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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca endémica em paises tropicais e
subtropicais (MS/SVS/DVE, 2006), sendo causada por protozodarios do género
Leishmania spp. Nas Américas, Leishmania infantum €é o principal agente
etiolégico (MS/SVS/DVE, 2006), transmitido por meio da picada de flebotomineos
infectados, com destaque para Lutzomyia longipalpis. Esta antropozoonose, foi
considerada inicialmente como de transmissao silvestre, ocorrendo principalmente
em ambientes rurais, atualmente expandiu-se para areas periurbanas e urbanas,
possivelmente devido a urbanizacdo sem planejamento em areas de mata,
associada a falta de saneamento béasico que fornece condi¢cdes para
sobrevivéncia do flebotomineo (COSTA, 2011). Assim, a leishmaniose tem sido
reconhecida como um problema de saude publica e encontra-se em franca
expansao geografica, além de ser considerada uma enfermidade negligenciada.

Segundo dados da nota informativa do Centro Estadual em Vigilancia da
Saude do Rio Grande do Sul (CEVS/RS), publicada em 2017, até o ano de 2008,
as areas de transmissao de LV nao incluiam a regido sul. Em janeiro de 2009, a
Secretaria Estadual da Saude - SES/RS notificou o primeiro caso autoctone
confirmado de leishmaniose visceral humana (LVH) no municipio de Séo Borja. O
municipio de Uruguaiana confirmou o primeiro caso humano em 2011, e Itaqui em
2012. No ano de 2016, o municipio de Porto Alegre registrou o primeiro caso de
LVH, totalizando, até o momento, cinco casos, com 4 6bitos. Em 2017, confirmou-
se o primeiro caso de LVH em Viamé&o, evoluindo para cura.

No RS, no periodo de 2008 a 2017 foram confirmados 23 casos de LVH, e
outros dois casos aléctones foram registrados no municipio de Esteio em 2008 e
em Nova Petropolis em 2010 (CEVS/RS). A partir do ano de 2017, ocorreram 0S
primeiros casos autdctones da doenca em cdes, em humanos e 0 primeiro
registro do vetor no estado, passando o Rio Grande do Sul a ser considerado
como &rea de transmissao (CEVS/RS). No Rio Grande do Sul, os municipios
onde foram relatados casos de transmissdao em canideos foram Barra do Quarai,
Uruguaiana, Itaqui, S&o Borja, Porto Xavier, Santa Cruz do Sul, Porto Alegre e
Viamao (CEVS/RS).

O cao é um importante elo na transmissao da doenca, devido a atuar como
reservatorio. Assim, o vetor se contamina com o protozoario ao se alimentar do
sangue do aanimal, e depois ao picar uma pessoa ou outro cao, transmite o
parasito (FERREIRA, 2017). Geralmente, 0s casos caninos precedem 0sS casos
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humanos, porque os caes apresentam uma maior quantidade de parasitos no
tegumento comparado ao homem, o que favorece a infestacédo por vetores.

Assim, os objetivos do presente projeto incluem investigar a presenca de
caes soropositivos e estabelecer a presenca de infeccdo autoctone por
Leishmania infantum no municipio de Pelotas, bem como avaliar o conhecimento
da populacéo atendida, Veterinarios e estudandes de veterinaria sobre a doenca
e verificar a susceptibilidade de Leishmania spp. a extratos vegetais e
associacOes, justificado por existirem poucas drogas disponiveis para o
tratamento humano e veterinério para a doenca.

2. METODOLOGIA

Inicialmente, as amostras de sangue serdo provenientes de animais que
sdo atendidos pelo setor de clinicas do Ambulatério Veterinario e HCV da
Universidade Federal de Pelotas.

Todas as amostras de sangue serdo processadas no Laboratério de
Patologia Clinica da FaVet - UFPel, pela técnica de centrifugacéo para separacéo
do soro, sendo centrifugadas a 4.000 rpm e o soro armazenado -4°C. Apds, sera
feita a analise pelo exame sorologico Dual-Path Platform (DPP®) validado pelo
Ministério da Saude (FIGUEIREDO et al., 2018) para inquéritos
soroepidemiologicos por ter alta sensibilidade e especificidade. Trata-se de um
teste cromatografico para detectar anticorpos anti-leishmania nos soros dos
animais através de um antigeno quimera do parasito rK28, teste rapido DPP®
cedido pela Fiocruz.

Considerando uma sensibilidade de 89% e especificidade de 70% do
DPP®, com uma prevaléncia de 2% e uma chance de erros tipo | e Il <0,05,
estabeleceu-se niumero amostral minimo de 400 soros (SERGEANT, 2019).

Caso durante o estudo forem detactados soros positivos, o que € indicativo
de presenca de infec¢do por Leishmania infantum, serd imediatamente notificado
aos 0Orgdos responsaveis (Secretaria Municipal de Saude), realizada bidpsia de
orgdos como pele, linfonodos e baco para realizacdo da contra-prova que
consiste nos testes sorolégico (ELISA) e/ou exame molecular através da Reacao
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) para confirmacdo de
diagndstico e mensuracdo da carga parasitaria. As coletas serdo realizadas pela
Equipe de Referéncia em Leishmaniose da Regido Sul (Fiocruz-PR).

Para realizar a avaliagdo do conhecimento sobre a leishmaniose de
graduandos do curso de medicina veterinaria e veterinarios da regido de Pelotas,
serd confeccionado um questionario epidemiolégico que contera perguntas
referentes a enfermidade. Esse questionario podera ser entregue aos graduandos
na forma impressa ou virtual (formularios Google), sendo necessario caracterizar
0 semestre atual do aluno participante, para que seja possivel saber se o
conhecimento acerca da doenca € maior, menor ou igual dependendo do
semestre que o aluno estiver cursando. Além disso, sera necessario que 0
participante se identifique e autorize a utilizacdo das suas respostas de forma
anoénima.

Para a avaliacdo do conhecimento sobre a leishmaniose com os tutores
atendidos no HCV-FV-UFPel, sera confeccionado um questionario epidemiologico
gue conterd perguntas referentes a enfermidade quanto ao conhecimento da
existéncia, entendimento de formas de transmiss@o e conceitos como zoonose.
Os resultados dos questionarios epidemioldgicos serdo analisados pelo teste do
Qui-quadrado, sendo utilizado o software Statistix 9.0 em ambos os casos.
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Os extratos testados frente a isolados do protozoario serdo preparados
com folhas secas das plantas adquiridas de distribuidor comercial com laudo de
certificagdo botanica e encaminhados para o Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), para
a preparacao dos extratos aquosos, etandlico e 6leo essencial de acordo com as
normas da Farmacopéia Brasileira IV (Farmacopéia Brasileira IV, 1988).

O material vegetal serd submetido a extracdo com arraste de vapor em
Clevenger, para obtencdo do Oleo essencial (Farmacopéia Brasileira IV, 1988),
gue posteriormente, sera seco com sulfato de sédio anidro, armazenado em
frasco ambar e mantido sob refrigeracéo, até a utilizacdo nos testes.

Para a preparagdo do extrato etanodlico, serd realizado o meétodo de
maceracdo. Assim, os frutos triturados serdo misturados com 250 mL de etanol
(solvente), sendo homogeneizados diariamente por sete dias. Apos, 0 extrato sera
filtrado com papel filtro estéril e, em seguida, sera adicionado 250 mL de etanol no
extrato obtido. Depois de repetir esse processo trés vezes, 0 solvente sera
evaporado em rotaevaporador.

Ao término dos processos, todos os extratos (6leos essenciais, aquosos e
etandlico) serdo armazenados em frascos protegidos da luz, sendo o dleo
mantido em freezer, enquanto os extratos aquosos e etandlico serdo congelados
em ultrafreezer a -70°C para realizacéo de liofilizacdo dos mesmos e mantidos em
freezer até serem utilizados nos testes.

Os compostos bioativos dos 6leos essenciais serdo identificados por
cromatografia a gas acoplada a detector de massas (GC/MS-QP 2010SE-
Shimadzu, Japéo), equipado com auto injetor AOC-20i. As quantificagdes serdo
feitas por area normatizada e as identificacbes dos compostos pelo espectrometro
de massas, utilizando a biblioteca NIST 8 do GC/MS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante da importancia de se manter uma vigilancia nos animais de regides
peri-endémicas e devido a leishmaniose se caracterizar como uma zoonose de
impacto na saude publica, sendo caracterizada como uma enfermidade
negligenciada, estudos relacionados a esta parasitose sao de grande relevancia.
A realizacdo de inquéritos soroldgicos caninos (amostrais ou censitarios), além de
sua funcdo de controle do reservatorio canino em extensas areas, tem papel
fundamental na deteccdo de focos silenciosos da doenca e na delimitacdo de
regidbes ou setores de maior prevaléncia, onde a execucdo das medidas de
controle se faz necessaria (JULIAO et al., 2007).

Em 2011, foi realizado por Hirschmann e colaboradores, um levantamento
da presenca de cdes soropositivos em area indene do RS, especificamente até os
municipios da fronteira oeste do estado. Nessa pesquisa, foi possivel identificar a
presenca de cdes soropositivos em Rio Grande, cidade limitrofe de Pelotas,
servindo de alerta e incentivo para a realizacao de pesquisas sorolégicas em caes
desta regido, uma vez que mudancas climaticas tem contribuido para o aumento
da dispersédo dos vetores e, consequentemente a ocorréncia de casos autoctones,
ja sendo identificada inclusive a doenga em humanos.

Diversas doencas originadas por protozoarios tém sido estudadas em
busca de alternativas terapéuticas, sendo que observa-se a participacdo de
plantas para busca de novos tratamentos, incluindo testes contra diferentes
espécies de Leishmania spp. (VILA-NOVA et al., 2011).
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Atualmente, o tratamento e controle da leishmaniose em humanos e cées,
a qual temos disponiveis, vém mostrando-se aquém das expectativas, 0 que vém
gerando grande interesse no ramo cientifico na busca de alternativas viaveis no
combate da enfermidade ou interferéncia no ciclo do agente. Como outras
enfermidades negligenciadas, recursos escassos estdo disponiveis para combater
esta doenca, bem como o numero e a eficacia de farmacos atualmente utilizados
para o seu tratamento séo limitados (CROFT, SEIFERT & YARDLEY, 2006).

A Miltefosina, inicialmente desenvolvida como uma droga para ser usada
no tratamento do cancer, € o ultimo farmaco leishmanicida a entrar no mercado e,
a primeira que permite um tratamento oral de leishmaniose visceral em caes,
porém cepas resistentes de Leishmania infantum ja foram isoladas, além de
grande preocupacdo sobre seu potencial teratogénico e o tempo de meia-vida da
droga, que pode estimular o surgimento de resisténcia (BRYCESON, 2001).

4. CONCLUSOES

As hipoteses do trabalho incluem a confirmagdo de caso autdctone de
leishmaniose em cdes de Pelotas e regido, assim como constatar através dos
guestionarios que o conhecimento dos veterinaros, estudantes de veterinaria e
populacdo acerca da doenca € escasso até o momento e, que ha eficacia de
extratos vegetais anti -leishmania com baixa toxicidade.
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