reservatério da doenca.

De acordo com Schubach (2011)'7°, o Teste DPP pode ser usado pelo
Programa Nacional de Controle das Leishmanioses uma vez que sua féacil
implementacéo e leitura auxilia nos testes sorologicos, além de ser possivel
utilizd-lo em amostras de sangue total nas coletas de campo. Por outro lado, o
teste pode apresentar baixas sensibilidade e especificidade. Ainda segundo o
mesmo autor, um resultado ndo reagente do teste DPP n&do elimina a
possibilidade de o animal ter sido infectado pela Leishmania sp. A resposta
humoral de uma infeccdo recente pode levar alguns meses até atingir niveis
detectaveis, 0 que em alguns casos pode gerar um resultado falso-negativo.

A discussdo sobre a eficacia dos testes empregados pelos servigos de
vigilancia do municipio € importante pois, apés a confirmacdo por ELISA, os
animais considerados positivos sdo recolhidos pelo Setor de Endemias para a
eutanasia. Este protocolo € o recomendado pelo Ministério da Saude e é seguido

pelo Setor de Endemias de Pedro 11176,

No municipio de Pedro Il, foram sacrificados entre os anos de 2013 a
2019, 233 animais com confirmacao por ELISA; sendo 134 na zona urbana e 99
na rural. Por ser um procedimento polémico e controverso, € extremamente
necessario que os servi¢cos de vigilancia e controle dos municipios tenham uma
estrutura de qualidade laboratorial, com testes de triagem e confirmatorios
eficientes, para que ndo se realize eliminacdo desnecesséria de cdes pelos
orgaos de saude.

Outro fator que é preciso levar em consideracdo é o fato de os
proprietarios ndo permitirem a coleta de uma nova amostra de sangue para a
realizacdo do teste confirmatorio de ELISA para comprovagdo de positividade,

uma vez que a maioria destes proprietarios afirmaria que apenas o teste rapido
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de triagem j& seria suficiente como diagnostico final, e assim alegariam, por conta
propria, ter realizado o sacrificio do animal. Este sacrificio por parte dos
proprietarios, além de ndo poder ser comprovado fielmente pela equipe do setor
de endemias de Pedro IlI, pode ser arriscada tanto pelo aspecto ético da
eutanasia de animais infectados, que deve ser realizado seguindo protocolo
veterinario, quanto pelo abandono dos animais por parte dos proprietarios que
fazem com que haja um aumento na quantidade de animais errantes servindo
como reservatoério da Leishmania.

O teste de ELISA permite a realizacdo de uma grande quantidade de
amostras, excluindo a subjetividade da leitura 77, enquanto o teste rapido TR-
DPP LVC Bio-Manguinhos® utiliza membranas de nitrocelulose que séo
previamente impregnadas com proteinas recombinantes do parasita, como a
rk39, e amostras de soro de cdes suspeitos de estarem infectados %2. O teste de
ELISA EIE LVC Bio-Manguinhos® faz uso de microplacas de poliestireno
preenchidas ou sensibilizadas com antigenos em concentracdes variaveis que
s80 expostos ao soro da amostra suspeita e a um anticorpo conjugado a uma
enzima, uma substancia cromogénica e um substrato da enzima capaz de oxida-
la, permitindo a mudanca de cor no poco da placa gerando uma leitura mediante
0 uso de um espectrofotometro .

O ELISA é considerado um procedimento de sensibilidade e especificidade
aumentada, mostrando ser o mais adequado para uso como teste confirmatorio.
O Ministério da Saude, por meio da Nota Técnica Conjunta 01/2011, substituiu o
protocolo para o diagndstico sorologico da LVC utilizado pelos servigos de saude
e vigilancia dos estados, orientando a utilizacdo do DPP® como teste de triagem
e 0 ELISA como teste confirmatériol’’. Faria e Andrade 18 sugerem que poderéo
ocorrer falhas nesses resultados, causando a eliminacdo de um numero
desconhecido de animais falso-positivos. A utilizacdo das técnicas
imunocromatograficas vem expondo um amplo cenario no diagndstico realizado
em campo. Contudo, a sensibilidade dos antigenos empregados nessas técnicas
ainda é um fator limitante, o que leva a crer que o uso de novos antigenos
apresenta um aspecto bastante favoravel para o desenvolvimento de testes de
campo.

Uma grande area onde poderia-se obter diagndsticos mais precisos para
LVC é a area do diagndstico diferencial das vérias fases da infeccdo. Sabe-se

gue ha uma variacdo nas fases de infec¢do entre os cdes. Se um teste com uma
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alta especificidade para LVC pudesse ser utilizado na identificacdo de cdes com
alto poder de disseminacdo da LVC, por terem alta carga parasitaria para
flebotomineos, este teste poderia ter maior utilidade na triagem de caes para a
eutanasia, ja que este procedimento apesar de controverso e discutivel, tem
possivelmente uma eficacia na diminuicdo dos casos de LVH, evitando mortes de

cdes desnecessarias!’®.

O Ministério da Saude, através do Programa de Vigilancia e Controle da
LV (PVC-LV) financiou, em 2010, um estudo realizado com mais de 300 mil c&es
em 14 municipios de quatro regibes do Brasil com a finalidade de analisar a
efetividade de coleiras que foram impregnadas com deltametrina a 4%, um
inseticida bastante conhecido. Os cées tiveram as coleiras colocadas entre os
anos de 2012 a 2015.0 referido estudo, de intervencdo controlado e
multicéntrico, demonstrou que o uso da coleira, juntamente com outras acdes de
controle preconizadas pelo PVC-LV, proporcionou uma diminuicdo de 50% da
prevaléncia da LVC nas éareas de intervencdo em comparacdo as areas
controle®18 Uma portaria datada de 09 de dezembro de 2016 do MS *8linstituiu
um grupo de trabalho que tinha como finalidade a revisdo das diretrizes de
vigilancia e manejo de reservatérios da LV. O referido grupo recomendou a
incorporacdo da coleira impregnada com deltametrina as demais acbes de

controle previstas pelo PVCLV*,

No més de maio de 2021 o MS tornou oficial, em municipios prioritarios, o
emprego das coleiras impregnadas com inseticida deltametrina 4% no controle
da LV em associacdo as demais acdes previstas no PVC-LV 18, O referido uso
dessas coleiras nos municipios prioritarios ocorrera de forma gradual cujo prazo
de adeséo ira até dezembro de 2021.

Infelizmente, as estratégias de controle da LV tém se mostrado pouco
efetivas, concentrando-se no diagnostico e no tratamento dos casos humanos, na
diminuicdo da populacdo de flebotomineos, na eliminacéo dos caes infectados e
nas atividades de educacdo em saude. Recomenda-se a eutanasia a todos os
caes cuja sorologia ou parasitolégico sejam positivos. A Resolucédo n° 1.000, de
11 de maio de 2012, do Conselho Federal de Medicina Veterinarial’®é que dispde
sobre os procedimentos e métodos de eutanasia em animais. Tal resolucao
preconiza que: os procedimentos de eutanasia sao de exclusiva responsabilidade

do médico veterinario. Esta devera ser realizada de acordo com as legislacdes
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municipal, estadual e federal, no que diz respeito a compra e ao armazenamento

de drogas e a saude ocupacional. Os procedimentos de eutanasia, se mal
empregados, estdo sujeitos a legislacdo federal de crimes ambientaises,

O Ministério da Saude adota no Brasil, como medida de controle em areas
endémicas, a eliminacdo de cédes positivos para L. infantum, pois estes séo
importantes reservatorios da LV. Porém ha controvérsias em relacdo aos
resultados da eutanasia canina. Sob a Otica da saude publica as justificativas
teriam fundamento nos seguintes fatores: cdes domésticos seriam responsaveis
pela dispersao da LV a partir de focos enzooticos; ha grande quantidade de cées
assintomaticos abrigando parasitos na pele, com capacidade para transmitir a
doenca; e o fato de que a LV canina geralmente precede a humana. Varios
estudos ratificam a tese defendida pelo PVCLV ao mostrarem que eutanasia em
cdes positivos diminui a quantidade de animais infectados, diminuindo
consequentemente também a prevaléncia/incidéncia humana de LV %, Outras
pesquisas, no entanto, demonstram que: a incidéncia acumulada de LV humana
e a soroprevaléncia canina ndo possuem correlacdo espacial; a coabitacdo
humana com cdes ndo oferece risco significante; ndo houve vantagem da
eutanasia isoladamente na reducéo da incidéncia de LV em seres humanos, e
por fim demonstraram que outros reservatorios podem estar envolvidos na
infecdo de L. infantum. Tais reservatoérios, englobariam criancas desnutridas que
teriam capacidade de transmitir para outras criancas, canideos silvestres e
marsupiais*®’.

Apesar de alguns estudos relatarem dificuldades encontradas no trabalho
de campo, tais como: resisténcia da populacdo em permitir a entrada de técnicos
para realizarem controle quimico e do reservatério canino nas unidades
domiciliares; e grande rejeicdo da eutanasia por parte dos proprietarios dos
animais, bem como, da comunidade®®’, em Pedro Il, de acordo com o relato dos
técnicos do setor de endemias, ocorreria um fendmeno inverso: Alguns
proprietarios alegam que realizam a eutanasia dos cdes com o resultado do teste
rapido DPP enquanto outros alegam que realizam apds o exame ELISA. Os
mesmos técnicos relataram que a maioria dos proprietarios diz realizar a
eutanasia com medo do céo infectar seus familiares e a si proprio. A comunidade
também, segundo eles, compartilharia do mesmo temor de contaminagdo de

seus moradores. Este sacrificio de caes, no entanto, ndo poderia ser confirmado
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in loco pelos técnicos do setor de endemias de Pedro Il, restando a estes como
Unica opc¢ao acreditar nos relatos dos proprietarios dos animais.

Os técnicos relataram algumas dificuldades enfrentadas por eles que
dificultaria a execucdo dos procedimentos de eutanasia dos caes positivos para
LVC. Uma delas seria a intervencdo de médicos veterinarios particulares que,
juntamente com ONGs protetoras de animais estariam questionando a qualidade
dos exames soroldgicos realizados e estariam inclusive ameacando entrar com
acOes judiciais. Esta falta de consenso, de como finalizar este tipo de situagao,
tem causado divergéncias para ambos os lados. Por um lado, se entende que a
eutanasia € uma situacdo extremamente delicada, por se tratar de eliminar um
animal que na maioria das vezes faz parte do convivio e do carinho familiar. Por
outro lado, estdo os profissionais de saude que trabalham com endemias e
necessitam exercer as suas atividades, na maioria das vezes sem estrutura e
condicles trabalho, com receio de uma judicializacdo das suas tarefas. Este
tema precisa ser mais discutido entres as autoridades sanitarias para que outras
alternativas sejam testadas e implementadas, como tratamento e vacinas para 0s
cades. Desta maneira se evitaria o trauma que ocorre para ambos que € a
eliminacdo dos animais considerados positivos para Leishmania.

Um outro aspecto importante sdo os dados relacionados as borrifacées no
municipio de Pedro Il. Analisando-se os dados de borrifacédo verificou-se que nos
anos de 2013 a 2016 houve aplicacdes tanto na zona rural quanto na zona
urbana. Entretanto, nos anos 2017 e 2019, na zona rural, ndo foram feitas
aplicacoes. Estas voltaram a ser realizadas apenas no ano de 2018 com um total
de 04 aplicacbes. Chama atencédo o fato de 2018 ter sido 0 ano com maior
guantidade de amostras positivas identificadas pelo DPP na zona rural (23,4%),
necessitando, portanto, de uma atencdo maior por parte dos agentes de
endemias no controle vetorial. O mesmo ocorreu no ano de 2017.De maneira
parecida, o ano de 2019 também apresentou uma quantidade grande de
amostras positivas identificadas pelo DPP, na zona rural (31,1%), ndo sendo
realizado borrifacdoes para o controle do vetor. Embora tenham ocorrido
borrifacbes em 2018 (4 aplicacdes), essas aplicacdbes podem nao ter sido
efetivas o suficiente.

Outro fato observado em relacdo as borrifagbes foi que, entre os anos de

2013 a 2016, tanto na zona urbana quanto na zona rural, os dados registrados
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nos relatérios do setor de endemias da prefeitura municipal de Pedro I,
continham informagdes sobre as localidades e unidades domiciliares borrifadas
gue tinham casos positivos e negativos da populagéo total atendida. Observou-se
gue estes dados nao passaram mais a ser discriminados e quantificados nos
referidos relatorios entre os anos 2017, 2018 e 2019. O controle vetorial através
da aplicacdo de inseticida € uma alternativa aceitdvel e utlizada pelos
profissionais de saude nos municipios brasileiros onde existem casos e a
presenca do fleb6tomo®2184 Novamente voltamos para o problema da aceitacéo
por parte dos donos das residéncias onde o produto deve ser aplicado. Existe um
percentual de recusa considerado alto, relatado, mas nao registrado pelos
funcionarios do controle de zoonoses do municipio de Pedro Il, que terminam
borrifando nos peridomicilios, e ndo dentro das casas onde provavelmente estéo
os flebotomineos, mantendo assim o ciclo de transmissdo da doenca.

O presente estudo evidencia um antigo problema de saude publica no
estado do Piaui, que é a LV, mas relativamente novo no municipio de Pedro IlI.
Existe um sério problema em confirmar o diagnéstico da LVC na cidade, pois os
profissionais relatam problemas em obter de maneira satisfatéria o soro dos
animais que foram testados positivos no pré teste com DDP, para serem
confirmados com o teste ouro que € o ELISA. Caso o animal continue positivo,
segundo o protocolo, devera ser entregue ao CCZ local para a eutanasia. Este
procedimento tem causado problemas por motivos ja discutidos aqui e deve ser
abordado pelos profissionais de saude responsaveis pelo tema. Salientamos que,
outras maneiras de controle devem ser exploradas, como a busca de drogas para
o tratamento e vacinas. A borrifacdo tem sido utilizada no municipio, mas, de
maneira irregular no decorrer dos anos. Isto provavelmente ndo tem tido o
impacto esperado no controle da LV na cidade de Pedro Il, no estado do Piaui.

Discute-se a necessidade de adotar politicas que envolvam acfes de
educacdo em saude, manejo ambiental e compreensado dos conceitos basicos da
doenca, como elementos necessarios para 0 sucesso de um programa integrado
de saude, vigilancia entomolégica e controle da LVH e LVC no estado do Piaui,

assim como, em todo territério nacional.
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6. PERSPECTIVAS

A principal motivacdo deste trabalho é contribuir para um melhor
entendimento da LV, especialmente canina, no municipio de Pedro I, no estado
do Piaui, de forma a contribuir para o aprimoramento das acdes de controle da
doenca. Essa contribuicdo também podera ser estendida para o Piaui como um
todo e até para o Brasil, considerando que muitas das dificuldades operacionais
enfrentadas no cotidiano dos programas de controle da LV sao, de certa forma,
comuns as diferentes regifes do pais. Novos estudos virdo complementar este
estudo, tendo em vista que se trata de uma doenca muito dindmica e que
apresenta condicfes de disseminacdo no municipio de Pedro IlI, podendo
provocar danos a saude da populagcdo, mas também a economia e ao turismo

local.

Este trabalho vai ser complementado por outros que pretendemos realizar
na regido. Nestes estudos, gostariamos de ampliar o nUmero de comunidades
abrangidas e pesquisar mais aspectos que possam contribuir para a

manifestacéo da LVC no municipio de Pedro Il.
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7. CONCLUSOES

« O ano com maior porcentagem de amostras positivas identificadas pelo DDP foi
0 2019, na zona rural, enquanto que para o Elisa foi o0 ano de 2018, entretanto
predominando na zona urbana;

* Observou-se que das amostras positivas no DPP realizadas em Pedro I,
apenas 54% foram encaminhadas para o Lacen-PIl para realizagdo do teste
confirmatério ELISA;

+ Verificou-se que nos anos 2017 e 2019, na zona rural, ndo foram realizadas
borrifacbes. No ano de 2018 ocorreram apenas 04 borrifacdes. Chama atencao
o fato de 2018 ter sido o ano com maior quantidade de amostras positivas
identificadas pelo DPP na zona rural. O mesmo ocorreu nos anos de 2017 e
2019. Embora tenham ocorrido borrifagbes em 2018 (4 aplicacdes), essas

aplicagbes podem néo ter sido efetivas o suficiente;

* Em relagéo a distribuicdo da LVC, segundo o tipo de teste, considerando o
ambiente rural e urbano, 0 ano com maior porcentagem de amostras positivas
identificadas pelo DDP foi 0 2019, na zona rural, enquanto que para o Elisa foi

0 ano de 2018, entretanto predominando na zona urbana;

* A borrifacdo tem sido utilizada no municipio, como medida de controle, mas,
de maneira irregular no decorrer dos anos. Isto provavelmente ndo tem tido o
impacto esperado no controle da LV na cidade de Pedro Il, no estado do Piaui.
A eutanasia canina, apesar das controvérsias e polémicas, € uma pratica
também realizada pelos profissionais da saude seguindo protocolo e apos

confirmacao pelo teste ELISA.
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RESUMO

Objetivo: Discutir e comparar os testes utilizados no diagnostico da Leishmamose Visceral (LV).
Métodos: O presente estudo trata-se de uma revisio integrativa de literatura. Para a selecdo dos
artigos utilizou-se a base de dados Pubmed ¢ a amostra desta revisio constitun-se de seéte artigos.
Resultados:  Existem  varias  metodologias, destacando-se  os  lestes mapidos, ELISA
(Enzimammnnoensair), DAT (teste de aglitmacio direta), RIFT (ensaio de mmunofluorescéncia
mdireta), aspiragdo esplénica, teste de aghutinagio em litex (KAtex), PCR (Reagdo em cadeia da
polimerase) convencional ¢ PCR. Em maioria apresentam uma diferenga se sensibilidade e
especificidade a depender do fabricante, todavia os métodos de biologia molecular mostraram-se
mais efetivos em relacdo aos demais e os testes rapidos apresentaram um grande diferencial quanto
a praticidade. Consideragdes finais: os testes convencionalmente usados para o diagnostico da LV
apresentaram variacoes signmficativas em relagio a sua sensibilidade e existe a necessidade de mais
de uma metodologia diferente para a confirmagao do resultado.
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Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Testes laboratorias, Diagnostico.

ABSTRACT

Objective: To discuss and compare the tests used in the diagnosis of Visceral Leishmaniasis (VL).
Methods: The present stundy is an mtegrative literature review. For the selection of articles, the
Pubmed database was used and the sample of this review consisted of seven articles. Results: There
are several methodologies, including rapid tests, ELISA (enzyme mmmunoassay), DAT (direct
agghitination test), RIFI (indiect unmunofluorescence assay), splenic aspwation, latex
agghitination test (KAtex), PCR (Reaction in polymerase chain) and PCR. Most of them present a
difference if sensitivity and specificity depending on the mammfacturer, however the molecular
biology methods have shown to be more effective m relation to the others and the rapid tests have
presented a great difference in terms of practicality, Final considerations: the tests conventionally
used for the diagnosis of VL showed significant variations m relation to its sensitivity and there 1s
a need for more than a different methodology to confirm the result.

Kevywords: Visceral leishmaniosis, Laboratory tests, Diagnosis.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (V) é uma doenca causada por um protozodrio do género
Leishmania, que parasita mamiferos e, entre eles, o homem Dentre os sintomas causados pela
doenga destacam-se: febre persistente, perda de peso, hepato ¢ esplenomegalia acompanhadas ou
nio de pancitopenia (TORRES-GUERREROE, et al., 2017).

ALV ¢ wna doenga de carater cronico, negligenciada, ¢ que possin grande nmpacto na saide
publica, apresentando alta letalidade, que nos casos ndo tratados tem uma meédia de 10% do nimero
de obitos ligados a patologia (SOUSA IMDS, et al., 2018). No Brasil, sem levar em consideracio
0s casos de subnotificagio, foram mformados 22.525 casos de leislunaniose visceral humana entre
0s anos de 2013 a 2018, abrangendo todas as faixas etarias e com incidéncia média de 1,85/100 mil
habitantes ¢ taxa de 7.04% de obitos. (MENDES JR, et al., 2020).

O diagnostico da LV ¢ extremamente unportante para que o tratamento do paciente possa
ser miciado prontamente, evilando assim os casos de obitos por LV. Tradicionalmente, ¢ feito com
a demonstragao direta ou através do cultivo do parasita originario de células infectadas obtidas da
pungdo da medula ou de bidpsia da pele do paciente (CARVALHO NETA AVD, et al, 2006).
Outras formas de diagnostico, bem menos mvasiva, sio os testes munologicos que se baseiam na
resposta das células do sistema unune do paciente e na produgio de anticorpos anti-Leishmania.
Como exemplos, o teste cutdneo de Montenegro ¢ os testes sorologicos que sdo utilizados na rolina
dos centros de referéncias do pais (FARIA AR e ANDRADE HMD, 2012).

Dentre os testes sorologicos destacam-se o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay), o RIFI (Reagdo de Imunoflorescéncia Indireta), 0 DAT (Teste de Aglutinagio Direta) e
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testes mmunocromatograficos rapidos (TIC) que utilizam como antigeno a proteina recombinante
K39 (1K39) (LAURENTI MD, 2009). Sendo esse considerado wma inovagio na area, sendo cada
vez mais difundidos tanto nos ambientes de pesquisas no campo da LV quanto na pratica clinica,
sao de facil utilizacao, necessitarem de pouca quantidade de sangue e proporcionarem facil leitura,
todavia por terem como base a pesquisa de anticorpos, podem continuar sendo detectados mesmo
apos a cura da doenca (RANGEL O, et al, 2013; DOURADO ZF, et al., 2007).

A técnica de ELISA é uma técnica rapida, de facil execucdo e leitura, tendo uma
sensibilidade malor que a do RIFI, sendo capaz de detectar baixas quantidades de anticorpos.
Entretanto, € pouco precisa nos casos assinfomaticos e subclimicos (GRIMALDI Jr, et al, 2012). Ja
a RIFI possui uma especificidade de aproximadamente 80% ¢ uma sensibilidade de 90 a 100%,
porém a reagdo dispendiosa ¢ ndo adaptada para pesquisa epudemiologica em grande escala
(GONTIJO CMF e MELO MN, 2004).

Tados os testes possiem sia contribuicao no diagnostico e sito de grande importancia para
a evolugdo dos casos, um diagnostico rapido e comreto pode evitar nio somente o agravamento ¢ a
debilitagao do paciente como a possibilidade de ele i a obito. Com tantos testes no mercado, das
mats varadas metodologias ¢ especificidades quanto ao diagnostico das leishmamoses, o objetivo
desta revisdo mtegrativa ¢ selecionar ¢ avaliar estudos que compararam a sensibilidade ¢
especificidade dos testes imunocromatograficos (TIC) rapidos, com outros métodos utilizados no
diagnostico da LV humana (LVH),

2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo na literatura em que foram selecionadas publicacdes com temas
relacionados a comparagao de testes utilizados no diagnostico da LV, sem restrigio geografica. A
busca ocorreu no periodo de 22 a 26 de julho de 2019 e foi realizada na base de dados
PubmedMedline (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online), utilizando-se comxo
Descritores em Ciéneias da Satde (DeCS); “human visceral leishmaniasis”, “serologic”, “Brazil”,
com o operador boleano “and”, que pernutiu acessar os artigos que possuem intersecgao entre os
diferentes descritores. A busca das publicagoes foi dividida em dois momentos: prmeiramente
utilizou-se dos descritores “human visceral leishmaniasis™ e “serologic™, encontrando um total de
242 artigos, em seguida utilizou-se os filtros de “Texto completo gratis™ e estudos publicados nos
nltimos 5 anos, finalizando assim com 22 publicagoes no qual foram aplicados os critérios de

mnclusio e exclusao, No segundo momento foi realizada a busca com os deseritores “human visceral
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leishmaniasis™, “serologic™ e “Brazil". que inicialmente apresentou 49 publicacoes e na qual foram
aplicados os mesmos filtros da prnimena busca, finalizando assim com 08 publicagdes.

Apds as duas etapas foram aplicados os seguintes critérios para o total de 30 publicagdes
encontradas: Considerou-se como critérios de inclusio apenas pesquusas realizadas em humanos,
disponivess na integra. nos idiomas portugues, inglés ou espanhol, publicadas nos nitimos 5 anos
(2013 a 2018) e que citavam a comparacdo de lestes imunocromatograficos rapidos utilizados no
diagnostico da LV, restando, portanto, 10 artigos. Foram excluidas as revisoes, teses, dissertagoes,

monografias e estudos que abordavam a LVH como dado secundario.
Apds a aplicagdo desses critérios, resultaram-se. ao final da busca, sete estudos cientificos

que foram lidos, categorizados e avaliados para a mterpretagao dos resultados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos analise dos estudos, chegou-se a um total de sete artigos que foram estruturados para

melhor compreensiao conforme demonstrado na Tabela 1 abaixo.

Tobela 1- Attigos sobre a comparagio de lestes munocromatograficos rapidos wtilizados no dinmestico da
Leishmanicse Visceral selecionados para compor a revisio mtegrativa

Autor/ Ano Pals Objetivo Principals Resultados
Frewe ML, ef Brasil | Avaliar o desempenho do teste | 113 amostras de pacientes positivas para LV ¢ 73 controles
al, 2018 Leishmanta 18G /IgM Combo | negativos foram testadas ¢ nma sensibilidade de 91.2% e
OnSite para o dingndstico de | especificsdade de 94.5% formn observadas. Os resultados
LV no Brasil. mdicam a necessidade de andlises ¢ comparagdes com o
desempenhio de outros festes comercias dispouiveis para
definir o impacto desse novo teste na qualidade do diagndstico
de 1.V no Brasil.
| Sensibalidades de 78,0%, 86,5% ¢ 79,4% ¢ especificidade de
Espanha | Avaliar a sensibilidade ¢ a | 100,0%, 859% ¢ 992% foram observadas para rKi9-TIC,
Bangert M, ef especificidade da 1K39- TIC, | DAT e RIFI respectivamente. Embora rK39-ICT ¢ DAT
al, 2018 DAT e RIFI usando amostras | exibam sensibilidade ¢ especifiadade aceitaveis, & necessaria
de soro coletadas na Espanha | uma combinagiio comt vulros festes para o diagnistico
entre 2009 e 2015. altamente sensivel de casos de L'V na Espanha.
Vigan S, ef Tilia | Unbzar  wnn estratégia | Em 10 dos 21 cason cmﬂnnnlm de LY, & 1K39 TIC miostiou-se
al. 2017 dingnostica integrada, | nemativa. inclui HIV positivos, com e
combimndo testes sorologicos | sensibilidade geral de 91@‘@ Ao restiingir 05 resultados a pacientes
¢ moleculares com criférios | Suaccompeteates, a mMMc a especificidade das (K39 TIC
clinices padrouizados. I'orqndo 6P € 06,5%, respectivamente, O RIFI ammo'uumludo
positivo em 18 dos 20 pacsentes disgnosticados coen LV com nms
sensibilidade de 90.0% ¢ a especificidade $9.5%%. A RT-PCR cxibiu
sensibilidade equivalente A K39 TIC nio € suficientemente sensivel
| para ser vsado como um teste de tringem na Balia, .
Etidpia | Detenminir a sensibilidade ¢ | A sensibilidade, especificidade, valor pl'almvu positivo e valor
Kiros YK ¢ especificidade do rk39- TIC no | preditive negativo de rK29-ICT, tomando aspiragdo esplénica
Regassa BF, diagnostico de LV come leste padido-ouro, & de 84,1%, 27,8%, 74,08 ¢ 41.7%,
207 respectivamente. A sensibilidade ¢ a especificidade do rK39-
TIC ¢ baixa. Dessa forma, a definigdo de caso para LV na
Etopia precisa ser revisitada.
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2015 S Do o Dacieutes S| piblicos de saiide no Brasil.

Brasil | Avaliar o utildade de um teste | LV for confirmada em sete dos 15 pacientes com HIV/AIDS.
unmocromatogrifico baseado em | Todos os pacientes foram positivos para o Teste de Aghstinagio
$K39 TIC (IT LEISH) ¢ wn teste | Dyjrety (DAT). Destes, quatro foram positivos pelo rK39 TIC ¢
Janior WLB, de aglutinagho em [dtex (KAL) | cineq pelo KAtex, No entanto, 30 necessdrios estudos em larga

olal, Pk dateciko de Jutigend nkisdrio escala para validar o KAtex un rede nacional de laboratoros

Gao CIL ef nutigeno circuluute de m”";’"""_" comercialmente disponivel que detecta TIC, a TIC baseada em
al., i (mmc) mﬁwm“m% antigeno teve um methor desempenho.
2015 | S )

utilizado o teste Kaiazar Detect
| (InBios)

Chima | Desenvolver [ teste | A sensibilidade, especificidade e eficiéncia dsagnostica da TIC
ammocramatoge fico (TC) | analisnda no esmudo foram de 958%, 98,7% e 97.3%
baseado na deteccdo de um | reqnectivamente. Quando comparade com um anticorpo

em sangue totl e soro de | diferenca entre o saugue total € o sor0
pacientes com LV confirmados
parasitologicamente.

Indine | Exammor as sensibilidades e | As sensibilidades de todos os TR na India ficarmm entre 94.7 ¢
Kumar D, ef Nepal | especificidades de seis TIC | 100,0% e especificidades entre 92.4 ¢ 100,09, exceto a da
al, 2013 comercinlmente  disponiveis | Onsite Lefshmania Ab RevB kit (33.6 a 42,0%). com potica

Foute: Autores, 2020.

O periodo das publicagoes varion de 2013 a 2018, com estudos realizados no Brasil,
Espanba, Italia, Etiopia, China, india e Nepal Os estudos transversais e de coorte foram os desenhos
metodologicos utilizados nos artigos selecionados, com populagio de andlise sendo mdividuos com
casos confirmados e/ou suspeitos para LV.

Em relagdao aos testes rapidos para diagnostico da LV, foi verificado que varias marcas
comerciais que utilizam o antigeno recombinante K39 (1K39) estio disponiveis. Dentre clas, foi
possivel destacar: kit Onsite Letshmania (CTK Biotech), kit Onsite Leishmania RevA ¢ Ab RevB
(CTK Biotech), kit Kalazar Detect (Tubios Internacional), kit Rapydiest (Diagnostic International
Distribution), kits Signal-KA ¢ Crystal-KA (Span Diagnostics) ¢ kit IT LEISH (Bio-Rad)
(BANGERT M, et al., 2018; KIROS YK ¢ REGASSA BF, 2017: KUMAR D, ef al, 2013; GAO
CH, etal, 2015; FREIRE ML, et al, 2018; JUNIOR WLB. et al., 2015; VARANI S, et al., 2017).

Nos estudos analisado, estes testes rapidos foram comparados a diversos outros testes, tais
como ELISA (Enzimammunoensaio), DAT (teste de aglutinagao direta), RIFI (ensaio de
imunofluorescéncia mdireta), aspiragio esplénica, teste de aghitmagao em latex (KAtex), PCR
(Reagdo em cadeia da polimerase) convencional e PCR em tempo real, conforme especificado na
Tabela 2.
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Tabela 2- Comparagio de testes immocromatograficos rapxdos utilizados no dsagnostico da Leishmaniose Visceral,
segundo os autares selecionados.

Autores Comparacio dos testes utilizados no
diagnostico para Lelshmaniose Visceral

w Freire ML
| etal, 2018
al, 2018
etal,
2015
Gao CH,

Varani S,

etal, 2017

Kiros YK ¢
Regassa

iamgm M, et
BF, 2017
| Jimior WLB,
etal,
2015
Kumar D,
etal, 2013

Onsite Leishmania (TESTE RAPIDO)
X ELISA
X X [T LEISH (TESTE RAPIDO)
X X X X Kalazar Detect (TESTE RAPIDO)
X Teste de aglunnacio direta
X Ensaio de mumofluorescéncia mdireta
X Aspiragao esplénica
X Teste de aglutinagio em Jatex
X PCR em tempo real
X PCR convencional
Ousite Leishmamia RevA (TESTE RAPIDO)
Onsite Leishmania RevB (TESTE RAPIDO)
Signal-KA (TESTE RAPIDO)
Crystal-KA (TESTE RAPIDO)

X Teste imunocromatografico desenvolvido pelos
o proprios autores (TESTE RAPIDO)
Foate: Autores, 2020,

A AR A A

O duagnostico laboratorial de LV mclui a detecgao de Leislmania por microscopia direta ou
cultura em amostras clinicas, detecgdo de antigeno ou anticorpos especificos e detecgao do DNA do
parasito. O diagnostico definitivo de LV requer a demonstracao do parasita a partir de wn asprado
medular (busca do antigeno), como o bago, a medula dssea ou o linfonodo, porém, como este é um
procedimento bastante invasivo com potenciais complicacoes, nao é amplamente utilizado, a ndo
ser em hospitais especializados referéncias para doengas tropicais negligenciadas. Com isso, o
diagnostico da LV baseia-se principalmente em testes sorologicos tk39-1CT (ELMAHALLAWY
EK, et al., 2014). Apesar de algumas Inmitagdes desses festes, tais como reatvidade cruzada com
outras infecgdes e comprometimento do resultado sorologico em co-infecgdao de LV com HIV,
varios estudos de validade do rk39-ICT conduzidos em diferentes paises mostram boa sensibilidade
e especificidade, com variagdes em diferentes configuragdes a depender do fabricante. Em estudo
realizado por Kiros e Regassa (2017), a especificidade do 1K39-1CT foi de 27 8%, resultado este
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significativamente menor em comparacao com estudos realizados na India (SINGH DP. et al,
2010), Sudio (BOELAERT M, et al,, 2014) ¢ Brasil (CARVALHO SF, et al., 2003), que mostraram
especificidades de 98%, 89% e 100%, respectivamente.

De acordo com Gao CH et al. (2015), as limitagdes dos métodos sorologicos podem ser
superadas pelos testes de deteccio de antigenos, visto que o desempenho de um teste
imunocromatografico desenvolvido pelos antores foi melhor do que a mawona dos métodos de
detec¢do de anticorpos desenvolvidos anteriormente para o diagnostico de LV, Como exemplo,
varwos estudos avahando diferentes ensaios mmumologicos. mnclumdo ELISA, RIFI e DAT,
mostraram que as sensibilidades e especificidades desses testes variam entre 55-100% (ELISA e
RIFI) e 72-100% (DAT), respectivamente, € tais festes nao possuem carafer mvasivo o que
propiciana a wma melhor ades@o por parte da populagio e da comumdade hospitalar,

Ainda segundo os autores, na auséncia de um padrdo-owo pratico sao necessarios testes
diagnosticos que possam detectar de forma rapida e precisamente casos de LV em condigoes de
campo ¢ laboratorio, o padrio ouro para o diagnostico das Leishmanioses sio os testes de biologia
molecular (PCR convencional ¢ PCR em tempo real) porém esses demandam de tecnologias mais
avangadas ¢ costumam ter resultados mais demorados. O desempenho necessario ¢ as caracleristicas
operacionais minimamente exigidas de um teste de diagnostico para detecgdo de casos de LV sio
>95% de sensibilidade, =98% de especificidade e <30 min de tempo para o resultado (BOELAERT
M. etal, 2014).

Com uma sensibibdade de 95.8%, especificidade de 98,7% ¢ com wum tempo de
desenvolvimento de 15 punutos, ¢ teste mnunocromatografico desenvolvido pelos autores
preencheram os requisitos. No entanto. os mesmos autores concluem que, antes que esse teste possa
ser recomendado para uso clinico, ele precisa ser validado em estudos prospectivos de grande escala
para confirmar seu desempenho (sensibilidade, especificidade ¢ reprodutibilidade) ¢ caracteristicas
operacionais (facilidade de uso ¢ estabilidade) em outras regioes endémicas de LV.

As ferramentas sorologicas fornecem uma boa precisdo diagnostica, desde que sejam usadas
em combinacao com uma definicao de caso clinico padronizada para LV. Esses testes variam de
acordo com antigeno alvo (parasita total ou proteia recombmante), facilidade de uso (teste rapido
ou necessidade de alguma mfraestrutura laboratorial), sensibilidade, especificidade e custo (COTA
GF, et al, 2013).

Embora os testes DAT, 1K39 ICT e KAtex representem diferentes metodologias de
diagnostico, eles mostraram um bom nivel de concordancia. Por outro lado, ¢ apesar das limitagoes

do rK39 TIC em termos de sensibilidade para o diagnostico de LV em pacientes com HIV/AIDS,
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ele é um teste ripido e muito simples que pode ser aplicado em condicoes de campo, sendo wma
ferramenta diagnostica que exige amosiras nao mvasivas (TUNIOR WILB, et al., 2015).

Varam S et al, (2017), em wm estudo realizado com amostras de soro coletadas de pacientes
com smnais clinicos ¢ dados laboratoriais sugestivos de LV, demonstraram que a sensibilidade dos
testes sorologicos rK39 TIC e RIFI atingm 85,7% para o diagnostico da doenga. De acordo com os
autores, A RIFI mostrou-se melhor que a rK39 TIC e pode ser considerada uma boa opgio para a
triagem de VL se os testes moleculares nao forem padronizados

Segundo Freme ML et al. (2018), as diferencas de sensibilidade e especificidade dos testes
podem ser devidas a preparagdes antigénicas, perfis genéticos parasitarios prevalentes em diferentes
regides ¢ diversidade genética da populacdo. Kumar D et al (2013), considera que essas diferengas
em geral também dependem da quahidade da preparacio e da leihura do teste, tendo em vista que wm
formato mais simples, com menos etapas on Menos materiais necessanos, provavelmente sera
conduzido de forma mais confiavel.

Outro fator que deve ser levado em consideragio, segundo Bangert M ¢t al (2018), ¢ que o
desempenho dos testes sorologicos varia de acordo com o cenario epidemiologico, devido aos
diferentes titulos de mmunoglobuling anti-Leishmania, diferentes padroes etarios de mfecgio,
tmunologico, nutricional ¢ exposi¢ao a maior diversidade parasitara. De maneua geral, os testes de
diagnostico rapido podem melhorar a detecgiio precoce de LV, mas sen desempenho exige validagao
local (FREIRE ML, et al., 2018).

En estudo conduzido por Bangert M ef al (2018), for evidenciado que a sensibilidade ¢ a
especificidade variaram entre os testes utilizados para o diagnostico de LV em pacientes testados na
Espanha, no qual o RIFL, rK39-ICT ¢ 0 DAT foram validos. Segundo os autores, a escolha do teste
esla de acordo com o contexto epidemiologico ¢ a aplicagao pretendida. No contexto da LV na
Europa, foram consideradas trés aplicagoes principals para esses testes: estudos de soroprevaléncia,
diagnostico clinico ¢ ferramentas de resposta a surtos. Para os estudos de prevaléncia, 0 DAT foi o
que apresentou melhor desempenho, com a capacidade de processar amostras em lote, com custos
aceitavers e valores de especificidade e sensibilidade em 86% e 85%, respectivamente. Em relagao
a0 diagnostico clinico, a escolha do teste vai depender do estado imunologico do paciente. tendo em
vista que no presente estudo foi evidenciado que a co-mfeccao com o HIV reduzm a sensibilidade
da 1K39-ICT, tomando-a menos aplicavel em individuos com HIV na Espanha. Para aplicagao em
caso de surtos, o TK39-RDT é o que apresenta melhor beneficio em relagiao a portabilidade,
simplicidade ¢ velocidade do resultado, permitindo a rapida identificagio ¢ controle da mfecgao.
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De acordo com Jimior WBL et al (2015), a PCR em tempo real e DAT detectaram a maioria
das co-mfecgdes nos pacientes analisados em seu estudo, sendo ferramentas eficazes para o
rastreamento de LV em pacientes infectados pelo HIV. Em contrapartida, Kumar D et al. (2013)
afirma que embora a PCR pareca a mais razoavelmente sensivel ¢ especifica para a detecgio de
infecgdes por Leishmania, essa tecnologia é de dificil aplicagao, necessita de msumos dispendiosos
¢ ndo é apropriada para condicoes de campo, embora, em areas de alta endemicidade, ela pode se

mostrar nmito Gtil na determinagdo clinica, pois detecta muitas infecgoes assmtomaticas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Esta revisio demonstrou que os testes convencionalmente usados para o diagnostico da LVH
apresentaram variagoes significativas em relagio a sua sensibilidade e especificidade quando
comparado os testes de metodologias diferentes e entre os de mesma metodologia, a depender do
fabncante. Esses testes também demostraram a possibilidade de apresentar resultados falsos
positivos on com sensibilidade reduzida em pacientes com outras comorbidades. Conclumdo assim
que o0s testes ununocromatogrificos cumprewm o papel de tringem, mas necessitam de nm ou mais
de um ontro teste laboratonal de metodologia diferente para a confirmagao do resuliado, a fim de

evitar resultados errdneos.
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ANEXOS
ANEXO A. TERMO DE ANUENCIA PARA REALIZAGAO DO TRABALHO

PREFEITURA MUNICIPAL DE PEDRO Il - PIAUf
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE - PEDRO 11
CNPJ: 11.694.167/0001 — 16
VIGILANCIA EM SAUDE AMBIENTAL
CENTRO DE CONTROLE DE ENDEMIAS

Autorizacao institucional

1

! ! Eu, Rubens Francisco Pereira Galvao responsavel pela instituigdo Centro de Controle de

‘ Endemias de Pedro Il - PIAUI declaro que foi informado dos objetivos da pesquisa “Perfil epidemiolégico
da Leishmaniose visceral canina no municipio de Pedro ll, Piaui”, e concordo em autorizar a da
mesma nesta instituicdo. Como necessario, a qualquer momento como COPARTICIPANTE desta
pesquisa podera revogar esta autorizagdo, se comprovada atividades que causem algum prejuizo a esta
instituicao ou ainda, a qualquer dado que comprometa o sigilo da participagdo dos integrantes desta
instituicdo. Declaro também, que ndo recebemos qualquer pagamento por esta autorizagdo bem como os
participantes também nao receberao qualquer tipo de pagamento.

De acordo com a Resolugdo Normativa 30 do Conselho Nacional de Controle de

| Experimentagao Animal (Concea) projetos que nao envolvam qualquer tipo de contato ou coleta realizada

‘ | diretamente nos animais vivos, dispensam a necessidade de aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso
| de Animais - CEUA.
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