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RESUMO

CLAUDIO JULIO DA SILVA: Eco-epidemiologia da leishmaniose tegumentar em

areas de colonizagdo antiga na regido metropolitana do Recife, Pernambuco, Brasil.

(Sob a Orientacao da Professora Doutora Claudia Silva e Coorientagdo da Doutora

Maria Edileuza Felinto de Brito)

A Leishmaniose Tegumentar (LT) ¢ considerada uma doenca dermatoldgica de grande
importancia para Satde Publica. No Brasil, ha registros de casos autoctones em todos
os estados do pais e Pernambuco apresenta 30% de prevaléncia. O objetivo do estudo
foi avaliar o ciclo de transmissdo da doenga através da eco-epidemiologia da LT em
area de colonizagdo antiga (com notificagdo de casos autdctones), através da
identificacdo dos casos autoctones, caracterizacdo da fauna de flebotomineos,
reservatorios domésticos e identificacdo da(s) espécie(s) de Leishmania envolvida(s).
Participaram do estudo 168 pacientes suspeitos de LT e 272 animais domésticos, todos
de 4rea endémica do Municipio do Moreno-PE. Ambos os grupos eram de sexo, racas e
idades variadas. Os animais pertenciam as espécies Canis familiares (212), Felis catus
(21), Eqqus caballus/Eqqus asinus (33), Capra aegagrus hircus (5) e Ovis aries (1).
Foram realizadas capturas de flebotomineos no intra e peridomicilio. A idade da
amostra humana estudada variou entre os 5 € 0s 74 anos, sendo a maioria do sexo
masculino, pardos, profissionalmente ativos, com o nivel de escolaridade baixo. Dos
85 pacientes submetidos ao raspado de borda de lesdo, 25,6% dos esfregacos foram
positivos para LT e 34 isolados foram identificados como L. (Viannia) braziliensis,
espécie circulante na regido. A confirma¢do de casos humanos por PCR foi
estatisticamente significativa. O teste Kappa foi realizado na PCR para medir o indice
de concordancia entre as amostras de bidpsia e swab de lesdo com o valor de 60,8% e p
<0,001. Dos 272 animais domésticos estudados, 168 eram machos e¢ 104 fémeas.
Dentre esses, 31 apresentavam lesdes, 29 eram cdes, um gato, uma ovelha e todos
foram positivos pela qPCR. Foram capturados 239 espécimes de flebotomineos e
identificados de acordo com Young e Ducan como Lu. whitmani (99,6%) e Lu.

evandroi (0,4%). Dentre as fémeas de L. whitmani 92,6% (n=60), estavam infectadas
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com Leishmania (V.) braziliensis detectadas por qPCR. Esses resultados mostraram
que a principal lacuna relacionada a eco-epidemiologia da LT, associada a Leishmania
(V.) braziliensis ¢ a identificacdo de hospedeiros reservatérios e flebotomineos

envolvidos no ciclo de manutencgdo da doenga.

Palavras-chave: Eco-epidemiologia, diagnostico laboratorial e clinico, leishmaniose

tegumentar, leishmaniose cutanea, Leishmania (V.) braziliensis.
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ABSTRACT

CLAUDIO JULIO DA SILVA: Eco-epidemiology of cutaneous leishmaniasis in areas

of ancient colonization in the metropolitan region of Recife, Pernambuco, Brazil.

(Under the orientation of Profa. Dra. Claudia Silva and the co-orientation of Profa. Dra.

Maria Edileuza Felinto de Brito)

Cutaneous Leishmaniasis (CL) is considered a major dermatological disease of great
importance for Public Health. In Brazil, there are records of autochthonous cases in all
states in the country, and Pernambuco has a 30% prevalence. The aim of the study was
to evaluate the disease transmission cycle through the eco-epidemiology of CL in an
area of ancient colonization (with notification of autochthonous cases), through the
identification of autochthonous cases, characterization of the sand fly fauna, domestic
reservoirs, and identification of the Leishmania species involved. One hundred and
sixty-eight patients suspected of CL and 272 domestic animals participated in the study,
all from an endemic area of the county of Moreno-PE. Both were of varying sex, races,
and ages. The animals belonged to the Canis familiar species (212), Felis catus (21),
Eqqus caballus/Eqqus asinus (33), Capra aegagrus hircus (5) and Ovis aries (01).
Sand flies were captured inside and outside the home. The range age of the human
population studied was between 5 and 74 years, with most of the male, brown skin,
professionally active and with low education. From the 85 patients who underwent
scraping of the edge of the lesion, 25.6% of the smears were positive for CL and 34
isolates were identified as L. (Viannia) braziliensis, a circulating species in the region.
Confirmation of human cases by PCR was statistically significant. The Kappa test was
performed using PCR to measure the concordance index between biopsy and lesion
swab samples, with the value of 60.8% and p <0.001. From the 272 domestic animals
studied, 168 were male and 104 females. Among these 31 had lesions, 29 were dogs,
one cat, one sheep and all were positive by qPCR. 239 specimens of sand flies were
captured and identified according to Young and Ducan as L. whitmani (99.6%) and L.
evandroi (0.4%). Among females of L. whitmani, 92.6% (n=60) were infected with
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Leishmania (V.) braziliensis detected by qPCR. These results showed that the main gap
related to TL eco-epidemiology associated with Leishmania (V.) braziliensis is the
identification of the reservoir hosts and sand flies involved in the disease maintenance
cycle.

Keywords: Eco-epidemiology, laboratorial and clinical diagnosis, tegumentary

leishmaniasis, cutaneous leishmaniasis, Leishmania (V.) braziliensis.



RESUME

CLAUDIO JULIO DA SILVA: Eco-épidémiologie de la leishmaniose tégumentaire
dans les zones de colonisation ancienne de la région métropolitaine de Recife, Etat de
Pernambuco, Brésil.

(Sous la supervision du Profa. Dra. Claudia Silva et la co-supervision du Profa. Dra.
Maria Edileuza Felinto de Brito)

La leishmaniose tégumentaire (LT) est considérée comme une maladie dermatologique
de grande importance pour la santé publique. Au Brésil, il y a des enregistrements de
cas autochtones dans tous les états du pays et Pernambuco a une prévalence de 30%.
L'objectif de cette étude était d'évaluer le cycle de transmission de la maladie a travers
1'éco-épidémiologie de la LT dans une zone de colonisation ancienne (avec notification
des cas autochtones), par l'identification de cas autochtones, la caractérisation de la
faune de phlébotomes, les réservoirs domestiques et l'identification de la ou des
especes de Leishmania impliquées. Ont participé a 1'étude 168 patients suspectés de LT
et 272 animaux domestiques, tous issus de la zone endémique de la municipalité¢ de
Moreno-PE. Les deux étaient de sexe, de race et d'dge variés. Les animaux
appartenaient aux especes Canis familiaris (212), Felis catus (21), Eqqus
caballus/Eqqus asinus (33), Capra aegagrus hircus (5) et Ovis aries (1). Des captures
de phlébotomes ont été réalisées dans l'intra et le péridomicile. L'dge de I'échantillon
humain étudié allait de 5 a 74 ans, et la majorité était de sexe masculin, brun, actif
professionnellement, avec un faible niveau d'éducation. Sur les 85 patients soumis a un
¢couvillonnage du bord des 1¢ésions, 25,6 % des écouvillons étaient positifs pour la LT
et 34 isolats ont été identifiés comme étant L. (Viannia) braziliensis, une espece
circulant dans la région. La confirmation des cas humains par PCR était statistiquement
significative. Le test de Kappa a été réalisé sur la PCR pour mesurer l'indice de
concordance entre les échantillons de biopsie et d'écouvillonnage des 1ésions avec une
valeur de 60,8 % et un p <0,001. Sur les 272 animaux domestiques €tudiés, 168 étaient
des males et 104 des femelles. Parmi eux, 31 présentaient des lésions, 29 étaient des
chiens, un chat, un mouton et tous étaient positifs par gPCR. Un total de 239 spécimens

de phlébotomes ont été capturés et identifiés selon Young et Ducan comme Lu.
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whitmani (99,6%) et Lu. evandroi (0,4%). Parmi les femelles de L. whitmani 92,6%
(n=60), étaient infectées par Leishmania (V.) braziliensis détecté par qPCR. Ces
résultats montrent que la principale lacune liée a 1'éco-¢pidémiologie de la LT, associée
a Leishmania (V.) braziliensis est l'identification des hotes réservoirs et des

phlébotomes impliqués dans le cycle d'entretien de la maladie.

Mots clés : Eco-épidémiologie, diagnostic de laboratoire et clinique, leishmaniose

tégumentaire, leishmaniose cutanée, Leishmania (V.) braziliensis.
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“Obstaculos dificeis de serem superados sdo os que mais demandam tempo, paciéncia
e persisténcia. Nenhum obstaculo € impossivel de ser vencido. E tudo uma questao de

for¢a de vontade!”

Alex Verly
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1. INTRODUCAQO




Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar em Areas de Colonizacdo Antiga na Regido
Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil SILVA, CJ

1. INTRODUCAO

Nas Américas, as leishmanioses sdo causadas por diversos protozoarios do género
Leishmania pertencentes aos subgéneros Viannia e Leishmania, transmitidas por
diferentes espécies de flebotomineos do género Lutzomyia. A leishmaniose tegumentar
(LT) é uma zoonose primaria de mamiferos silvestres (roedores, marsupiais, edentados
e primatas), o ser humano adquire a infec¢do ao entrar em contato com areas florestais
onde existem as enzootias, através de processos migratorios, urbanizacdes
desordenadas, mas existem fatores de riscos individuais, como co-infec¢do com HIV
(virus da imunodeficiéncia humana), que podem contribuir para a expansiao do agravo

(Basano, Camargo, 2004).

A doenca apresenta uma variedade de manifestacdes clinicas dependentes da espécie
do parasito e da resposta imune do hospedeiro, desde formas mais brandas com lesdes
discretas de pele, que tendem a cura espontanea, a ulceragdes multiplas ou lesdes de
curso lento e dificil tratamento, ou mesmo a forma visceral mais grave (Silveira &

Barbosa, 1996; Medeiros, Roselino, 1999).

As leishmanioses sao endémicas em 98 paises, constituido doengas parasitarias de
maior importancia, consideradas prioritarias pela Organizacdo Mundial de Satde
(OMS) (Figura 1). A incidéncia anual ¢ de 1 a 1,5 milhdes de casos de LT e 500.000
casos de leishmaniose visceral, enquanto que 350 milhdes de pessoas estdo sob o risco
de infecgdo e o nimero estimado de pessoas infectadas ¢ de 12 milhdes. A incidéncia
da LT no Brasil tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos (Graficol). Entre

2003 e 2018 foram notificados 350.578 casos novos (DATASUS, 2020).

A LT ¢ a forma da doenca que mais se encontra distribuida em todo mundo, sendo que
em 2019, cerca de 87% dos casos ocorreram no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia,
Irdo, Iraque, Libia, Paquistdo, Siria e Tunisia. Estima-se que entre 600.000 a 1 milhdo
de novos casos ocorrem anualmente no mundo inteiro (Alvar et al., 2012; World

Health Organization, 2019; Morais, 2015).
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Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar em Areas de Colonizacdo Antiga na Regido
Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil SILVA, CL
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Figura 1. Distribuicdo de casos novos de leishmaniose cutdnea em todo o mundo (2018).

Fonte: World Health Organization (2018).
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Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar em Areas de Colonizacdo Antiga na Regido
Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil SILVA, CL
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Grafico 1. Numero de casos de leishmaniose tegumentar no Brasil, referente ao periodo de
2003 a 2018.
Fonte: DATASUS (2020).

Na regido Nordeste do Brasil, a incidéncia da LT ocorre tanto nas areas com resquicios
de floresta da Mata Atlantica, com vegetacdo abundante, como nas areas com
predominancia de mata secundaria e diversos tipos de plantacdes, propicias a
colonizacdo dos flebotomineos e mamiferos silvestres e sinantropicos. Onde se tem
observado a adaptagdo de vetores e reservatorios a ambientes modificados, com

transmissdo peridomiciliar (Marzochi, 1992).

Em estudos realizados no municipio de Trés Bracos na Bahia, regido cacaueira com
resquicios de Mata Atlantica, a Lutzomyia whitmani foi identificada como vetor
envolvido na transmissdo da doenca (Vexenat, et al., 1986). J4 na regido serrana de
Baturité, Ceara, a principal espécie envolvida na transmissao florestal foi Lu. welcomei
(Ready, Ribeiro, 1983). J& no peridomicilio Lu. whitmani e Lu. migonei estariam

associados a esta transmissao (De Queiroz, et al., 1994).

Em Amaraji, Zona da Mata Sul de Pernambuco foi verificado que a espécie Lu.

whitmani seria o vetor principal envolvido nos ciclos enzodtico e zoonoético de
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transmissdo desta endemia na regido (Brandao-Filho, et al., 1994; Brandao-Filho et al.,
2003). Investigagcdes recentes no municipio de Moreno também revelaram a
predominancia de Lu. whitmani em area endémica da doenca refor¢cando de facto que

essa espécie ¢ um importante vetor de L. (V.) braziliensis em Pernambuco (Brito et al.,

2008; 2009; 2012; 2018).

Das sete espécies associadas a doenga em humano, L. (V.) braziliensis é a espécie mais
importante pela maioria dos casos de LT no pais e a principal em Pernambuco (Brasil,
2007; Brito et al., 2009; 2018; Brandao-Filho et al., 2003). Neste Estado, a persisténcia
e o aumento do numero de casos tem revelado distintos padrdes no ciclo de
transmissao, tornando-se nos Ultimos anos um importante problema de saude publica
(Brandao-Filho et al., 1999; Andrade et al., 2005; Brito et al., 2012). Cerca de 60% do
total dos casos registrados no Estado sdo oriundos da Zona da Mata, com notificagdes
de 3.268 casos entre o periodo de 1990 a 2000 e 4.361 durante o periodo de 2003 a
2012 (Grafico 2) (BRASIL, 2006; BRASIL, 2012). Um estudo conduzido em uma
populacdo de 481 individuos no municipio de Moreno através do teste de Montenegro
relata 30% positividade, dentre esses 67% nao tinha histéria de LT (Brito et al., 2008).
Durante o periodo de 2003 a 2018 o Nucleo de Vigilancia do municipio notificou 435

casos novos da doencga (Gréafico 3).

Casos de LT

702

427 427

366
323 320

267 M Casos de LTA

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Grafico 2. Numero de casos novos de leishmaniose tegumentar americana no periodo de 2003
a 2018 no Estado de Pernambuco, Brasil.

Fonte: DATASUS (2020).



Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar em Areas de Colonizacdo Antiga na Regido
Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil SILVA, CJ

Casos de LT

M Casos de LTA

Grafico 3. Numero de casos novos de leishmaniose tegumentar americana no periodo de 2003
a 2018 no Municipio do Moreno, Pernambuco, Brasil.

Fonte: DATASUS, (2020).
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2. JUSTIFICATIVA

A LT incide em todas as regides de Pernambuco, inclusive na Regido Metropolitana do
Recife que, até recentemente, ndo se verificavam casos autdctones (Brito et al., 2012). O
municipio de Moreno, situado na Regido Metropolitana do Recife registrou 112 casos
autdctones em 2015. De acordo com o Nucleo de Vigilancia em Satde do municipio, esse

numero vem aumentando, em média, de 52 casos ao ano (Brito et al., 2012).

Estudos sobre a epidemiologia da doenga demonstraram que, até ao momento, o principal
agente etioldgico presente no ciclo de transmissdo da LT na populagio humana e
hospedeiros reservatorios (animais silvestres e sinantropicos) em Pernambuco ¢ a
Leishmania (Viannia) braziliensis, espécie causadora da forma mais grave da doenca
(Brito et al., 2009; 2018). Além disso, Lutzomyia witmani é o flebotomineo (vetor)
envolvido na transmissdo da LT na Zona da Mata no Estado, com mais de 98% de
predominancia das espécies capturadas e identificadas na fauna flebotominica (Brandao-

Filho et al., 1998; Andrade, 2005; Brito et al., 2008; Andrade, 2010).

Infec¢des por Leishmania. spp que causam a LT, também s3o registrados em animais
domésticos (canideos, equideos, felideos). Embora o seu papel na manutencao do parasito
no meio ambiente ainda ndo tenha sido definitivamente elucidado, esses animais
participam na manuten¢do da endemia sendo considerados hospedeiros acidentais (Brasil,

2007; Brasil, 2017).

Estudos realizados através de inquéritos com aplicacdo do teste de Montenegro, nas
populacdes dos Engenhos Jardim e Carnijé no ano de 2000 e posteriormente no Engenho
Pinto, em 2008, localizados no municipio de Moreno — PE apresentaram 22,4% e 30%,

respetivamente, de prevaléncia da doenga (Brito et al., 2008).

Por isto, justifica-se plenamente o estudo da fauna de flebotomineos e a frequéncia da
infec¢do em animais domésticos e humanos, que contribuira para um melhor conhecimento
do ciclo de transmissdo da LT, possibilitando um melhor planejamento e implementagao

de medidas de controle da doenga na regido.
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3. HIPOTESE

O ciclo de transmissdo da LT no municipio de Moreno ocorre no ambiente (peri)
doméstico, onde flebotomineos e animais domésticos (canideos, equinos, felinos e

ovideos e caprinos) participariam na manutenc¢ao da endemia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Estudar a eco-epidemiologia da LT em area de colonizagdo antiga, através da
identificacdo dos casos autdctones da doenga, caracterizacdo da fauna de

flebotomineos vetores, reservatorio doméstico e identificacdo da (s) espécie (s) de

Leishmania envolvida(s).

4.2 Objetivos especificos
e Determinar a frequéncia da LT em habitantes do municipio de Moreno,

Pernambuco-Brasil;

e Identificar a distribui¢do temporal e espacial dos casos humanos ¢ a

expressao clinica;

e Estudar as espécies e densidade de flebotomineos nas areas onde ocorreram

casos autoctones;

e Verificar a dindmica sazonal e a distribui¢do das principais espécies de

flebotomineos;

e Determinar a frequéncia da infec¢do por Leishmania spp. em caes;

o Identificar a(s) espécie(s) de Leishmania circulantes em pacientes humanos,

flebotomineos e animais domésticos (canideos, equinos, felinos e ovideos).

12
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. Aspectos gerais da leishmaniose tegumentar

A LT ¢ uma enfermidade ocasionada por diversas espécies de protozoarios do género
Leishmania, familia Trypanossomatidae, apresentando varias formas clinicas. As
manifestagdes clinicas ocasionadas pela LT ocorrem dependendo da espécie de
Leishmania envolvida no ciclo de transmissao da doenga (Lainson & Shaw, 1978;
Weigle & Saraiva, 1996), das espécies de vetores, da imunidade do paciente, da
genética, da relagdo com o hospedeiro e de aspectos epidemioldgicos (Brandao-Filho et

al., 1999).

As manifestagdes clinicas da LT vao desde a forma inaparente ou surgimento de lesao
de pele que muitas vezes pode evoluir para uma cura espontanea ou o aparecimento de
lesdo unica, multiplas ou mucocutanea, sendo a ultima, a forma mais grave da doenca
podendo ocasionar a destrui¢ao parcial ou total da piramide nasal, comprometendo

assim toda a via respiratdria (Coutinho et al., 1987; Passos et al., 2001; Brasil, 2007).

5.2. Breve historico epidemioldégico da leishmaniose tegumentar no Brasil

Relatos e descricdes em literatura definem a LT como uma enfermidade da
Antiguidade, que vem acompanhando o ser humano desde o século I d.C. Nas
Américas, 400 a 900 anos d.C., indios Peruanos ja representavam a doenca em
humanos em ceramicas, onde os retratavam sem nariz, caracterizando a forma mais
grave da doeng¢a denominada mucocutanea, podendo as Leishmania spp. perfurar e
provocar destruicdo do septo nasal e, na boca, a destruicdo do palato mole. Essa
deformidade estigmatizante contribui para a baixa auto-estima, interferindo no ambito
psicossocial do individuo (Lainson, 1997; Camargo, 2003; Brasil, 2010).
Posteriormente, em estudos de paleomedicina, foram encontradas mimias com lesdes
cutdnea e mucocutanea, caracterizando a LT (Santos & Coimbra, 1994). A primeira

descricao da LT no Brasil foi no ano de 1827, encontrada no documento da Pastoral
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Religiosa Politico-Geografica, mencionado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de
la Syfilis en el Peru”, onde ele descreve a viagem de Tabatinga (Amazonas) até ao Peru,
realizada pelo Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros. Percurso realizado nos

vales das regides amazonense (Paraguassu-Chaves, 2001).

5.3. Agente etiologico

Sdo protozodrios da familia Trypanosomatidae, género Leishmania, parasita
intracelular obrigatorio, heteroxénico, responsaveis por diversas manifestacdes clinicas
da LT em todas as regides do mundo, sendo encontrada com mais frequéncia na
populacdo de Africa, América Latina, Asia do Sul e Central, bacia do Mediterraneo e
no Médio Oriente (Desjeux, 1999; Gontijo, 2003). A reproducdo ocorre por biparti¢ao
e quanto a morfologia: promastigota, de forma alongada e flagelada (Figura 2A),
encontrada parasitando o tubo digestdrio do flebotomo. No entanto, a forma cilindrica
e aflagelada (Figura 2B) se encontram parasitando e causando lesdes ulceradas unica,
multiplas e mucosas no ser humano e nos animais domésticos (caes, gatos e equinos)

(Rey, 2010; World Health Organization, 2015).

Sete espécies de Leishmania foram descritas no Brasil pertencentes ao subgénero
Viannia e Leishmania causadoras da LT, as espécies sdo: L. (V) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindebergi e
Leishmania (Leishmania) amazonensis (Brasil, 2007; Brasil, 2017). Sao distribuidas
em todas as regides, com registro de casos em todas as Unidades Federadas. Em geral a
transmissdo estd relacionada com atividades profissionais agricolas realizadas nas
regides endémicas, no cultivo da cana-de-acucar, cacau e banana (Brandao-Filho et al.,

2003; Marzochi, 1992).

A Leishmania (V) braziliensis é a espécie mais importante ndo sé no Brasil, mas em
toda a América Latina, com ampla distribuicao desde a América Central até o norte da
Argentina. Foi a primeira espécie de Leishmania descrita como agente etiologico da
LT e causadora da forma mais grave da doenca, que acomete a regido nasofarigea. Essa
espécie € mais frequente em areas de colonizagdo antiga ¢ em ambiente modificado

(Marzochi, 1992; Basano & Camargo, 2004; Coelho, 2010; Brito, 2013).
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A Leishmania (V.) guyanenensis ¢ a espécie encontrada na regido norte do rio
Amazonas, que tem como reservatério natural os desdentados marsupiais. Essa espécie
de Leishmania é causadora de ulceragdes simples ou multiplas com metéstase ao longo
do trajetos linfaticos; ndo causa a forma mais grave da doenca a mucocutanea (Brasil,

2017).

A Leishmania (V.) naiffi agente da doenca cuja forma clinica sdo lesdes que cicatrizam
de forma benigna. O seu reservatorio natural é o tatu. E encontrada nos Estados do

Par4d e Amazonas (Brasil, 2017).

A Leishmania (V.) shawi é a espécie encontrada nos Estados do Pard e Amazonas,
responsavel por casos esporadicos de lesdes cutdneas. Os seus reservatorios naturais
sdo diversos animais silvestres tais como macacos, bichos-preguigas e outros animais

do grupo dos procionideos (Brasil, 2017).

A Leishmania (V.) lainsoni foi assinalada na regido da Amazonas. Incriminando como
reservatorio natural do agente etioldgico a paca, mamifero do género Cuniculus (Brasil,

2017).

A Leishmania (V.) lindebergi foi descrita pela primeira vez ao infectar militares que
desenvolviam atividades em floresta degradada no Estado do Para no norte do Brasil

(Brasil, 2017).

A Leishmania (Leishmania) amazonensis € o agente etiologico responsavel pela forma
difusa, tendo como principais reservatdrios naturais os marsupiais e roedores silvestres.
Encontrada nas regides Nordeste, Centro-Oeste ¢ Sudeste do Brasil (Dunaisk, 2006;

Brasil, 2017; Brito, 2013).
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Figura 2. (A). Leishmania- forma promastigota; (B). Leishmania — forma amastigota

Fonte: Brasil, (2010).

5.4. Vetores

Os vetores pertencem a ordem diptera, subordem Nematocera - hematéfago - da
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, constituida pelos géneros:
Phlebotomus (Rondani, 1840), Sergentomyia (Franga & Parrot, 1920), Chinius (Leng,
1987) no Velho Mundo e Lutzomyia (Franga, 1924), Brumptomyia (Franga & Parrot,
1921) e Warileya (Hertig, 1948) no Novo Mundo (Young & Duncan, 1994). Nas
Américas, existem mais de 500 espécies de vetores da LT, sendo o género Lutzomyia o
mais representado, com mais de 400 espécies catalogadas, constituidas por 15
subgéneros, 11 grupos de espécies e 2 espécies com descri¢ao insuficiente. Os vetores
pertencentes a esse género apresentam uma vasta distribuicdo geografica no Novo

Mundo e sdo encontrados dos Estados Unidos ao Norte da Argentina (Costa, 2011).

Os flebotomos sao holometabolos, apresentam metamorfose completa que vai desde o
ovo (eclodem geralmente de 7 a 10 dias ap6s a postura), seguindo a sequéncia: larva,
pupa ¢ adulto (Figura 3). Ap6s a copula, as fémeas de flebotomineos procuram locais
adequados no solo, onde haja substrato himido e com elevado teor de matéria organica
para colocar os seus ovos e garantir uma alimentacdo adequada para as larvas. Quando

adulto, o macho se alimenta de carbohidratos, ¢ as fémeas tanto de carbohidratos
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quanto de sangue. Portanto, sdo consideradas hematofagas. O repasto sanguineo ¢

importante para a maturagao dos ovos (Forattini, 1973).

No Novo Mundo pouco se conhece sobre os criadouros naturais dos flebotomos
durante a fase jovem. Nos ambientes domésticos sdo encontrados em fendas das
paredes, chdo e pordes. No entanto no peridomicilio, na fase jovem sdo encontrados em
latrinas, aterros, debaixo de pedras e em tocas abandonadas de animais. No ambiente
silvestre, sao encontrados em tocas de roedores, locas nas pedras, buracos em troncos

de arvores, formigueiros, cavernas (Feliciangeli, 2004; Costa, 2011).

Grande diversidade de espécies de flebotomineos sdo encontradas nos varios biomas
Pernambucanos, tais como a Caatinga e os remanescentes de Mata Atlantica. A
Caatinga ¢ um bioma cuja a temperatura varia entre 25° C a 29° C, solo seco,
pedregoso, as secas sao ciclicas e prolongadas (Souza et al., 2014; Saraiva et al. , 2015).
E cuja fauna flebotominica apresenta grande variedade de espécies vetoras das
leishmanioses tais como Lutzomyia longipalpis, responsavel pela transmissdo da
leishmaniose visceral, que se encontra adaptada nas regides semiaridas (Dantas-Torres

et al., 2010; Costa, 2011).

A Lu whitmani € a principal espécie transmissora da Leishmania braziliensis que causa
LT e encontra-se em abundancia em eco6topos do intra e peridomicilio no Estado de
Pernambuco e nos Estados do Maranhio, Piaui, Ceara, Bahia, Mato Grosso, Goias,
Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana (Rangel & Lainson, 2009; Brandao-
Filho, 2011). Ainda, em Pernambuco, existem outras espécies como a Lu. complexa,
Lu. choti e Lu. sordelli que sao predominantes em resquicios de Mata Atlantica e

participam, também, do ciclo de transmissdo da doeng¢a (Dantas-Torrres et al., 2010).
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Adulto
27 Y

Figura 3. Ciclo bioldgico de flebotomineo do género Lutzomyia
Fonte: Sousa, RLT (2018).

5.5. Hospedeiros e Reservatorios

Algumas espécies de roedores, edentados, marsupiais e canideos silvestres foram
identificados como possiveis hospedeiros e reservatorios naturais (Brasil, 2010).
Roedores silvestres e sinantropicos dos géneros Akodon (Forattini et al., 1972),
Proechimys (Lainson & Shaw, 1973), Rattus (Lainson & Shaw, 1979; Brandao-Filho et
al., 1994; Vasconcellos et al., 1994) Oryzomys (Forattini, 1972; Lainson & Shaw, 1969;
Forattini et al, 1973) Rhipidomys (Lainson et al., 1981), sdo considerados os principais

hospedeiros e reservatorios naturais da L. (V) braziliensis.

As espécies de roedores Nectomys squamipes (rato d’agua), Bolomys (=Necromys)
lasiurus (rato do mato) (Brandao-Filho et al., 2003) e marsupiais do género Didelphis,
também sdo os principais responsaveis pela manuten¢do do ciclo de transmissdo da

doenga (Lainson & Shaw, 1973).

Sao considerados reservatdrios da LT as espécies de vertebrados que garantam a

circulagdo de Leishmanias spp. na natureza dentro de um recorte de tempo e espago
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(Brasil, 2010). Em fun¢do das constantes modificagdes ambientais, a interacao
hospedeiro-parasito, se torna cada vez mais complexa, formando uma unidade

biologica que pode estar em constante mudanca (Marinho-Junior, 2015).

5.5.1. Animais domésticos

Os animais domésticos podem estar infectados pelo agente etioldgico da leishmaniose
tanto no Novo quanto no Velho Mundo. O aparecimento com frequéncias dos animais
infectados no peridomicilio das residéncias onde ha a presenga de flebotomineos,
levaram diversos pesquisadores a estudar a importancia desses animais na
eco- epidemiologia da doenga. Contudo, a maioria dos estudos estdo mais focados na
leishmaniose visceral visto que, essa doenga, pode levar o individuo ao 6bito (Madeira

et al., 2003; Serra et al., 2003; Zanzarini et al., 2005; Pittner et al., 2009).

Os animais domésticos sdo considerados hospedeiros acidentais da LT, e podem
apresentar manifestagdes clinicas semelhantes as dos humanos. As Leishmania spp.
podem parasitar mucosas e chegar, muitas vezes, a comprometer as vias aerodigestivas

superiores do paciente acometido com a doenga (Brito, 2013; Marinho Junior, 2015).

No Brasil, o cao (Canis familiaris) considerado o melhor amigo do homem, ¢ o
principal reservatorio da leishmaniose visceral ocasionada pelo parasita da espécie
Leishmania infantum. Na LT hé relatos de caes com infec¢do natural por Leishmania

braziliensis (Madeira et al., 2003; Heuser et al., 2010).

Também ha evidéncia de casos esporadicos da doenca no gato doméstico (Felis catus),
no Brasil. Em algumas regides do mundo, tais como: na Africa (Argélia, Ilha de
Reunido), Asia (Iraque, Vietname e Irdo), na Europa (Espanha, Portugal, Italia, Franca
e Suica) e nas Américas (Estados Unidos, Venezuela e Argentina), o gato doméstico
foi encontrado infectado por espécies de Leishmania por via natural (Mello, 1940;

Figueiredo et al., 2009; Bresciani, et al, 2010; Piraja et al., 2013).
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Em varias regides do Brasil, espécies de equinos: cavalos (Equus caballus), jumentos
(Equus asinus) e mulas hibridas, resultantes do cruzamento de uma fémea (Equus
caballus) e um macho de (Equus caballus), também tém sido encontrados naturalmente
infectados com L. (V) braziliensis (Alencar et al., 1959; Falqueto, 1986; Aguiar, 1986;
Cruz et al., 1989; Reithinger et al., 2003; Soares, 2013).

Hé escassez de estudos com bovinos (Bos indicus e Bos taurus), caprinos (Cabra
aegagrus hircus), ovinos (Ovis aries) e porcos (Sus scrofa domesticus), pouco se
conhecendo sobre o seu papel na epidemiologia da LT, no Brasil. Existem poucos
relatos de casos por infec¢do natural desses animais domésticos por Leishmania spp.
Entretanto, no ano de 1987 no municipio de José do Ribamar no Estado do Maranhao,
foi diagnosticado um suino infectado com Leishmania sp, em lesdo ulcerada na orelha,

esse animal residia na casa de um dos pacientes com LT (Brazil et al., 1987).

5.6. Ciclo de transmissao e periodo de incubacao

A transmissdo de Leishmania spp, ocorre através da picada da fémea infectada do
flebotomineo durante a hematofagia. Ao deglutir os parasitas encontrados no tecido
epitelial ou no sangue periférico, a forma amastigota se transforma na forma
promastigota, sendo albergada no sistema digestorio das espécies vetoras da LT, que se
multiplicam através de divisdo binaria ou biparticio, migrando em seguida para
probodscida, onde ficardo até a proéxima hematofagia. Ao realizar o segundo repasto,
inocula na corrente sanguinea dos vertebrados a forma flagelada do protozoario,
infectando-os. O parasita ¢ fagocitado pelos macrofagos e no seu interior se transforma
na forma amastigota (forma aflagelada) que se multiplica por biparticdo. Os
macrofagos em seguida se rompem, liberando inimeros parasitas que continuam
infectando outros macréfagos mais proximos mantendo a infec¢ao (Figura 4) (Killick-

Kendrick, 1977; Beach, Kiillu, Leeuwenburg, 1985; Aguiar, 1986; Brito, 2013).

O periodo de incubagao, em média, ¢ de dois a trés meses em humanos, podendo haver
variagdo de duas semanas até dois anos até ao surgimento da lesdo. A
transmissibilidade da LT ndo se dd de pessoa para pessoa (Brasil, 2010). Contudo, ha

relatos de casos de contaminacao por acidentes ocupacionais (Brito et al., 2012).

21



Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar em Areas de Colonizacdo Antiga na Regido
Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil SILVA, CJ

Figura 4. Ciclo de transmissao da leishmaniose visceral e da LT [na figura: VL corresponde a
leishmaniose visceral e CL corresponde a LT)

Fonte: World Health Organization, (2015)

5.7. Aspectos clinicos da leishmaniose tegumentar

As manifestacdes clinicas da LT dependem da espécie de Leishmania envolvida e da
relacdo com o hospedeiro, do sistema imunolégico do individuo e sua constitui¢ao
genética, das espécies vetoras responsaveis pelo ciclo da transmissdo e das
caracteristicas epidemioldgica (Lainson & Shaw, 1978; Weigle & Saraiva, 1996;
Barral & Sampaio, 1991; Reis et al., 2008; Brandao- Filho et al, 1999). A LT

apresenta diversas formas de manifestacdes clinicas:

5.7.1. Forma cutinea localizada (CL): lesdo nica ou multipla, ulcerada com fundo
granulomatoso, bordas elevadas com ou sem presenca de exsudado, podendo
apresentar de 1-20 lesdes com tamanhos variados que pode(m) evoluir para cura

espontanea (Costa et al., 2009; Goto, Lindoso, 2012) (Figuras 5 A e B).
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5.7.2. Forma recidiva citis (RC): surgem na regido lisa da lesdo primaria cicatrizada
lesdes satélites apos o individuo ter concluido o tratamento da doenga, obtendo uma
cura clinica e ndo parasitdria. A persisténcia da Leishmania na lesdo e a baixa
imunidade do hospedeiro, contribuem para o surgimento dessa forma da doenca

(Schubach et al., 1998; Mendonga et al., 2004; Brito, 2013) (Figura 6A).

5.7.3. Forma cutianea disseminada (LD): descrita em 1986; ¢ uma forma clinica rara,
encontrada em 2% dos casos diagnosticados. Pesquisas realizadas sobre informagdes
do comportamento parasitologico e imunoldgico contribuem para a expressao clinica
da doenga. A Leishmania (V) braziliensis ¢ a Leishmania (L) amazonensis sao as
principais espécies responsavel pelo surgimento dessa forma clinica da LT (Brasil,
2007; Brito, 2013). As lesdes tém aspectos acneiformes, multiplas em forma de papula,
podendo acometer diversas partes do organismo como face e tronco. Naturalmente, no
individuo, podera iniciar com diversas ulceras de bordas elevadas com fundo
granulomatoso. Adenomegalia satélite pode ser encontrada em 50% da forma
localizada, na maioria das vezes ausente na forma disseminada ou aparentemente de
forma discreta. As lesdes primadrias surgem por disseminagdo do agente etiologico, por
via hemadtica ou linfatica, e durante as 24 horas seguintes poderdo surgir lesdes

afastadas da picada do flebotomineo (Guimaraes et al., 2005; Brasil, 2010) (Figura 6B).

Figura 5. (A) LT - Les&o ulcerada, unica, pequena, com bordas elevadas, inlfiltradas, com hiperemia ao
seu redor e fundo granuloso no membro superior esquerdo. (B) Lesdo ulcerada, inica, arredondada, com
bordas elevadas, infiltradas e fundo granuloso localizada no membro inferior direito.

Fonte: autor (2018).
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Figura 6. (A) LT- recidiva cutis.(B) Lesdo cutanea multipla, pequenas e disseminadas (152
lesoes). Fonte: Brito MEF, (2013).

5.7.4. Forma cutinea difusa (LCD): E uma enfermidade ocasionada pelo agente
etiologico L. amazonensis, que se inicia de forma insidiosa com evolugdo lenta. No
local da picada do flebotominio, surge uma unica lesdo com formagao de placas, e
multiplas nodulagcdes ndo ulceradas recobrindo amplas extensdes cutaneas,
apresentando uma ma resposta ao tratamento quimioterapico. A LCD ¢ uma doenga
rara, porém muito grave que possui uma resposta imune celular deficiente aos
antigenos de Leishmania spp. A intradermorreagdo de Montenegro (IDRM) ¢é negativa

nessa forma clinica da doenca (Desjeux, 2004; Costa et al., 2009) (Figura 7 A e B).

Figura 7. LT- (A) Forma cutinea difusa (LCD)-Lesdes infiltradas com areas descamativa na
orelha (tempo de doengas 12 anos). (B) Lesdo vegetante extensa no nariz e inddulo infiltrativo
na face (tempo de evolugdo 8 anos). Fonte: Brasil, (2010).
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5.7.5. Forma mucosa ou mucocutanea (LM): Em geral surge apo6s a cura clinica da
leishmaniose cutanea, ndo apresentando sintomatologia. De 3 a 5% dos casos de LT
evolui para lesdo mucocutanea decorrente de uma forma cronica da doenga curada sem
a realizacdo de tratamento ou de um tratamento realizado de forma inadequada. A LM
apresenta lesdes que podem destruir cartilagem e mucosa, as quais podem
comprometer as vias aéreas superiores. Os individuos que apresentam LC por um
periodo de um ano ou mais duragdo, com localizagcdo acima da cintura sdo individuos
com maiores possibilidades de desenvolverem metastases para LM. A maioria dos
pacientes a quem clinicamente e laboratorialmente, sdo diagnosticados com LM
apresentam cicatrizes primarias que indicam anteriormente ter tido a LC. Outros nado
apresentam cicatriz indicativa, mas apresentam concomitantemente lesdes cutaneas e
mucosas. A lesdo ¢é indolor e, em muitos casos, ocorre na semimucosa localizando-se
na regido labial podendo-se iniciar no septo nasal anterior. A LM dissemina-se por via
linfatica ou hematogénica através do processo de metastase (Goto, Lindoso, 2010)

(Figura 8. A e B).

Figura 8 (A). Leishmaniose mucosa Figura 8 (B). Leishmaniose mucosa com
destruig¢@o do septo nasal.
Fonte: Brito MEF, (2013) Fonte: o autor, (2019)

5.7.5.1. As formas clinicas da leishmaniose mucosa sdo classificadas em: forma
mucosa tardia, mucosa de origem indeterminada, mucosa concomitante, mucosa

contigua e mucosa primaria.
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Forma mucosa tardia: considerada uma forma da doenga mais comum. O seu
aparecimento surge apos varios anos a cicatrizacdo da forma LC. A LM ¢é uma
enfermidade dermatoldgica de duracdo longa, que estd associada a LC de
multiplas lesdes ou uma lesd@o que teve um longo processo na cicatriza¢do ou
quando o tratamento ndo foi realizado de forma eficaz ou, até mesmo, em

pacientes que tiveram cura espontanea.

Forma mucosa de origem indeterminada: ¢ uma manifestagao clinica em que
ndo ha evidéncia que o paciente tenha tido a forma cutanea, portanto, a LM
apresenta-se isoladamente. Esta forma pode estar associada as infecgdes
subclinicas, ou pequenas lesdes nao ulceradas de rapida evolugdo, que nao
deixaram cicatrizes e que passaram clinicamente desapercebidas (Brasil, 2005;

Brasil, 2010).

Forma mucosa concomitante: O paciente apresenta, a0 mesmo tempo, lesdo
mucosa ¢ uma lesdo cutinea ativa porém apresentando certa distancia entre as

lesdes (Brasil, 2005; Brasil, 2010).

Forma mucosa contigua: lesdo localizada na face proxima dos orificios do
nariz e da boca, chegando a propagar-se para a mucosa das vias aerodigestivas.
Durante o diagndstico a lesdo cutidnea pode apresentar-se cicatrizada ou de

forma ativa (Brasil, 2005; Brasil, 2010).

Forma mucosa primaria: a mucosa ou semimucosa de labios e genitdlias sdo

comprometidas ocorrendo, eventualmente, através da picada do flebotomineo

(Brasil, 2005; Brasil, 2010).

5.7.6. Diagnostico diferencial

A LT assemelha-se a diversas doencas de pele como: esporotricose, hanseniase
virchoviana, sifilis terciaria, carcinoma epidermdide, linfomas, entomoftoromicose,
paracoccidioidomicose, sarcoidose, rompimento do septo nasal por uso de drogas,
rinite alérgica, carcinoma basocelular, rinofina, rinosporidiose, sinusite, granulomatose
de Wegner entre outras enfermidades mais raras, por isso recomenda fazer o respectivo

diagnostico diferencial (Salles, 2004).
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O diagnostico ¢ feito através da avaliacdo clinica, dados epidemiologicos e
laboratoriais. Desta forma, o diagndstico epidemiologico pode ter como base os dados
e relatos das areas endémicas com a presenca de casos de LT em humanos e animais e
a evidéncia de espécies de flebotomos na regido. O diagnostico clinico faz-se com a
observacdao da lesdo, o que nem sempre ¢ facil devido ao fato da LT poder ser
confundida e apresentar semelhangas com outras doengas dermatoldgicas (Gontijo,

Carvalho, 2003).

5.7.7. Aspectos clinicos em animais domésticos

Em animais domésticos as lesdes da LT sdo encontradas em orelhas, focinho ou saco
escrotal. A lesdo pode ser unica ulcerada e, eventualmente, podem ser encontradas
lesdes multiplas. Doencas como neoplasias, micoses € especialmente a esporotricose

sdo zoonoses em que as lesdes se assemelham com a LT (Brasil, 2010).

5.8. Diagnéstico laboratorial para leishmaniose tegumentar

O diagnostico laboratorial ocorre através da presenga do parasito no material biologico
coletado. Os métodos utilizados como ferramenta para diagnostico podem ser: 1)
parasitolégicos [pesquisa direta, isolamento em cultura in vitro (em meios de cultura),
isolamento in vivo (com inoculagdo em animais)]; 2) histopatologico (andlise de
fragmentos adquiridos das bordas da lesdo através de bidpsia); 3) imunoldgicos
(intradermorreagdo de Montenegro); 4) soroldgicos [reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), western blotting); 5)
moleculares [reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e PCR quantitativa em tempo real

(qPCR)] (Brito, 2012; Brito, 2013).
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5.8.1. Diagnostico parasitoldégico

a) Pesquisa Direta

Este método, de rapida execu¢ao e de baixo custo, ¢ considerado a referéncia ou padrio
ouro (gold standard) no diagnoéstico da LT. Contudo, apresenta limitacdes como a
baixa sensibilidade e a impossibilidade de distingao de espécies de Leishmania. A
escassez do parasito nas lesdes podera levar a obtencdo de um resultado falso negativo
e a positividade esta relacionada com o tempo de evolucdo da doenga (Marzochi, 1992;

Bensoussan et, al., 2006; Brito, 2013).

A pesquisa direta ¢ eficaz em pacientes com leishmaniose difusa, pois nos nodulos
ocasionados pela doenga presentes no tecido epitelial sdo encontrados grandes
quantidades de parasitos como a Leishmania (Leishmania) amazonensis. Ao contrario
das lesdes causadas pela espécie de L. (V) braziliensis, que sdo pobres em formas

amastigotas (Cuba, et, al., 1981; 1986; Gontijo, 2003; Brito, 2013).

b) Isolamento em cultivo in vitro (meios de cultura) e in vivo (inoculacio em

animais)

O isolamento de parasito em cultura de material obtido por biopsias e aspirado de
borda de lesdes ¢ muito especifico, contudo, apresenta baixa sensibilidade. Isto devido
a contamina¢do e variagao de meios de culturas na manutengdo do parasito in vitro.
Outra forma de diagndstico parasitoldgico ¢ o isolamento in vivo, no qual as amostras
sdo inoculadas em hamster (Mesocricetus auratus), animal susceptivel. Estes métodos
permitem a confirmagdo e posterior identificacdo da espécie de Leishmania envolvida

(Bensoussan et al., 2006; Rodriguez-Gonzalez et al., 2000).

5.8.2. Histopatologico

O fragmento do tecido pode ser processado através de técnicas histologicas

convencionais. A identificagdo do parasito nesse material pode revelar outros
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patogenos, além das leishmanioses, como fungos e bactérias, o que permite o
diagnostico diferencial de outras doencas inflamatdrias ou neoplasias. Sendo assim, o
aspecto histopatolégico da LT consiste em um infiltrado mononuclear misto,
apresentando granulomas tuberculdide (Sotto et al., 1989). O encontro do parasito de
Leishmania depende da forma clinica e evolucao da doenga. Esse material pode, ainda,
ser utilizado pela técnica de histoquimica (Goto, 2010). Ambas as técnicas ndo sio
utilizadas em rotina de diagndstico, pois necessitam de infraestruturas e de pessoas

especializadas.

5.8.3. Testes imunoldgicos

Intradermoreacio Montenegro

A IDRM ¢ um teste de hipersensibilidade tardia utilizado para confirmagdo da LT em
individuos que apresentam lesdes ativas, em inquéritos epidemioldgicos nas
localidades endémicas, em diagnostico retrospectivo ou em pacientes que obtiveram
cura espontanea. Apresenta alto nivel de sensibilidade (>90 %), sendo 1til nos casos
em que, nas lesdes ulceradas, ndo sdo encontradas a presenca do parasito. E muito
frequente encontrar reatividade ao teste na populacdo que se encontra em regides de
alta endemicidade. A IDRM apresenta reagdes cruzadas com outras doengas tropicais,
principalmente com a doenca de Chagas, leishmaniose visceral, esporotricose,
tuberculose, hanseniase vichorwiana, cromomicose, entre outras. Apresenta resultados
falso-negativos quando a leishmaniose ¢ a LCD ou quando ocorre a infec¢do de forma
precoce com seis semanas ou menos. Vale salientar que, individuos com leishmaniose
difusa e leishmaniose visceral ativa ndo respondem ao teste (Shaw et al., 1975; Silveira
et al., 1991; Silveira & Barbosa, 1996, Fundacao Nacional de Saude, 1997; Sassi et al.,
1999; Brasil, 2010; Veja-Lopes, 2003; Brito, 2013; Marinho-Junior, 2015).

5.8.4. Testes soroldgicos
Sao testes que detectam, no soro ou no plasma, anticorpos especificos e sao utilizados

no diagnéstico de varias doengas. Os testes sorologicos mais utilizados para o

diagnostico das leishmanioses sdo o RIFI e o ELISA, embora nao sejam procedimentos
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utilizados na rotina de diagnostico para LT, pois esta forma apresenta niveis baixos de
anticorpos. No Velho ¢ no Novo Mundo tem sido demonstrada a sensibilidade baixa
dos mesmos. Alguns estudos tém mostrado que os niveis de anticorpos dependem da
forma clinica da doenca, do tipo de antigeno utilizado e da espécie de Leishmania.
Esses testes reagem cruzadamente com a leishmaniose visceral e a doenca de Chagas.
Na LT os individuos que apresentarem mais de uma lesdo e os que contrairem a LM
terdo o titulo de anticorpos mais altos, e terdo melhor resposta aos testes. Em relagdo a
infeccdo causada pela L. braziliensis, nos primeiros anos de LT, a sensibilidade da
RIFI ¢ aproximadamente de 70% (Brito et al., 2000). Os pacientes que apresentam
lesdes ulceradas por L. guyanensis apresentam titulos baixos de anticorpos e,
consequentemente, a sensibilidade ¢ menor (Menzel, Bienzle, 1978; Shaw et al., 1975;

Brasil, 2007; Brito, 2013).

Estudos tém demonstrado uma sensibilidade de 88% no ELISA, considerando
promissor como teste complementar ao diagnostico da leishmaniose. Brito et al., 2000,
estudaram os antigenos soliveis (30 e 27 kDa) em individuos com LT e obtiveram
resultados com significado através do teste de western blotting cuja sensibilidade era
de 91% e a especificidade de 100%. Os testes rapidos que tém sido utilizados, como
k39, DPP, entre outros, sdo testes que auxiliam no diagndstico, especialmente esse
ultimo que foi preconizado pelo Ministério da Satde para ser utilizado em triagem e

trabalhos em campo como com caes (Menezes, 2014; Freire, 2017).

¢) Diagnéstico molecular

Reacido em cadeia da polimerase (PCR)

Com o avango da biologia surgiram os testes moleculares, que vém dando suporte ao
diagnoéstico da LT, e de outras doengas parasitarias, contribuindo para os diagndsticos
clinicos e laboratoriais (Novais, Pires-Alves, Silva, 2004). O PCR ¢ rapido e preciso e
apresenta elevadas sensibilidade (94,3%) e especificidade (100%) (Rodrigues, 2000;
Rodrigues et al., 2002), tendo ampla capacidade de detectar pequenas particulas de
acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA) do parasito (10 fg do
DNA, equivalente a 1/10 do parasita) (Rodrigues, et al., 2002). Devido a sensibilidade
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da técnica consegue-se detectar a presenca do parasito mesmo que presente em
pequenas quantidades e permite realizar a tipagem da Leishmania spp. ¢ diagnosticar a
doenga ainda antes do aparecimento dos primeiros sinais e sintomas (Singh, Sivakumar,

2003; Cavalcanti, 2008).

Apesar da grande eficacia da PCR foram identificadas, no inicio do século XXI,
algumas desvantagens na sua utilizacdo. Nomeadamente, o facto de na realizagdo da
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida utilizar-se o brometo de etidio,
substancia considerada toxica e prejudicial a saide do operador do experimento. Outras
desvantagens s3o a facilidade de contaminacdo e a incapacidade de quantificagdo

(Abath, et al., 2002).

qPCR em tempo real

No inicio da década de 90, do séc. XX, foram realizados estudos para o
desenvolvimento das sondas TagMan, onde se explorou a atividade exonucleasica da
taq polimerase (Holland et al., 1991). Higuchi e colaboradores, em 1992, aprofundaram
seus estudos sobre a capacidade quantitativa do PCR sem a utilizacdo do brometo de
etidio, os quais contribuiram para o surgimento da gPCR. O monitoramento em tempo
real do produto a ser amplificado, ocorre com uso de corantes e sondas fluorescentes.
O SYBR Green I ¢ um dos corantes mais utilizados que se fixa inespecificamente a
nova dupla hélice de DNA durante a amplificacdo. Em solug¢ao livre, o SYBR Green I
ndo produz fluorescéncia porém ligado a molécula de DNA onde ocasionara intensa
luminosidade. A alta toxidade do brometo vem contribuindo para o uso do corante
SYBR Green I no diagnoéstico molecular (QPCR). A qPCR ¢ uma metodologia que
contribui no diagnoéstico das enfermidades com mais eficiéncia e rapidez,
possibilitando a diminui¢do de contaminagdo das amostras bioldgicas e favorecendo
uma maior precisao nos resultados analisados. Essa técnica ¢ realizada em tempo real
em uma Unica etapa permitindo a amplificacdo, deteccao e quantificagdo da molécula
de DNA (Holland et al, 1991; Higuchi et al., 1992; Nygen, Svanvik, Kubista, 1998;
Mackay, 2002; Bengtsson et al., 2003; Zipper et al., 2004; Mackay, 2004; Saunders,
2004; Oliveira, 2010; Silva, 2017; Lima, 2019).
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5. 9. Tratamento

O Antimonial pentavalente (Sb*>) é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
LT. A OMS recomenda que o calculo da dose de antimonial a ser administrada no
paciente com LT seja, em mg, Sb™/Kg/dia. Existem dois tipos de farmaco antimoniais
pentavalentes: o antimoniato de N-melglucamina e o estibogluconato de sédio, sendo
de referir que esta Gltima nao ¢é utilizada para o tratamento da LT no Brasil (Ministério

da Saude, 2004; Rath, 2003; Kato, 2008).

5.9.1. Antimoniato de meglumina

E recomendado para o tratamento de todas as formas clinicas da LT, embora as formas
mucocutinea exijam maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas e maior
possibilidade de recidivas. O antimoniato de N-metilglucamina apresenta-se
comercialmente em frascos de 5 mL que contem 1,5¢ do antimoniato bruto,
correspondendo a 405mg de Sb+5. Portanto, uma ampola com 5ml corresponde a
405mg de Sb* e cada ml contem 81mg de Sb*™ (Rath, 2003; Ministério da Saude, 2004;
Bezerra, 2004; Kato, 2008; Vasconcelos et al., 2018).

5.9.2. Desoxicolato de Anfotericina B

E um medicamento de segunda escolha quando nio se obtém resposta ao tratamento
com o antimonial pentavalente ou na impossibilidade de seu uso. Porém, no tratamento
de gestantes ¢ considerado como um farmaco de primeira escolha. A anfotericina B, ¢
um antibidtico poliénico de excelente atividade in vitro na destruicao de Leishmania
intra e extracelular (Bezerra, 2004; Brasil, 2009). O uso da anfotericina B ¢ restrito
devido a sua toxidade, podendo causar calafrios, febre, hipotensdao ou hipertensdo,
alteracao dos niveis de potassio e o comprometimento do sistema renal. Outra formula
com baixa toxidade foi desenvolvida, em 1990, a anfotericina B lipossdmica. Este
farmaco de baixo poder de absorcdo pelos rins orgdo mais comprometido pela

medicagao (Bezerra, 2004; Vasconcelos et al., 2018).
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5.10. Medidas preventivas

Algumas medidas de preven¢do podem ser adotadas para evitar a transmissdao da LT
como: uso de repelentes em areas onde ocorra frequentemente a doencga, evitar ficar
exposto principalmente ao entardecer e de noite, utilizar na cama um mosquiteiro de
malha fina, telar janelas e portas, fazer a limpeza e a manutencad de quintais e terrenos
baldios que contribuam para a proliferagdo da fase jovem (larvas) do vetor, dar um
destino adquado ao lixo organico de forma a evitar o aparecimento de marsupiais,
roedores (silvestres e sinantropicos) e outros mamiferos que possam ser fonte alimentar
dos flebotomineos, manter sempre limpo os abrigos dos animais, ndo manter os
animais domésticos no intradomicilio durante a noite para evitar a circulacao do vetor
no interior do ambiente. Entre as residéncias e a mata sugere-se uma faixa de

seguranga de 400 a 500 metros (Brasil, 2010).

33



Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar em Areas de Colonizacdo Antiga na Regido
Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil SILVA, CJ

6. MATERIAL E METODOS
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Caracteristicas do Municipio de Moreno

Moreno situa-se na Regido Metropolitana do Recife, Estado de Pernambuco (Figuras 9
e 11). Geograficamente localiza-se a 96 metros de altitude e apresenta clima tropical
chuvoso com uma pluviometria média anual de 1.309,9 mm (CPRM, 2005). Moreno ¢
limitado ao Norte pelo Municipio de Sao Lourengo da Mata, ao Leste por Jaboatdo dos
Guararapes, ao Sul por Cabo de Santo Agostinho ¢ ao Oeste por Vitéria de Santo

Antao (Figura 11).

Foto:. Renata Victor

>

Figura 9. Vista panoramica do Municipio de Moreno-PE.

Fonte: Renata Victor
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Figura 10. Localizagdo do Municipio de Moreno no Estado de Pernambuco.
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Figura 11. Municipios limites com o Municipio de Moreno.

Fonte: Morenoredescoberto.blogspot.com-2014
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Moreno, com uma area total de 189 km?, ¢ constituido por 93,4% de area rural (176,6
km?), onde se encontram 39 engenhos, ¢ 6,6% de area urbanizada. A cobertura vegetal
¢ composta por remanescentes da Mata Atlantica da qual apenas 30% se mantém
preservada, tendo a restante sido urbanizada. O municipio possui recursos hidricos
superficiais constituidos por grande quantidade de nascentes, riachos e rios,
importantes para o abastecimento, agropecuaria e pesca. Os solos agricultaveis t€ém um
potencial natural coexistindo com microclimas que favorecem a fruticultura. As
culturas predominantes sdo a da cana-de-agucar e da banana que, ao longo do tempo,

tém substituido a vegetacdo natural de Mata Atlantica (Saldanha, 2003).

Através da Lei Estadual n° 9.989, foram criadas quarenta reservas ecologicas na regiao
metropolitana do Recife, estas constituem areas de mata de preservacao permanente,
cuja criacdo foi uma tentativa de salvaguardar alguns testemunhos remanescentes e
Mata Atlantica. O municipio de Moreno possui cinco dessas reservas ecoldgicas € uma
area de interesse especial (Mata Jardim e Carnij6), conforme a Lei Estadual n°
9.860/86 que delimita as areas de protecdo dos mananciais para a preservagao dos
recursos hidricos. A area total de reservas, em Moreno, ¢ de 119,89 hectares que
corresponde a 6,91% da area do municipio. Em 1989, um monitoramento das reservas
ecoldgicas demonstrou que apos a criagdo das reservas ndo foi implantado,
efetivamente, um projeto de manejo, fiscalizacdo, controle e regularizacdo fundiaria
daquelas areas, o que resultou na degradacdo ambiental (Saldanha, 2003; Mota, 2004;

Freitas, 2016).

A populagdo de Moreno, segundo o CENSO (IBGE, 2010), foi de 56.696 habitantes
[50.197 hab. na area urbana (88,54%) e 6.499 hab. na area rural (11, 46%)] (Tabela 1).
A distribui¢do da populacdo por género, na zona urbana e na zona rural, para 0 mesmo
ano, estd representada na Tabela 2. Estima-se que a populagdo de Moreno, em 2021,
seja de 63.792 habitantes de acordo com a base de dados do Governo do Estado de

Pernambuco.
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Tabela 1. Distribui¢cdo da populacdo entre zona urbana e rural. Municipio do Moreno-

PE, 2010.

Populacao
n %
Urbana 50.197 88,54%
Rural 6.469 11,46%
Total 56.696 100%

Tabela 2. Distribui¢ao da populacdo por género entre a zona urbana e rural. Municipio

do Moreno-PE, 2010.

Populacio por género

Zona Homens (n) Mulheres (n) Total (n)
Urbana 24.202 25.995 50.197
Rural 3.462 3.037 6.499
Total 27.664 29.032 56.696

6.1.1. Caracterizacao do Engenho Jardim

O Engenho Jardim localiza-se a 9 km do centro do municipio do Moreno, ¢ constituido
por remanescentes de Mata Atlantica (Mata da Onga) (Figuras 12 e 13) e pela Reserva
Carnijo RPPN (Figura 17) que delimita a area de estudo. O Engenho tem uma area de
505 hectares, que anteriormente pertenceram a Industria Agucareira. Os seus recursos

hidricos s3o corregos, riachos, acudes, cacimbas e nascentes (Apolinario, 2016).
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A populagdo do Engenho Jardim ¢é composta por 304 habitantes, 158 do sexo
masculino e 146 do sexo feminino. Noventa habitantes (31%) sobrevivem da
agricultura com produ¢do de mamao, macaxeira, banana, inhame, maracuj4, acerola e
de cana-de-agucar. O cultivo desta ultima €, ainda, muito comum levando a degradagao
e substituicdo da vegetagdo natural (Figuras 14, 15 e 16) (Silva, 2000 e 2018;
Apolinario, 2016).

Figura 12. Fragmento de Mata Atlantica (Mata da Onga), ambiente modificado. Engenho Jardim.
Fonte: autor (2017).

Figura 13. Residéncia proxima ao fragmento da Mata da Onga.

Fonte: autor, (2017).
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Figura 14. Residéncia proxima ao fragmento de Mata Atlantica (Mata da Onga) e plantagdo de cana-de-agticar.

Fonte: autor, (2017).

Figura 15. Fragmento de Mata Atlantica preservada (Reserva Carnijo/RPPN).
Fonte: autor, (2017).
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Figura 16. Plantacdo de banana proxima de residéncia existente no Engenho Jardim.

Fonte: autor, (2017).

Figura 17. (A) Reserva Carnij6 (B) Plantacdo de cana-de-a¢ticar no Engenho Jardim

Fonte: autor, (2017).
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6.1.2. Caracterizacio do Engenho Cumaru

O Engenho Cumaru localiza-se a 14 km do centro de Moreno, possui uma area de
cerca de 730 hectares e tem uma populagcdo de 441 habitantes (227 do sexo masculino
e 214 do sexo feminino). A fauna ¢ constituida por pequenos mamiferos, répteis,
anfibios, aves e insetos ¢ na agricultura predomina a monocultura de cana-de-agucar,

de forma extensa (Figuras, 18 A e B).

Figuras 18.A e 20.B - Vista panoramica do Engenho Cumaru.

Fonte: autor, (2018).
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6.2. Descriciao do estudo
Para atingir os objetivos propostos foi realizado um estudo transversal no municipio de
Moreno (Regido Metropolitana do Recife, Estado de Pernambuco - PE, Brasil) que

abrangeu casos humanos com suspeita de LT, animais domésticos e flebotomineos.

6.2.1. Participantes

6.2.1.1. Humanos

A amostra de casos humanos autdctones abrangeu os individuos residentes em areas
endémicas da doen¢a que procuraram de forma espontanea o Nucleo de Vigilancia em

Satude de Moreno-PE com lesdo suspeita de LT, entre 2015 ¢ 2018.

Todos os casos suspeitos foram encaminhados para o Ambulatorio de Dermatologia do
Hospital Universitario de Pernambuco, onde foram examinados e submetidos a coleta
de dados epidemiologicos e de amostras (raspado da lesdo, swab, fragmento de tecido,
puncdo aspirativa de borda de lesdo, fluido salivar e sangue) para serem submetidos a
testes laboratoriais. As amostras foram identificadas, acondicionadas e transportadas
para o Laboratorio de Imunoparasitologia do Instituto Aggeu Magalhaes -FIOCRUZ-
PE (IAM/FIOCRUZ-PE), onde foram processadas.

Aos casos com diagnostico confirmado foram solicitados exames complementares
(cardiologicos e bioquimicos) e administrada a medicacao por via endovenosa. Todos
os doentes foram acompanhados ao longo do tratamento até a cicatriza¢do da lesdo. Os
que nao tiveram evolucdo favoravel com o tratamento foram encaminhados para
internacdo e/ou tratamento em hospitais de referéncias da rede publica do Sistema

Unico de Satde em Recife.

6.2.1.2. Animais domésticos

Os animais domésticos estudados fazem parte de uma amostra de conveniéncia entre os

animais domiciliados nos Engenhos Jardim e Cumaru (Moreno) obtida entre junho de

2017 e junho de 2018. Todos foram examinados pelo médico veterinario (Figura 19) e
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foi recolhida informacdo epidemiolodgica e clinica, sendo a amostra final constituida

por caninos, felinos, equinos, caprinos e ovinos, de ambos os sexos e diferentes idades.

Em cada animal houve a coleta de amostra de sangue, secrecdo da conjuntiva e
materiais obtidos das lesdes. As amostras biologicas obtidas durante a avaliacdo clinica
foram encaminhadas para o Laboratério de Imunoparasitologia (LIMP) — IAM-

FIOCRUZ-PE para serem processadas.

Para todos os animais com diagnostico confirmado de LT foi feita a sua notificacdo na

Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica para as devidas providéncias.

Figura 19. Avaliagéo clinica e coleta de material biologico

Fonte: autor, (2017)

6.2.1.3. Definiciao de casos

Caso humano de LT foi definido na presenca de lesdo ativa, dados epidemioldgicos
(procedente da regido endémica) e teste parasitologico ou molecular positivo. Todos os
individuos procedentes da regido, mas com todos os testes negativos foram

considerados sem LT.
Caso de LT em animal doméstico foi definido na presenca de lesdo ativa ou ndo

(assintomdtico), histérico epidemioldgico (procedente da regido endémica), teste

rapido (TR DPP®) positivo (“reagente”) e com um teste laboratorial positivo. Todos os
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animais que nio apresentassem positividade nos testes de diagndstico para a doenca

foram considerados sem LT.

6.2.1.4. Flebotomineos

Nos Engenhos Jardim e Cumaru onde surgiram os casos humanos com suspeita de LT

foram realizadas capturas de flebotomineos, entre janeiro de 2017 e dezembro de 2018.

6.3. Métodos

6.3.1. Coleta de amostras nos seres humanos

Em seguida sdo descritos os procedimentos para a coleta de amostras:

Escarificacdo — a lesdo suspeita foi previamente tratada, antissepticamente, com soro
fisiologico estéril (0,9%). Em seguida realizou-se, com auxilio de lamina de bisturi
estéril, o raspado na borda das lesdes e foram confeccionados os esfregagos em laminas

(Figura 20).

Figura 20. Escarificagdo das bordas da lesdo comlamina de bisturi para pesquisa direta.

Fonte: autor, (2019).

Puncdo aspirativa da borda da lesdo — ap6s a antissepsia na lesdo foi introduzido 0,3mL

de soro fisiologico estéril com uma seringa de SmL e agulha de 25x 8G seguido de
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aspira¢ao (Figura 21). O material aspirado foi inoculado em meio de cultivo ou em

hamster (Mesocricetus auratus) (Brito et al., 2012, Brasil 2007).

Figura 21. Aspirado da borda da lesdo.
Fonte: autor (2019).

Bidpsias cutineas — fez-se antissepsia da lesdo com clorexidina e infiltragdo anestésica

local com lidocaina (2%), sob condigdes estéreis e com auxilio de punch de 5 mm de
didmetro foram retirados os fragmentos da borda da lesdo e colocados em tubo estéril.
Esse procedimento foi realizado por profissional médico em ambulatorio, e a amostra

foi acondicionado a -4°C at¢ analise (Figuras 22 A e B).

Amostras de sangue - aliquotas de sangue foram coletadas por pun¢do intravenosa com

seringa de SmL, agulha 25 x 7G (tubo com EDTA). Essas amostras foram utilizadas

para os testes imunologicos € moleculares para o diagnostico da LT (Figura 23 ).

Exsudato de lesdo - o exsudato cutaneo, presente nas lesdes ulceradas, foi coletado

com auxilio de swab estéril em forma de ‘zig-zag’ por toda extensdo delas (centro e
borda). Para a realizagdo da coleta em lesdes que ndo apresentaram exsudatos,

precedeu-se imersao do swab em soro fisiologico estéril (0,9%), realizando-se
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posteriormente a coleta. Em lesdes crostosas, especialmente aquelas decorrentes de
infecgdes secunddrias, foi feita antissepsia na lesdo e ela foi humedecida com gazes
embebidas em soro fisioldgico estéril e, posteriormente, realizou-se a coleta dos
exsudatos cutdneos com o swab (Figura 24). Os referidos swabs foram estocados em
tubos de 1,5 ml, posteriormente foram estocados a temperatura de -4°C, até o seu

processamento.

Figura 22 (A) Biopsia da borda da lesdo.
Fonte: autor, (2019)
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Figura 22 (B). Punch utilizado na coleta de amostras por bidpsia
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Figura 23. Coleta de sangue utilizando o sistema a vacuo.

Fonte: autor (2018).

Figura 24. Coleta com uso de swab na borda da lesdo.

Fonte: autor, (2019).

Fluido salivar - durante o procedimento, a saliva de cada paciente foi dispensada em

recipiente e acondicionada a temperatura de -4°C (Figura 25).
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Figura 25. Recipiente para dispensar a saliva humana.

Fonte: autor (2018).

6.3.2. Coleta de amostras nos animais domésticos

Amostras de sangue - ap6s antissepsia com alcool etilico 70% foram coletados 2-5 ml

de sangue da veia cefalica ou jugular com auxilio de uma seringa de 3 ou 5 ml,
acoplada a uma agulha 25x7 mm, em tubo com solu¢do de anticoagulante (EDTA
0,009 g/5 ml de sangue) (Figura 26 A, B, C e D). As amostras de sangue foram
estocadas a 4°C até a separacdo de leucocitos e plasma, apds essa etapa, as amostras
(de sangue em EDTA e plasmas) foram armazenados a temperatura de —20°C, até ao

seu processamento.

Para a obtengao das células mononucleares do sangue periférico (PBMC), uma aliquota
de 2 ml desse sangue foi diluida em igual volume de tampao fosfato-salino (PBS)
PH=7,2, em tubo do tipo Falcon de 15 ml. Apds a homogeneizagdo desse conteudo
(sangue e PBS), foi adicionado cuidadosamente ao tubo Ficoll Hypaque. Em seguida,
os tubos foram submetidos a centrifugacdo durante 30 minutos a 2000 gx para a
separagdo do plasma e o anel de leucocitos. Em seguida foram retirados o plasma e o

anel leucocitario. As amostras foram armazenadas a -70°C (Figura 27).

Swab conjuntival — a secre¢ao ocular foi obtida de animais domésticos através do
método de coleta por swab, a qual foi realizada na parte interna de toda a palpebra e

acondicionada a temperatura de -4°C (Figura 28 A e B).
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Aos animais que apresentaram lesdo ativa compativel com LT foi realizada a

escarificagdo para esfregacos em lamina e puncdo aspirativa e swab de lesdo.

Figura 26. Coleta de sangue em caprino (A ¢ B).

Fonte: autor, (2017)

Figura 26. Coleta de sangue em céo (C) e equino (D).

Fonte: autor, (2017).
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Leucécitos -

Figura 27. Obten¢ao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Fonte: autor, (2017)

Figura 28. (A e B). Coleta da secregdo ocular na conjuntiva com o swab em equino e cdes

Fonte: autor, (2017)

6.3.3. Captura de flebotomineos
Estas capturas foram realizadas com armadilhas CDC (Centers for Disease Control

miniature light trap) instaladas no intra e no peridomicilio, em plantagdes de banana e

na area exterior e interior dos resquicios de Mata Atlantica, durante o periodo
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crepuscular e noturno, entre as 17:00 as 6:00 horas do dia seguinte (McNelly, 1989).
No interior das residéncias as armadilhas foram instaladas no local de repouso dos
individuos (sala e quarto) (Figura 29), no peridomicilio foram colocadas em
galinheiros, estdbulos, proximos dos bananais (Figuras 30 A, B e C) e em locais com
grande quantidade de matéria orgénica (Figuras 31 A, B e C). Houve, ainda, a tentativa
de coletas aleatorias na borda e interior de fragmento florestal de remanescente Mata

Atlantica (Mata da Serra) (Figuras 32 A e B) e na area do estudo (Figuras 33 A e B).

Todos os pontos de coletas de flebotomineos foram georreferenciado utilizando-se
aparelho GPS de mao (Garminetrex-h-legend) e os pontos foram demarcados um a um

como indicados na Figura 34.

Figura 29. Instalacdo de armadilha tipo CDC no intradomicilio.

Fonte: o autor. (2017).

Os flebotomineos capturados foram transportados nas armadilhas para Laboratorio de
Endemias do Nucleo de Vigilancia em Satde de Moreno, onde foram separados por
sexo, montados em solucdo Berleser e feita a identificagdo morfologica das espécies

segundo Young & Duncan, 1994.

Aos exemplares fémeas foram retirados a cabeca e o terceiro segmento do abdomen e

colocados em dalcool a 70%. O abdomen foi transportado para o Instituto Aggeu
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Magalhaes/FIOCRUZ-PE para a deteccdo de Leishmania.spp através do teste
molecular, qPCR.

Figura 30. Instalagdo de armadilha do tipo CDC para captura de flebotomineos no peridomicilio

(A e B) estabulo, (C) galinheiro. Fonte: autor, (201
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Figura 31. (A, B e¢ C). Instalacdo de armadilha do tipo CDC para captura de flebotomineos em
plantagdes de bananas no Engenho Jardim.

Fonte: autor, (2018).

54



Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar em Areas de Colonizacdo Antiga na Regido
Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil SILVA, CJ

i b X

oy

Figura 32. Remanescente de Mata Atlantica (Mata da Serra) localizada no Engenho Cumaru. (A).
Instalag@o de armadilha do tipo CDC nas bordas da Mata (B).
Fonte:autor, (2018).
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Figura 33 (A e B). Instalagdo da armadilha CDC no interior da Mata.
Fonte: autor, (2017).
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Figura 34. Pontos de captura de flebotomineos.

Fonte: Servidor de imagens: Google Satellite

6.3.4. Coleta de dados meteorolégicos

Entre janeiro de 2017 e dezembro de 2018, periodo durante o qual se realizou a coleta
de flebotomineos, foi feito o registo dos seguintes dados meteorologicos da regido do
estudo: temperatura ambiente, humidade relativa e precipitacdo tendo como base a

informacio cedida pela Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima.

6.3.5. Diagnostico da Leishmaniose tegumentar

6.3.5.1. Diagnostico Parasitologico

A. Esfregaco em laminas (pesquisa direta)

As laminas de esfregagos com material obtido das lesdes foram coradas pela solugao

de Giemsa e observadas em microscopio Optico binocular, objetiva de imersdo para

visualizagdo da forma amastigota do parasito (Figura 35) (Brasil, 2017).
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Figura 35. Identificagdo da forma amastigota de Leishmania sp em microscopia optica visualizada pela
objetiva de 100x
Fonte: autor, (2018).

B. Cultura in vitro

As amostras biologicas obtidas através de puncdo aspirativa dos fragmentos de pele
e/ou fluido salivar foram adicionadas em meio de cultura NNN modificados (Walton et
al., 1977), acondicionadas em estufa Biochemical Oxygen Demand (BOD) a
temperatura de 26°C e observadas em intervalos de cinco dias. Os isolados foram
enviados a Colegdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro (CLIOC)

da RIOCRUZ para serem caracterizados e identificados (Boité et al., 2014).

C. Cultura in vivo

Uma aliquota de 100puL do macerado de fragmentos de tecido, ou fluido salivar, ou de
aspirado de lesdo foram inoculadas em hamsters pela via intraperitoneal. Os animais
permaneceram no Biotério Experimental do Instituto Aggeu Magalhaes (FIOCRUZ-PE)
e foram acompanhados durante um periodo de trés meses. Apos esse tempo os animais
foram anestesiados com cloridrato de ketamina 10% (10-15 mg/kg) e cloridrato de

xilazina 2% (1-2 mg/kg) e submetidos a eutandsia. Destes animais foram retirados
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fragmentos de bago, figado e pele que foram processados para o possivel isolamento e

identificacdo da espécie de Leishmania spp. (Brito, 2009).

Obtencdo de promastigotas - Os parasitos de Leishmania braziliensis,

(MHOM/BR/1975/M2903) cepa de referéncia, foram conservados em meio de cultura

Schneider’S (suplementado com 1% de penicilina e estreptomiciana) com passagens
sucessivas; no 5° dia foram pelletados por centrifugacdes com duas lavagens em
solugdo Tampdo fosfato-salino (PBS) pH 7,2 e diluidos na concentragdo de 10° para

serem utilizados como controle das técnicas moleculares.

6.3.5.2. Diagnostico imunologico

A) Teste Rapido Qualitativo (TR DPP® — Dual Path Platform) — utilizado como
teste de triagem imunocromatografico para deteccdo em cdes de anticorpos especificos
para a Leishmania. Neste teste utilizou-se o plasma de cdes, mas também ¢ possivel
realiza-lo com soro ou em sangue total venoso. O resultado ¢ obtido em 15 minutos
(“reagente”e “ndo reagente”) e, como ¢ um teste de triagem, permite que apenas os
casos positivos (“reagentes”) sejam enviados para confirmacao laboratorial. O kit deste

teste foi cedido por Bio-Manguinhos, FIOCRUZ-RJ (Figura 36).

Figura 36. Teste Réapido Qualitativo (TR DPP®) para a deteccdo em caes de

anticorpos especificos para a Leishmania.. Fonte: autor (2018)
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6.3.5.3. Diagnéstico molecular

A. Isolamento de leucocitos a partir de sangue total

O sangue periférico coletado dos animais domésticos foi separado em leucocitos e
plasma de acordo com o seguinte protocolo de separagao por gradiente de concentragao:
1. Coletar sangue em tubo com EDTA (anticoagulante); ndo se pode congelar a
amostra;
2. Diluir 4ml de sangue em 4ml de Tampao PBS (pH=7,2) em um tubo “Falcon”
de 15ml;
3. Identificar o tubo com o nimero do doente;
4. Colocar, em outro tubo Falcon (15ml), 3ml de Ficoll Histopaque gelado;
5. Adicionar o sangue, homogeneizado com o PBS, lentamente pela parede do
tubo ao tubo com o Ficoll tomando cuidado para ndo misturar as substancias;
6. Centrifugar por 30 minutos os tubos em centrifuga a 2000 rpm;
7. Ap6s a centrifugacdo, retirar o plasma (1* camada, na parte superior) e o anel
leucocitario (nuvem de células brancas);
8. Colocar em tubos com tampa rosqueada distintos, o plasma (dois tubos) e os
leucdcitos (geralmente em um tubo s6);

9. Armazenar em caixa e congelar a -70°C.
Apb6s a separagdo, as amostras de leucdcitos e plasma foram armazenadas e
processadas individualmente na qPCR. Para apresentacdo dos resultados, elas foram
analisadas em paralelo e denominadas como “sangue completo™.
B. Extracao e purificacio do DNA das amostras
Amostras biologicas humanas

A extracdo e purificacdo do DNA gendmico das amostras de sangue, fluido salivar,

exsudato cutaneo, aspirado e tecidos de pacientes humanos foram realizadas através do
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kit comercial Qlamp® DNA mini kit (QIAGEN, Valéncia, USA), seguindo o protocolo

do fabricante.

Amostras biologicas de animais domésticos

As amostras de leucocitos, plasma, swab de conjuntiva ocular e outras, dos animais
domésticos tiveram seu DNA extraido através do kit de Silica (/n house) padronizado
por Silva, 2017. Conforme o protocolo de adsor¢do da silica a seguir: adiciondo 450uL.
de Nal a amostra bioldgica, seguida de homogeinizacdo em vortex durante 15s; foi
adicionado 55uL de suspen¢do de silica hidratada; onde repetiu-se a homogeinizagao
em vortex durante 15s; o material foi incubado no gelo por 4 min e centrifugado por
30s na velocidade maxima (20.000g ou 14.000 rpm); depois dessa etapa o
sobrenadante foi desprezado. Ao pellet foi adicionado 700uL de solugdo de lavagem e
centrifugar por 30s na velocidade maxima em seguida desprezou-se o sobrenadante e
repetiu-se a lavagem (item 6) 3 vezes. O precipitado foi ressuspendido em 100uL de
agua MilliQ, depois foi incubado a 45°C por 5Smin e centrifugado por 30s na

velocidade maxima, o sobrenadante foi retirado e armazenado a -20°C.

Exemplares de flebotomineos

Para os espécimes de flebotomineos a extragdo de DNA foi realizada individualmente,
seguindo as condigdes descritas por Solano et al., (1997). A extracdo do DNA das
fémeas de flebotomineos utilizadas nos xenodiagnoésticos foi realizada individualmente,
seguindo as condi¢des descritas por Solano et al. (1997). Inicialmente, foi adicionado a
cada tubo contendo um exemplar de fémea de flebotomineo, 100ul de solu¢ao Chelex
5%, e, em seguida foi realizada a maceracdo dos flebotomineos. Apds este
procedimento, homogeneizou-se o macerado em voértex por 15 segundos, e, colocou-se
o mesmo levou-se ao banho-maria com a temperatura de 56°C por 1 hora.
Posteriormente, apds o macerado ser homogeneizado em vortex durante 15 segundos,
ele permaneceu no banho-maria elevando-se a temperatura de 94°C, por 30 minutos.
ApOs essa etapa, realizou-se a centrifugagdo a 13000 rpm por 6 minutos, e, em seguida,
o sobrenadante (DNA) foi estocado a -20°C para posterior realizagdo de teste
molecular. As amostras purificadas foram quantificadas no espectrofotometro

NanoDrop (Themo Scientific®, modelo 2000c).
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C. Curva de Diluicao de DNA

Avaliou-se a sensibilidade de detec¢do de DNA de Leishmania (Viannia) sp. Foi
utilizado o DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis da cepa de referéncia (I0C-566-
MHOM/BR/75/M2903) diluidas em séries nas concentracdes de DNA: 10ng/uL,
Ing/uL, 10pg/uL, 1pg/uL, 100fg/uL, 10fg/uL e 1fg/uL).

D. Amplificacio do DNA gendomico humano pela Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR)

A amplificacdo por PCR foi realizada de acordo com as condi¢des descritas por De
Bruijn, Barcker (1992), tendo como alvo de deteccdo a regido variavel do minicirculo
do cinetoplasto (kDNA de Leishmania) do subgénero Viannia. A PCR foi constituida
de um mix de 23 pl de uma solucdo de Tris-HCl 10mM, pHS8,3: MgCl> 1,5 mM,
gelatina 0,01%; 0,2 mM de dNTP; 100pmoles de oligonucleotideo iniciador (De Bruijn;
Barker, 1992) e 0,5 de Tag DNA polimerase (De Bruijn, Barker, 1992; De Bruijn et al,
1993). A essa solucdo foram adicionados 2 pl de DNA de cada paciente. Um controle
negativo (sem DNA) foi utilizado a reacdo juntamente com o controle positivo (1ng/ pl)
de DNA gendmico de promastigotas de L. (V.) braziliensis, cepa de referéncia (I0C-L-
566-MHOM/BR/75/M2903). A PCR foi realizada em 35 ciclo (4°C, 1 min; 65°C, 1
min; 72°C, 1 min) seguido de uma desnatura¢do inicial de 5 minutos a 94°C. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados: LEIB1 (5°-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) E LEIB2 (5’-CTAATTGTGCACGGGGAGG-
3”) amplificaram todo o minicirculo do kDNA de L. (Viannia) spp., equivalente a 750
pares de bases (De Bruijn, Barker, 1992). Os produtos de PCR foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose a 1% com tampdo Tris - Acetato 40mM,
EDTA 1mM (TAE) corados pelo brometo de etideo a 10 pg/ml (Sambrook et al.,
1989). As bandas de DNA separadas foram visualizadas em um fotodocumentador para

gel de eletroforese (L-PIX TOUCH — LOCCUS)
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E. Amplificacdo do DNA gendmico de animais domésticos e Humanos por PCR

em tempo real (QPCR)

O DNA das amostras foi processado pela qPCR, tendo como alvo o kDNA do
subgénero (Viannia), amplificando um fragmento de 138 pares de base em
termociclador 7500/2011 Applied Biosystems®, através do Software 7500 version
2.0.5 (Applied Biosystems®). A reacdo teve um volume final de 25ul, contendo
12,5uL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems®), 1uL de cada
oligonucleotideo (kDNA 1f 5~ ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC-3’ e kDNAr1 5°-
GGGAGCGCGGCCCACTATATT’-3) na concentracdo de Spmol/uL, 10,5uL de H20O
Millig e 2uL. do DNA da amostra. As reagdes foram realizadas de acordo com as

condicdes descritas por Paiva-Cavalcanti et al., 2015.

F. Amplificacdo do DNA genémico de flebotomineos pela PCR em tempo real
(qPCR)

A detecgao do DNA das espécies de flebotomineos ocorreu através do método de PCR
em tempo real (qQPCR) tendo como alvo a regido do minicirculo do kDNA com
oligonucleotideos especifico para o subgénero Viannia (kDNA 1f 5’-
ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC-3’ e kDNArl 5’-
GGGAGCGCGGCCCACTATATT’-3), sendo o fragmento de 138pb para
amplificagdo de acordo com Albuquerque (2014).

6.4. Aspetos Eticos

A investigagdo realizada em seres humanos teve a aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisas Humana do IAM-FIOCRUZ-PE, sob o n.° 92/2015 (Anexo 1) e da Comissao
de Etica da Universidade Fernando Pessoa, sob o n.° SSD-18072016 (Anexo 2). Foram
respeitadas as regras de conduta expressas na Declaragdo de Helsinquia (World
Medical Association, 2013) e a legislacdio em vigor e garantida a protegdo e
confidencialidade das informagdes pessoais recolhidas. Aos participantes foi fornecida
informagdo sobre a natureza do estudo (forma de recrutamento dos participantes e

identificacdo dos objetivos e da equipa de investigacdo), procedimentos (métodos e
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duracdo da investigagdo), potenciais riscos e beneficios ou eventual desconforto.
Garantiu-se que a participagdo era voluntaria (sem nenhuma sangdo ou perda de
beneficio ou que podia ser interrompida a qualquer momento) e que era assegurada a
privacidade e a protecao da confidencialidade da informagdo. Cada participante teve a
oportunidade para colocar as questdes que entendeu e foram-lhes fornecidos todos os
esclarecimentos. O consentimento informado livre e esclarecido foi assinado pelos

participantes e por um investigador no inicio do estudo.

A pesquisa realizada em animais domésticos obteve a aprovagio do Comité de Etica no
Uso de Animais do Instituto Aggeu Magalhaes-FIOCRUZ-PE, parecer n°155/2017
(Anexo 3). Os seus proprietarios ou tutores assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido.

6.5. Analise Estatistica

Na analise estatistica foram calculadas frequéncias, testes de Kappa, de Qui-quadrado
de Pearson e de Yates e o teste Exato de Fisher no software estatistico SPSS 20.0. A
comparagdo de proporgdes foi calculada no MedCalc Sofiware Ltd. 2021. Foi
considerado um 0=5%. A associa¢do entre a exposi¢ao ¢ a doenca foi calculada através

da razao de positividade (RP) e respetivos intervalos de confianga (IC) a 95%.
O célculo em paralelo para analisar as amostras de leucocitos e plasma nos resultados

da qPCR foram realizadas de acordo com as defini¢gdes de Medronho et al. (2002) e

apresentadas como “sangue completo”.
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7. RESULTADOS

Casos humanos com suspeita de LT

Foram incluidos nesse estudo 168 casos humanos com suspeita de LT, provenientes de
24 das 38 localidades que constituem o municipio de Moreno-PE (Grafico 4), entre
2015 ¢ 2018.
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Grifico 4. Distribuicdo dos pacientes de acordo com a localidade, do municipio de

Moreno, de onde sdo provenientes.

Os casos, definidos com base nos critérios ja descritos, ocorreram entre os 5 e os 74
anos de idade (média de 37+18,1), a maioria era do sexo masculino (63,1%),

autodenominados “pardos” e com baixa escolaridade.
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Dos casos suspeitos, 112 (66,7%) foram confirmados como casos de LT, 48 (28,6%)
ndo apresentavam a doenga e para 8 (4,8%) ndo se obteve confirmacdo laboratorial
(Tabela 3). Todos os casos apresentavam lesdo ativa e eram provenientes de zona
endémica da doenca, 65 obtiveram resultado positivo em pelo menos um dos testes

parasitologicos e 89 obtiveram resultado positivo em pelo menos um dos testes

moleculares.

Tabela 3. Classificacdo clinica, epidemioldgica e laboratorial da amostra de casos
confirmados com LT.

Critérios Resultados Positivos
(m)
Lesao ativa + + + + + 160
Zona endémica + + + + + 160
Teste parasitologico + - NA + + 65
Teste molecular - + + NA + 89
Casosde LT 13 14 33 10 42 112

+: positivo; -: ndo detectado; NA: ndo avaliado.

As formas clinicas da doenga encontradas foram: a cutinea localizada (92,9%), a
recidiva cutis (3,6%), a disseminada (2,7%), e uma que evoluiu para cura espontanea
(0,8%). A maioria dos doentes apresentava uma unica lesdo (81,2%) e os restantes
mais de dez (multiplas), com didmetros entre 0,5x0,5cm a 9,0x7,5cm e periodos de
evolucdo entre 15 dias a 10 meses. Quanto a localizacdo da lesdo a maioria (75,9%)
ocorreu nos membros inferiores e superiores mas atingiram as diferentes regides do
organismo. Apos o diagndstico de LT, todos os pacientes receberam tratamento com

N-glutamine por via intramuscular ou endovenosa e ainda intralesionais.

Dois pacientes apresentaram ainda coinfec¢do (pioderma gangrenoso e psoriase) ou
outras doencas de diagndstico diferencial: vasculares, lcera de estases, tuberculose,

impetigo, micoses, eczema cronico e foliculite com sinais e sintomas similares a LT.
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Quando se comparou a positividade entre os diferentes exames laboratoriais nao se
encontraram diferencas significativas, nomeadamente na cultura in vivo e in vitro
(p=0,088) (Tabela 4). Verificou-se que o teste parasitologico que mais casos
confirmados identificou foi a pesquisa direta (25,6%), mas mesmo assim foi inferior

aos confirmados pela PCR (55,6%).

Relativamente a distribui¢do por sexo de acordo com o diagnodstico de LT ndo se
encontraram diferencas quanto ao RP. Apesar do risco de positividade acima dos 18
anos ser ligeiramente superior a classe de referéncia, ndo atingiu significado estatistico,
0 mesmo aconteceu nos autodenominados pardos. Ter o ensino fundamental completo
ou incompleto, em comparagdo com os analfabetos, diminui de forma significativa o
risco de positividade para a infeccdo por L. (V.) braziliensis (RP=0,75; [IC 95%: 0,58-
0,99]). O ter uma profissdo/ocupagdo parece associar-se com um aumento do risco de

positividade mas nao atingiu significado estatistico (tabela 5).

Tabela 4. — Resultados dos exames laboratoriais em amostras humanas

Resultado
Exames laboratoriais Positivo Nio N3do realizado ou
detectado contaminado
(n=168) n (%)
n (%) n (%)
Parasitologico
- Pesquisa direta (esfregaco em lamina) 43 (25,6) 42 (25,0) 83 (49,4)
- Cultura in vivo 20 (11,9) 23 (13,7) 125 (74,4)
- Cultura in vitro 14 (8,3) 5(3,0) 149 (88.,7)
Molecular
- PCR convencional 89 (55,6) 52(32,5) 19 (11,9)

Testes de comparagdo de exames: Pesquisa direta vs. Cultura in vivo p=0,804; Pesquisa direta

vs. Cultura in vitro p=0,116; Cultura in vivo vs. Cultura in vitro p=0,088.
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Tabela 5. Caracterizagdo da amostra de casos com suspeita de LT de acordo com o

diagnostico e respetivo risco de positividade e intervalo de confianca a 95%

Diagnostico de LT
Caracteristicas Positivo Nao Valor RP** Total
detectado  de p [IC: 95%] n (%)
n (%) n (%)
Sexo (n=160)
Masculino 69 (61,6) 29 (60,4) 00971 1,02[0,82-1,25] 98 (61,2)
Feminino 43 (38,4) 19 (39,6) 1,0 62 (38,8)
Faixa etaria (n=158)*
5a 18 anos 19 (17,0) 10 (21,8) 1,0 29 (18,4)
19 229 anos 24 (21,4) 7(152) 0,773 1,18 [0,85-1,64] 31 (19.,6)
30 a 49 anos 41 (36,6) 18 (39,1) 1,06 [0,78-1,45] 59 (37,3)
50274 anos 28 (25,0) 11(23,9) 1,10 [0,79-1,52] 39 (24,7)
Cor da pele (n=160)
Branca 16 (14,3)  8(16,7) 1,0 24 (15,0
Parda 84 (75,0) 33(68,8) 0,694 1,27[0,50-326] 117 (73,1)
Negra 12 (10,7) 7 (14,6) 0,86 [0,24-3,02] 19 (11,9)
Nivel de escolaridade (n=160)
Analfabeto 27 (24,1)  8(16,7) 1,0 35(21,9)
Ensino fundamental incompleto 39 (34 8) 28 (58,3) 0,021 0,75[0,58-0,99] 67 (41,9)
ou completo
Ensino medio incompleto ou 4647 1) 12 (25,0) 1,03 [0,82-1,29] 58 (36,2)
completo
Ocupacio (n=160)
Profissdes agricolas 34(30,3) 18(37,5) 1,08 [0,43-2,68] 52 (32.,5)
Outras profissdes (ambiente 57 (50,9) 18 (37,5) 0,293  1,81[0,75-4,39] 75 (46,9)
interior ou misto)
Sem profissdo (criangas e 21(18,8) 12 (25,0) 1,0 33 (20,6)

estudantes)

* ndo havia informacao para 2 individuos; ** RP — risco de positividade calculado como razio

de prevaléncia.

A tabela 6 apresenta os resultados da PCR em funcao do tipo de amostra. Verificou-se

que o teste molecular — PCR — realizado com base na swab da lesdo foi o que mais

casos identificou (59,2%), seguido do da biodpsia (55,8%) ¢ do do fluido salivar
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(54,7%). Encontrando-se diferencas estatisticamente significativas na comparagdo da

swab da lesdo com a do sangue (p=0,049).

Foi realizado o teste de Kappa para medir a concordancia do teste de PCR entre
amostras coletadas por fragmento de tecido (bidpsia) e swab da lesdo. O valor do

Kappa foi de 60,8% e p <0,001.

Tabela 6. Tipos de amostras biologicas em casos humanos com suspeita de LT e

resultados da PCR.

PCR convencional

Amostras biologicas Positivo n (%) Nao Detectado n (%)

Bidpsia (fragmento do tecido) 29 (55,8) 23 (44,2)
Swab da lesdo 58 (59,2) 40 (40,8)
Sangue periférico 17 (39,5) 26 (60,5)
Fluido salivar 29 (54,7) 24 (45,3)
Puncéo da lesao 25 (43,9) 32 (56,1)

Testes de comparacao de amostras: Biopsia vs. Swab p=0,819; Bidpsia vs. Sangue p=0,171;
Bidpsia vs. Saliva p=0,930; Biopsia vs. Puncdo p=0,294; Swab vs. Sangue p=0,049; Swab
vs. Saliva p=0,721; Swab vs. Puncdo p=0,343; Sangue vs. Saliva p=0,202; Sangue vs.
Pungdo p=0,819; Saliva vs. Pungao p=0,343.

Animais domésticos

Foram avaliados 272 animais domésticos domiciliados nos Engenhos Jardim (62,9%) e
Cumaru (37,1%) em Moreno, entre junho de 2017 e junho de 2018. Quanto a sua
espécie 212 eram Canis familiaris (caes), 33 Equus a. asinus (burros) ou Equus f.
caballus (cavalos), 21 Felis catus (gatos), 5 Capra a. hircus (cabras) e 1 Ovis aries

(ovelha). Todos esses animais eram de racas ¢ idades variadas, de ambos os sexos.

Do total de animais estudados 168 eram machos e 104 fémeas. A distribui¢do por sexo
de acordo com a espécie ¢ apresentada na tabela 7. A média de idades, no geral, era de

4+3,0 anos e a grande maioria apresentava porte médio ou grande (Tabela 8).
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Tabela 7. Distribuicao dos animais domésticos por sexo de acordo com a espécie.

Espécie Machos Fémeas Total
n (%) n (%) n (%)
Canis familiaris 131 (61,8) 81 (38,2) 212 (78,0)
Equus ballus /Equus asinus 23 (69,7) 10 (30,3) 33 (12,1)
Felis catus 12 (57,1) 9 (42,9) 21 (7,7)
Capra aegagrus hircus 1 (20,0) 4 (80,0) 5(1,8)
Ovis aries 1 (100) 0(0,0) 1(0,4)
Total 168 (61,8) 104 (38,2) 272 (100)

Tabela 8. Distribuicao dos animais domésticos por porte de acordo com a espécie.

Porte Pequeno Médio Grande
n (%) n (%) n (%)
Canis familiaris 57 (26,9) 149 (70,3) 6 (2,8)
Equus ballus /Equus asinus 0(0,0) 0(0,0) 33 (100)
Felis catus 20(95,2) 1(4,8) 0 (0,0)
Capra aegagrus hircus 0 (0,0) 5 (100) 0 (0,0)
Ovis aries 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (100)

A maioria dos animais domésticos apresentavam pelo de cor clara (54,4%) e na quase

totalidade de comprimento curto (93,4%). Relativamente a composi¢do corporal, de

acordo com os pardmetros utilizados na veterindria, 3,7% eram caquéticos e 12,5%

magros (Tabela 9).

Em termos clinicos 13,2% dos animais domésticos apresentavam lesao cutanea e 0,7%

tinham linfadenopatia. Quarenta e dois

virgula trés porcento apresentavam

ectoparasitas, 8,1% tinha dermatite, 2,2% seborreia, 9,6% alopécia e 2,2% onicogrifose

(Tabela 10).
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Tabela 9. Caracteristicas fisicas gerais dos animais domésticos.

Caracteristicas Frequéncia
n (%)
Cor do pelo do animal
Claro 148 (54.,4)
Escuro 110 (40,4)
Nao avaliado 14 (5,2)
Comprimento do pelo do animal
Curto 254 (93,4)
Longo 14 (5,1)
Nao avaliado 4(1,5)
Condicao corporal do animal
Caquético 10 (3,7)
Magro 34 (12,5)
Normal 221 (81,2)
Sobrepeso 3(1,1)
Nao avaliado 4(1,5)
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Tabela 10. Caracteristicas clinicas I dos animais domésticos.

Caracteristicas Frequéncia
n (%)

Presenca de lesido cutinea

Sim 36 (13,2)

Nao 235 (86,4)

Nao avaliado 1(0,4)
Presenca de linfadenopatia

Sim 2 (0,7)

Nao 266 (97,8)

Nao avaliado 4(1,5)
Presenca de ectoparasitas

Nenhum 157 (57,7)

Pulga 53 (19,5)

Carrapato 45 (16,5)

Ambos 17 (6,3)
Presenca de dermatite

Sim 22 (8,1)

Nao 249 (91,5)

Nao avaliado 1(0,4)
Presenca de seborreia

Sim 6(2,2)

Nao 263 (96,7)

Nao avaliado 3(L,1)
Presenca de alopécia

Sim 26 (9,6)

Nao 245 (90,0)

Nao avaliado 1(0,4)
Presenca de onicogrifose

Sim 6(2,2)

Nao 265 (97,4)

Nao avaliado 1(0,4)
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Relativamente a aspetos clinicos oftalmologicos verificou-se que 2,2% dos animais

domésticos apresentavam palidez da mucosa ocular, nenhum tinha conjuntivite, 4,8%

apresentavam secrecdo ocular e 0,4% queratite. (Tabela 11).

Tabela 11. Caracteristicas clinicas Il dos animais domésticos.

Caracteristicas

Frequéncia
n (%)
Cor da mucosa ocular
Normal/rosea 256 (94,1)
Pélida 6(2,2)
Nao avaliado 10 (3,7)
Presenca de conjuntivite
Nao 271 (99,6)
Nao avaliado 1(0,4)
Secrec¢do ocular
Presente 13 (4,8)
Ausente 258 (94.9)
Nao avaliado 1(0,4)
Presenca de queratite
Sim 1(0,4)
Nao 270 (99,2)
Nao avaliado 1(0,4)

Foi calculado o risco de os animais terem infec¢do por LT e as varidaveis associadas

através da razao de prevaléncia, demonstrados na tabela 12. As variaveis que ndo estao

na tabela ndo tiveram associa¢do com risco de ter LT.
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Tabela 12. Razao de prevaléncia relativa ao risco do animal ter infec¢ao por L. (V.)

braziliensis, medida pelo resultado da qPCR.

Valor de RP Intervalo de
p confianca de 95%
Condicao corporal (desnutrido) 0,014 1,95 1,14-3,32
Comprimento do pelo (curto) <0,001 2,36 1,96-2,83
Cor do pelo (claro) <0,001 2,26 1,85-2,77
Com alopecia <0,001 2,62 2,43-2,82
Com dermatite <0,001 2,42 2,20-2,80
Com seborreia <0,001 2,72 2,12-2,92
Membrana ocular palida <0,001 2,72 2,12-2,92
Com queratite <0,001 2,16 1,96-2,37
Com onicogrifose <0,001 2,13 1,84-2,47
Com secrec¢ao ocular <0,001 2,18 1,98-2,40
Com linfadenopatia 0,014 1,95 1,14-3,32

Entre os 272 animais domésticos foram coletadas 255 amostras de sangue e 192 swabs
da conjuntiva que foram submetidas ao teste molecular. A positividade do esfregaco da
lesdo cutanea em qPCR de animais domésticos ¢ descrita na tabela 13. Verificou-se

que 174 animais (64%) eram positivos para a Leishmania spp.

Dos 174 animais domésticos positivos para a Leishmania spp.., 52,6% eram
assintomaticos. Dos 36 animais com lesdo cutdnea suspeita (Figura 37) 3 cdes
apresentavam lesdo no focinho com destrui¢do da cartilagem e mucosa. Apds a
realizacdo do teste parasitologico (pesquisa direta) e qPCR verificou-se que 31 eram
positivos para a LT (1 gato, 1 ovelha e 29 cdes) e 5 animais apresentavam diagndstico

diferencial para esporotricose.
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Tabela 13. Resultados de qPCR para deteccdo de Leishmania spp em amostra de

sangue, de swab da conjuntiva ou swab da lesdo de animais domésticos.

Animal Amostra Resultado Nao detetado ~ Nao colhido Total
doméstico  bioldgica Positivo n
n (%) n (%) n (%) (valor p)*
Cao Sangue 141 (66,5) 63 (29,7) 8(3,8) 212
Swab 38 (17,9) 115 (54,3) 59 (27,8) (<0,001)
Cavalo Sangue 19 (57,6) 14 (42,4) 0 (0,0) 33
Burro Swab 5(15,1) 16 (48,5) 12 (36,4) (0,031)
Gato Sangue 11(52,4) 1(4,8) 9 (42,8) 21
Swab 5(23,8) 8 (38,1) 8 (38,1) (0,011)
Cabra Sangue 2 (40,0) 3 (60,0) 0 (0,0) 5
Swab 1 (20,0) 3 (60,0) 1 (20,0) (---)
Ovelha Sangue 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 1
Swab 0 (0,0) 1 (100,0) 0 (0,0) (---)
Total Sangue 174 (64,0) 81(29,8) 17 (6,2) 272
Swab 49 (18,0) 143 (52,6) 80 (29,4) (<0,001)

* Comparagao realizada entre “resultado positivo” e “ndo detectado”.

Figura 37. (A) Cdo com LTA mucocutidnea com destrui¢do do focinho; (B) Gato ¢ (C) Ovelha com
les@o de LTA na orelha. Fonte: Autor (2017).
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Na andlise paralela entre os resultados da qPCR e da existéncia, ou nao, de lesdo
cutanea verificou-se uma concordancia de 87,3% dos resultados negativos e de 12,6%

dos resultados positivos (Tabela 14).

A comparagdo de positividade entre as diferentes amostras bioldgicas coletadas nos
animais domésticos, por analise paralela, mostra uma maior positividade por swab da

lesdo cutanea (85,7%) e por andlise de sangue completo (73,3%) (Tabela 15).

Analisando a quantidade de DNA médio encontrado nos animais domésticos,
verificou-se que foi a amostra de plasma a que apresentou média absoluta mais elevada
(2.412,50_+5.878,49 fg de DNA), variando a concentracdo encontrada entre 0 e
27.888,44fg de DNA. Nos leucocitos, a média absoluta foi de 1.428,33+6.960,04fg de
DNA, variando de 0 a 76.101,92fg. J4 na swab da conjuntiva ocular, observaram-se os
numeros absolutos mais baixos, sendo a quantidade média detectada pela qPCR de

2,1349,85fg de DNA, variando de 0 a 127fg.

Tabela 14. Resultado do qPCR em fungdo da existéncia, ou ndo, de lesdo cutanea

compativel com LT.

Lesio cutanea

Sim Nao Total
qPCR (analise paralela)* n (%) n (%) n (%)
Positivo 24 (12,6) 167 (87,4) 191 (100)
Negativo 9 (12,7) 62 (87,3) 70 (100)
Total 33 (12,6) 229 (87,4) 262** (100)

* Analise paralela - todo o tipo de amostra bioldgica foi analisado em paralelo: quando
todos os resultados qPCR foram negativos, o resultado global "qPCR" foi negativo;
quando pelo menos um resultado qPCR, em qualquer amostra biologica foi positivo, o
resultado global "qPCR" foi positivo; ** em 10 animais ndo foi possivel obter resultados

de qPCR.
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Tabela 15. Comparacdo de positividade entre diferentes amostras biologicas de

animais domésticos.

valor  Positividade no qPCR

Tipo de amostra biolégica dep Sangue completo* (leucécitos+plasma)
73,3%

Sangue completo vs. swab da <0,001 Swab da conjuntiva

conjuntiva 25,8%

Sangue completo vs. swab da 0,464  Swab da lesdo cutanea

lesdo cutanea 85,7%

* Anadlise paralela - todo o tipo de amostra bioldgica foi analisado em paralelo: quando todos os
resultados qPCR foram negativos, o resultado global "qPCR" foi negativo; quando pelo menos um

resultado gPCR, em qualquer amostra biologica foi positivo, o resultado global "qPCR" foi positivo.

Flebotomineos

Nos Engenhos Jardim e Cumaru onde surgiram os casos humanos com suspeita de LT
foram capturados 239 espécimes de flebotomos, entre janeiro de 2017 e dezembro de
2018, que posteriormente foram identificados de acordo com a metodologia indicada.
Todos os exemplares eram Lutzomyia whitmani, com a excep¢ao de uma fémea que era

Lutzomyia evandroi (Tabela 16).

Tabela 16. Distribuicao das espécies de flebotomineos coletados com armadilha CDC
nos Engenhos Jardim e Cumaru no municipio do Moreno-PE, no periodo de 2017 a

2018.

Espécie Machos Fémeas Total
n n n

Lutzomyia whitmani 80 158 238

Lutzomyia evandroi 0 1 1

Durante o periodo de estudo verificou-se que a presenga do vetor ocorreu
particularmente em dois momentos: em agosto de 2017 e em julho de 2018 (Gréaficos 5
e 6). No primeiro momento, quando foram capturados 13 exemplares (12 machos e 1

fémea), a temperatura ambiente variou entre 20 e 28°C, a humidade relativa entre 51 e
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70,4% e a pluviometria foi de 123,2mm (com média anual: 1.619,8mm). No segundo
momento, quando foram capturados 226 exemplares (68 machos e 158 fémeas), a
temperatura ambiente variou entre 22 e 26°C, a humidade relativa entre 57 ¢ 79% e a

pluviometria foi de 4,0mm (com média anual: 1.331,4mm).

No peridomicilio a infestagao de flebotomineos era mais comum em galinheiros (92%)
do que nos estabulos mas, no geral, os abrigos dos animais domésticos eram proximos

das residéncias e tinham higiene precéria.
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Grafico 5. Variacdo de flebotomineos capturados e da pluviometria no

ano de 2017, em Moreno.
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Grafico 6. Variacdo de flebotomineos capturados e da pluviometria no

ano de 2018, em Moreno.
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Os flebotomos fémeas capturados foram submetidos a qPCR para verificacdo de
infec¢do pela L. (V.) braziliensis. Entre os classificados como alimentados (com sangue
no abdomen, n=27) foram positivos 59,3% (n=16) e entre as fémeas nio alimentadas
(sem sangue visivel no abdomen, n=132) 33,3% (n=44) foram positivas, o que
significa que tinham estado alimentadas ha mais tempo ¢ a qPCR teve capacidade de
detecdo. A média de DNA de L. (V.) braziliensis entre as fémeas nao alimentadas foi
de 2,79+11,63fg (variando de 0 a 119,669fg) e nas fémeas alimentadas foi de

10,07+28,28fg (variando de 0 a 146,109fg). Na totalidade das fémeas a taxa de
infeccdo foi de 37,7%.
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8. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o ciclo de transmissdo da LT em areas de colonizacdo antiga
de PE através dos dados clinicos-epidemiologicos da populacio humana, de
flebotomineos vetores, de espécies de Leishmanias e de animais domésticos. Segundo
os dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagao (Ministério da Saude,
2021), o Estado possui uma média de 381 casos de LT ao ano. Em 2015, o municipio
de Moreno, que apresenta em média 50 casos anuais, duplicou esse numero para 100

novos casos (dados ndo publicados).

Neste estudo, os participantes humanos eram majoritariamente do sexo masculino, em
idade economicamente ativa e autodenominados “pardos”, padrao das populagdes
vulneraveis a infec¢do por Leishmania spp (Pezente & Benedetti, 2019). A doenga
abrange diferentes idades, inclusive criancgas (Brandao-Filho et al., 2003; Silva, 2001;
Nasser et al., 2017; Rocha et al., 2015; Melo et al., 2020; Aratjo et al., 2020). Um
estudo anterior na mesma populagdo, encontrou uma positividade de 22,4% com teste
de Montenegro (Silva, 2001). Vinte anos depois, este estudo encontrou uma

positividade de 66,7% para infeccdo com LT.

A escolaridade foi considerada como um fator significativamente protetor para LT em
individuos com ensino fundamental completo ou incompleto em comparagdo com os
analfabetos. Outros estudos verificaram que a infeccdo por Leishmania spp.€
predominante em individuos com baixa escolaridade (Aragjo et al., 2020), de cor parda

e tendo como ocupagdo a agricultura (Maia et al., 2017), tal como no presente estudo.

Uma possivel explicagdo ¢ que a maioria dos agricultores do Brasil possui baixa
escolaridade e, pelas condigdes de trabalho, estdo expostos ao vetor infectado sem
qualquer prote¢do ou cuidado (Erazo et al., 2020; Silva Junior et al., 2020). Além da
limitacdo ao acesso a informag¢ao, uma vez que, na maioria das vezes tem pouco acesso

aos servigos de saude (Melo et al., 2020).

Relativamente a doenca, identificaram-se diversas formas clinicas da LT,
predominando a forma ulcerada, com excecdo da forma difusa, o que é corroborado por
outros estudos (Brito et al., 2012; Costa, 2009; Vasconcelos et al. 2018). No Brasil,

90% dos casos notificados apresentam a forma cutanea, a mucocutanea varia de 3 a 6%
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dos casos dependendo da regido (Lima, 2017; Vasconcelos, et al., 2018). As
manifestagdes clinicas desta doenca sdo varidveis e dependentes das espécies de
Leishmania e da resposta imunologica do hospedeiro (World Health Organization,
2010; Burza et al., 2018; Melo et al., 2020). Os tipos, nimeros ¢ diametros das lesdes
apresentados pelos pacientes em pauta foram avaliados, bem como o periodo de
evolucdo da doenca. Os pacientes apresentavam desde lesdo tnica a um nimero maior
do que 10 lesdes. Nesse estudo o quantitativo de lesdes apresentados foram na sua
maioria de lesdo unica. Achados confirmados por Melo et al. (2020), que encontraram
em 27,7% dos pacientes de PE, quando compararam aos pacientes do Amazonas em
seus estudos, lesdo Unica neles. Outro fato importante foram os aspectos clinicos da
forma das lesdes, que embora citados na literatura, sdo menos frequentes, a exemplo:
forma em placa, crostosa, nodular, eritematosa, verrucosa € mucocutanea. Sabe-se que
a apresentagdo clinica exibe polimorfismo e espectro de gravidade dos sinais e
sintomas também varidveis, que embora exista certa correspondéncia entre ambas, as
formas clinicas e as diferentes espécies de Leishamania envolvida na transmissao da

LT (Brasil, 2017; Melo et al., 2020).

Os pacientes das localidades em questdo apresentaram coinfeccdo (pioderma
gangrenoso e psoriases) ou outras doencas de diagndstico diferencial (vascular, ulcera
de estases, impetigo, eczema cronica e foliculite) com sinais e sintomas similares a LT.
Esse padrdo dificulta o diagndstico da LT (Brasil, 2017), dai a necessidade de testes

diagnosticos especificos e sensiveis para LT (Thakur et al., 2020).

Os resultados da pesquisa direta (esfregagos) identificaram mais casos positivos de LT
do que os isolados obtidos em cultura, embora sua sensibilidade seja de
aproximadamente 50% para L. braziliensis (Montenegro, 1926). Para um inquérito
populacional de larga escala, o recurso a isolados em cultura tém-se revelado
inadequados por exigirem uma infra-estrutura laboratorial especifica e técnicos
treinados. Os isolados obtidos de hamsters (Mesocricetus auratus) — cultura in vivo -
tiveram positividade maior do que os isolados da cultura in vitro, embora sem
significado estatistico, o que pode ser explicado pelo baixo numero de exames
realizados. Sabe-se ainda que, a eficiéncia desse método apresenta variacdo de acordo

com o agente etiologico (Inocéncio da Luz, et al., 2009).
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A espécie de Leishmania circulante na regido foi identificada em estudos anteriores
como L. (V.) braziliensis (Brito et al., 2009; 2012; 2018; Boit¢ et al., 2012; Cupollilo et
al., 1994) e comprovada com os testes de qPCR realizados, especificos para a espécie.
A L. (V.) braziliensis ¢ encontrada em todo o pais, contribuindo para o aumento da
doenga (Brasil, 2017) e em PE esta presente em diversas localidades do estado (Brito et

al., 2009; 2012; 2018; Brandao-Filho et al., 2003).

Os testes moleculares sdo utilizados em diversos tipos de amostras biologicas para
confirmagdo de infeccdo por Leishmania spp., apresentam alta sensibilidade e
especificidade, além de serem rapidos e eficazes (De Bruijn et al., 1992; Morais et al,
2013a; Rodrigues, et al., 2002). A PCR tem sensibilidade de detec¢do até 1 fentograma
(1055g) de moléculas de DNA de Leishmania, o que corresponde a 1/10 do parasita
(De Bruijn et al., 1992). Esse método foi padronizado em amostras de tecidos (métodos
invasivos) para identificacdo de espécies de Leishmania em casos subclinicos da
doenca ou de baixa carga parasitaria, acompanhamento do tratamento e distin¢do entre

infecgOes ativas e passadas (Rodrigues, et al., 2002).

A PCR tem poder estatistico para definir o diagnostico da LT em pacientes humanos
nos diversos tipos de amostras bioldgicas analisadas. Portanto, a combinagdo entre
procedimentos de coleta de amostras pouco ou nada invasivas, como o swab da lesdo, o
fluido salivar e sangue, ¢ o teste PCR para defini¢do diagnostica da LT é muito
importante (Corvalan et al., 2011; Melo et al, 2020). Sobretudo em relagdo aos testes
parasitoldgicos, com positividade mais baixa (Moreira et al., 2007; Shahbazi et al.,
2008) e necessidade de coletas invasivas (pun¢ao da lesdo e biopsia). A concordancia
na PCR entre as amostras de fragmento de tecido e swab da lesdo tiveram indice de
concordancia muito significativo, conforme indice de Kappa de Cohen (Landis & Koch
1977), o que demonstra a eficacia da técnica de coleta por swab em relagdo a biopsia
(Landis & Koch 1977). A divergéncia dos resultados pode ser atribuida a baixa
quantidade de parasitos (na lesdo ou no exsudato), uma vez que os parasitas nao se

encontram dispostos de forma uniforme na lesdo, podendo levar a um falso-negativo

(Shahbazi et al., 2008).

A amplificagdo do DNA de L. (V.) braziliensis por PCR, realizada a partir de amostras

de sangue de pacientes, revelou-se baixa em comparacdo as amostras de bidpsia de
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tecido, devido a escassez de parasitos circulantes nessa amostra biologica (Martins,
Alexandrino, Guimaraes, 2010). A presenca dos parasitos envolvidos na leishmaniose
visceral tem sido detectada em amostras de tecidos, sangue, urina, fezes e a partir de
amostras coletadas por swab de secrecdes orais e nasais (Strauss-Ayali et al., 2004), o

mesmo podera acontecer com a L. (V.) braziliensis.

Os animais domésticos que participaram do estudo apresentaram alto indice de
positividade para a LT através da qPCR, sobretudo nas amostras de sangue. O que
demonstra alta prevaléncia da infeccdo na regido, mesmo com alguns animais
assintomaticos. Pode-se observar que o cdo ¢ a espécie de animal doméstico com maior
percentual de positividade no sangue. Provavelmente o tipo de comportamento desses
animais que transitam por mais regides e diversas areas do peridomicilio contribua para
uma maior chance de serem picados pelas fémeas de flebotomineos. E importante
ressaltar que mais de 70% deles tinham o porte classificado como médio a grande.
Assim como os equideos, de grande porte, que também sdo parasitados por Leishmania
spp. Diversos estudos ja confirmaram a presenca da L. (V.) braziliensis nesses animais
domésticos que residem em areas endémicas (Vedovello-Filho et al., 2008; Soares et

al., 2013; Benassi et al., 2018; Vieira et al., 2020; Brandao-Filho, 2003).

Cinco animais que apresentaram lesdes semelhantes as dos animais acometidos por LT
foram positivos na qPCR exclusivamente para esporotricose, dermatose comum em
caes e gatos. Essa doenga causada por um fungo faz parte das doengas diferenciais, por
essa razdo necessita-se de métodos de diagnostico efetivos para uma abordagem
terapéutica (Gontijo, 2011). Um outro caso de relevancia no nosso estudo, foi o de uma
ovelha que apresentava lesdo similar a LT, que é um quadro sintomatico pouco comum,
e que por pesquisa direta se confirmou ser positiva para a LT. Um caso semelhante
ocorreu na Africa do Sul, onde uma ovelha apresentou uma lesdo que evoluiu para cura
espontanea (Van-Der-Lugt et al., 1992). De acordo com Dantas—Torres (2006), o
diagnostico de animais domésticos assintomaticos ¢ de consideravel importancia, pois

podem constituir reservatorios de Leishmania spp.

A maioria dos animais doméstico em estudo ndo apresentavam ectoparasitas € nao ha

comprovacdo de que pulgas ou carrapatos contribuam na transmissdo das Leishmania
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spp., entretanto, eles funcionam como sentinelas ou indicam a circulagdo do parasita

em areas de risco (Morais et al., 2013a; Morais et al., 2013b).

Nos resultados moleculares, 10 animais ndo tiveram nenhum resultado de qPCR, pois
eles ndo tiveram suas amostras biologicas coletadas por motivos diversos, por exemplo,
animal feroz que colocaria em risco a integridade dos profissionais que estavam

fazendo a coleta. Esses animais foram 6 gatos e 4 caes.

Quando a razdo de prevaléncia foi calculada em relagdo a positividade de todas as
amostras, calculadas em paralelo, pela qPCR sobre cada caracteristica clinica dos
animais domésticos foram significativas a presenga de seborreia e possuir membrana
ocular de cor palida. Estas caracteristicas apresentaram o maior risco de infec¢ao
positiva para LT, com quase 3 vezes mais risco do que a condi¢do normal de cada uma
delas. Outras caracteristicas, também significativas e que apresentaram maior risco de
ter a infec¢do por LT foram ter pelo claro e curto, provavelmente sdo caracteristicas
preferénciais para o flebotomineo. Outros fatores que aumentam o risco de o animal
estar infectado com a L. (V.) braziliensis sdo: ter alopecia, ter dermatite, apresentar
seborreia, apresentar mucosa ocular palida, ter queratite, apresentar onicogrifose e
secrecdo ocular e linfadenopatia. Esta ultima podera ser uma consequéncia € nao um

antecedente.

Sobre a comparagdo das proporcdes de amostras positivas nas diferentes amostras
clinicas em relacdo aos leucécitos, houve diferenca estatisticamente significativas entre
leucdcitos e plasma e leucocitos e swab de conjuntiva ocular. Em relagdo as amostras
de leucocitos, a positividade no plasma ¢ maior, ja a positividade de swab de
conjuntiva ocular ¢ menor. Nas amostras de swab da lesdo ndo se pode concluir que ha
diferenca na positividade, provavelmente porque o total desse tipo de amostra ¢ muito
pequeno (n=7). Sabe-se que os parasitas sdo encontrados no interior das células
polimorfonucleadas (Rey, 2010; Benassi, 2015; Morais, 2015), portanto, seria mais
coerente que a positividade para LT fosse maior em amostras de leucécitos do que no
plasma. Entretanto, como a maioria das amostras encontrava-se hemolisada (devido a
logistica de coleta em ambientes com pouca infraestrutura de transporte e
armazenamento, na zona rural), possivelmente o DNA do parasita que se encontrava no

interior dessas células tenha sido liberado para o plasma. Por outro lado, como a qPCR
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¢ uma técnica bastante sensivel (Morais et al., 2013a; Diotallevi et al. 2020; Filgueira
et al., 2020), qualquer escape de fragmentos de DNA da L. (V.) braziliensis pode ser
detectado também no plasma. Sobre as amostras de swab da conjuntiva ter positividade
menor que os leucocitos, pode indicar que esse ndo ¢ um local de migracdo costumeira
do parasita (Rey, 2010; Benassi, 2015; Morais, 2015), porém, ¢ uma amostra de facil

coleta, pouco invasiva e com algum grau de positividade.

Através da detecgdo de DNA pela qPCR, a amostra de plasma foi a que apresentou
maior média absoluta de quantidade de DNA entre as outras amostras bioldgicas
estudadas (leucocitos e swab da conjuntiva ocular). Acredita-se que, da mesma forma
que anteriormente explicado, as amostras hemolisadas do sangue devem ter facilitado a
circulagdo do DNA, ou fragmentos dele, de forma extracelular. Contudo, pode-se
concluir que a amostra de sangue total periférico ¢ mais indicada para confirmar a
infec¢do de LT nos animais domésticos do que o swab da conjuntiva ocular. Entretanto,
apesar de o swab de conjuntiva ocular ter apresentado menores concentragdes de DNA
do que nas amostras sanguineas, essa amostra biologica associada a coleta de sangue
total periférico acrescentou 1,5% de positividade aos exames moleculares. Entdo, para
a confirmacao de infec¢do por LT, a associagdo de duas ou mais amostras bioldgicas
comprova-se ser mais eficaz (Rebollo et al., 2006). Isso significa que, se somente o
sangue tivesse sido coletado e processado pela qPCR, quatro animais, de domicilios
diferentes, seriam considerados sem infeccdo. Todos esses animais sdo cdes com
quantidades de DNA de L. (V.) braziliensis detectado na amostra de swab da
conjuntiva, na qPCR, variando de 1.27fg a 2.62fg. Portanto, mesmo que o acréscimo
tenha sido baixo (menos de 2%), o swab de conjuntiva ocular ¢ uma amostra de coleta
facil, pouco invasiva e que, associado a outras amostras do mesmo animal, aumentam a

sensibilidade geral do teste diagnostico (Rebollo et al., 2006).

Quando comparamos a amostra de sangue completo (calculado em paralelo entre
leucdcitos e plasma) (Medronho, 2002), essa também apresentou positividade maior do
que a amostra de swab de conjuntiva ocular. Isso deve-se, provavelmente pelas
mesmas razdes expostas anteriormente em relagao ao plasma e leucécitos em separado

(Rey, 2010; Benassi, 2015; Morais, 2015).
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Em relagdo aos vetores - flebotomineos - transmissores das leishmanioses, as espécies
de maior circulagao nas Américas e no Brasil sdo Lutzomyia whitmani, L. interméida, L.
umbratilis, L. wellcomei, L. flaviscutellata e L. migonei (Forattini, 1973). Michalski et
al. (2002) relataram a importancia da taxa de flebotomineos infectados em dareas
endémicas e a identificacdo da Leishmania presente em determinadas espécies de

flebotomineos, em estudos epidemiologicos.

Nesse estudo houve predominancia da L. whitmani como principal vetor circulante na
Regido Metropolitana do Recife e possivel transmissor da LT. O agente etiologico da
LT, transmitido por esse vetor, causa as formas clinicas cutanea e mucocutanea, sendo
essa ultima, a mais desfigurante (Nasser et al., 2017). A referida espécie de Leishmania
¢ encontrada em todos os Estados do pais e em todos os municipios de PE,
principalmente na Zona da Mata Sul (Lima et al. 2019; Brito et al., 2012; Dantas-
Torres et al., 2010; Reis et al. 2008; Brandao et al., 2003). A maioria dos
flebotomineos ¢ encontrada nos galinheiros e estadbulos do peridomicilio, cujas
condi¢des sanitarias sdo precarias. Os locais apresentam frequente presenga de fezes de
animais e entulhos e com pouca ou nenhuma limpeza no ambiente (Sales et al., 2015).
A positividade dos flebotomos capturados a L. (V.) braziliensis na qPCR na regido
endémica foi similar a de outro estudo (47,2%). Entre os fleb6tomos com sangue
(alimentados) a positividade foi de 59,3% e nos sem sangue visivel (ndo-alimentados)

foi de 33,3%, corroborando com os achados desse estudo (Rossi et al., 2008).

No ciclo sazonal observado nesta investigagdo, a populagdo de flebotomineos foi
escassa, no entanto, os casos de LT em humanos e animais domésticos continuaram
surgindo. Nasser e colaboradores (2017) constataram que a LT se encontra
disseminada em varias regides do Brasil, em 4&reas ambientais alteradas pelo
desmatamento e pelas queimadas. Esses fatores causam alteragdo dos habitos
alimentares de espécies silvestres de flebotomineos e sua adaptagdo ao ambiente
antropico, modificando o meio ambiente e contribuindo para o surgimento de doengas.
As alteragoes climaticas também interferem na fauna flebotominica a nivel da
reproducdo, abundincia e comportamento alimentar, modificando a frequéncia da

realizacdo do repasto sanguineo (Kovast et al., 2001; Silva et al., 2018).
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De acordo com Brito et al. (2008), a vegetagdo nativa da lugar a expansdo da
agricultura e da constru¢do de moradias proximas as matas, facilita a presenca do ser
humano nas matas e a circulacdo de animais silvestres e sinantropicos proximos as
moradias, favorecendo a adaptacio de espécies de flebotomineos ao ambiente alterado,
aumentando a transmissibilidade e a expansdo do ciclo zoonotico da LT e promovendo
o contacto entre espécies silvestres de animais e flebotomineos infectados com

Leishmania spp e os humanos (Silva et al., 2018; Tolezano et al, 2001).

A gPCR utilizada para confirmar a infec¢do de flebotomineos por L. (V.) braziliensis,
assim como a confirmagdo de infectividade das amostras bioldgicas dos animais
domésticos, permite a quantificacdo do DNA na reagdo com sensibilidade analitica
bastante elevada (Adams et al., 2014). Esse teste detecta pequenas quantidades de
DNA do patogeno, igual a 3% do DNA gendémico dele, equivalente a 2fg do DNA da
Leishmania spp. (Galletti et al., 2011; Faria et al., 2012). A alta sensibilidade analitica
na deteccdo de infeccdo em flebotomineos sdo indicios de grande relevancia para a
realizacdo de estudos epidemiologicos da LT. A qPCR ¢é uma importante ferramenta
molecular para identificar e caracterizar o tipo de Leishmania albergada no sistema

digestorio dos insetos vetores da doenca (Paiva-Cavalcanti et al., 2013; Brighente et al.,

2017).

Segundo Loiola et al, (2007), a espécie L. whitmani é de grande importancia na
transmissdo da LT em varias regides do Brasil e diversas espécies de flebotomineos sdao
incriminadas como vetores da leishmaniose por associa¢ao a sua dominancia nas areas
endémicas para a doenca. Nossos resultados mostraram positividade para L. (V.)
braziliensis em exemplares de L. whitmani, o que sugere incriminagdo dessa espécie

como possivel vetor da LT nas areas endémicas do municipio de Moreno-PE.

Um inquérito entomolédgico, em 2001, capturou 444 exemplares de L. whitmanni nesse
mesmo municipio, apresentando maior predomindncia da espécie em 11 Engenhos,
inclusive no Engenho Jardim com: 33 espécimes capturadas no intra ¢ 99 no
peridomicilio (dados ndo publicados). Entre 2011 e 2012 um estudo confirmou a
presenca da espécie no intra e peridomicilio nos engenhos Jardim, Pinto e Furnas.

Foram capturados 3.071 exemplares: 2.919 L. whitmanni, 122 L. evandroi e 30 L. choti.
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Constatou-se que a espécie L. whitmanni predominava nas regides estudadas. Das 37
espécies de flebotomineos identificadas em PE, L. whitmani foi encontrada em alta
frequéncia no intra e no peridomicilio de regides endémicas (Guimaraes et al., 2012;

Dantas-Torres et al., 2010; Brandao-Filho et al., 1999; Andrade et al., 2005).

Diante do contexto apresentado, os resultados obtidos no estudo demonstram que a
epidemiologia da LT associada a L. (V.) braziliensis vem assumindo caracteristicas
distintas no decorrer do tempo nos diferentes biomas no pais € em nossa regido. Sao
necessarios mais estudos com maiores tamanhos amostrais especialmente em animais
domésticos, para melhor conhecer o seu papel no ciclo de transmissao da doenga e
melhor contribuir para o combate da LT em areas endémicas. Com isso fica evidente a
necessidade, no ambito da Atencdo a Saude, agdes que visam o esclarecimento da

populacdo da area rural, da zona metropolitana do Recife sobre o ciclo de transmissao
da LT.
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9. CONCLUSAO

1. A leishmaniose tegumentar encontra-se distribuida em todos os Engenhos e area
urbana do municipio Moreno-PE, apresentando o maior nimero de casos, nos
individuos com baixo grau de escolaridade, do sexo masculino, profissionalmente
ativos, portanto, se faz necessarios agdes que permitam a redugdo da ocorréncia da

doenga no municipio;

2. A Leishmania (Viannia) braziliensis ¢ a espécie causadora da LT na area de estudo;
3. Lutzomyia whitmani € a espécie com maior numero de espécimes nas areas de estudo;
4. Nesta investigacdo foi observada baixa densidade populacional de flebotomineos,
coincidindo com fortes pressdes antropicas (uso defensivos agricolas, queimadas e
desmatamentos), sugerindo que ha necessidade de maiores estudos para se tentar

estabelecer possiveis relagdes causais entre tais eventos;

5. A prevaléncia da Leishmaniose (Viannia) braziliensis em caes residentes na area de

estudo ¢ de extrema importancia para estudos futuro;
6. A positividade das amostras por qPCR, dos animais domésticos (canideos,

equinos, felinos, caprinos e ovideos) sdo indicios da participagcdo desses animais

na manuten¢ao do ciclo de transmissdo da LT no municipio do Moreno.
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Anexo 2. Materiais didaticos.

FERIDA BRABA

Cordel personalizado:

https://www.youtube.com/watch?v=FqZM-OFqWnA

Cordel escrito

https://drive.google.com/file/d/1SWFZ-xG1GzJyoLWEPGOQO5AYbFsMqi-
Ve/view?usp=sharing

Video animado

https://www.youtube.com/watch?v=wAElltpgOvc&t=3s

Cartilha

https://drive.google.com/file/d/1elx34qgWiKNJxZSipt JpeLvIMVH00n-
7/view?usp=sharing
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Anexo 3 - Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisas Humana do IAM-

FIOCRUZ- PE, sob 0o n.° 92/2015

Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/FIDCRUZ

=
(.J Av, Merass Rage, 3'n, Campos da UFFE - Cedada Univarsitisia,
. CEP.S06T0-420 — Rasife’ Pornaznbuce, Brasil
AGGEL

FIOCRUZ scauiivs

AUTORIZACAO

O Servico de Referéncia em Leishmaniose do Instituto Aggeu Magalhaes
(IAM

/FIOCRUZ), autoriza a utilizagdo de amostras bioldgicas humanas para realizagao
do projeto de doutoramento do aluno Claudio Julio da Silva intitulado “Eco-
Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana em Areas de colonizagio
Antiga na Regido Metropolitana do Recife-PE, Brasil”. O aluno vem cursando o
doutoramento em Ecologia e Saiide Ambiental pela Universidade Fernando

Pessoa (UFP), Porto, Portugal em parceria com IAM/FIOCRUZ.

Pesquisadora/ Coordenadora

Servigo de Referéncia em Leishmanioses-IAM-
Flocruz-PE
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Anexo 4 - Aprovagio e da Comissio de Etica da Universidade Fernando Pessoa,

sob 0 n.° SSD-18072016

Universidade Femando Pessoa

wwa-ufp pt

Exmo. Senhar
Prof, Doutor Alvaro Monteiro
Diretor da FCT

Porto, 18 de Julho de 2016

Exmo. Senhar Prof. Doutor,

A Comissao de Etica, depois de apreciado o projeto do 3¢ Ciclo em Ecologia & Salide Ambiental, de
Claudio Jilio da Silva, intitulado “Eco-epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana em Areas
de colonizagdo Antiga na Regido Metropolitana do Recife, Pernambuco-Brasil, considera nada haver a
opor & realizagao do estudo, desde que a entidade congénere no Brasil autorize a realizagéo do mesmo,
devendo apenas ser clarificada a idade dos participantes.

N&o & necessaria a ressubmissao do projeto uma vez que sejam cumpridos estes requisitos.

Com os melhores cumprimentos.

A Presidente da
Comisso de Etica

old,

Teresa Martinhujl’oldy
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Anexo 5 - Aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto
Aggeu Magalhdes-FIOCRUZ-PE, parecer n.°155/2017

W e by
LUTiE T ]
i

el P S e e mgd 1 omem

COMSSAD OE ETICA NO UBD DE ANIMAIS

Coriificads de Apravsaks

Corideaimndg gue 0 propis mifulade “Ecpapidemiclegis da Letshmankass
Teglemantar Amaricana em Aress do colonizacss Anliga na Regils
Metropoltans do RecHs - PE, Bresil.”™ pectocsiade a0 £ 1152017 poks (@)
pesgizaador (o) Mara Fdileuzs Felinto de Britn exid de seodo com @ Lis
11 Torond a fol aprovada pals COMIESAD DE ETRA ND LSO DE ANSLATS
o0 ewihas de Pesqesia Agpeu Magaihdes [ Fondacdo Osealso Cnr
{CELA MM oim muwan ZTORI0IT. WA piesenile versdic esie projin 2sis
Boarcwos & e veicpda b 03 oe gutine de 2007 oomo e bealeads de
Ilﬂ:sl:ﬁl'll clemifica. O cles 980 #dvndos e domcrlios bcalizados ng Extadp

i Pemmenteics & s hamsies e300 sivndes do B de sregln 9o Rsthin
o Pasguses Aggeu  MagabbesFeoneFE  F o responastdidsde oo
SRprianadar 9o gropeid sobfscar & CELUA do quaisquor aflerardes om miacsn
20 projesn: T COONOenanr CORCONED U NENS TS Saigss mudsnce serin
nplestigiindes arim de sarem aprosaces paln CEUASRM,

Suenlliative e Amimas Aprovadans
T EspitieilinhagemfMiaga | W' de Anknoa/Pescidadafens
Clod come tamflanei(fd) 300 jAmoana 0w conveniene
ke hos & T,
“Harrastar | Mesoonicstus Aurahinl Sind | 120 {AE 200 o el de 4 Semanas/ |
ou Geigan rachs & fEmaaa)
Yol | BTN |

(Tetile (PE, Brasil), 0¥ de mushin de 3517

Fin ey s dfyemry Sy e e L - S £ 00PE
Wi MU L BRATEa
Vo [ | 1 THT-EF501C-I0E0 Pas 6] 325100
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