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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca cronica potencialmente fatal quando nédo
tratada. No Brasil, € causada pelo protozoario Leishmania infantum é transmitida
principalmente pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis, tendo o cdo como principal
reservatorio urbano. O controle desta afec¢do tem consistido em um desafio para a
Saude Publica, e como proposta de medida de controle da LV canina tem-se a utilizacdo
de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cées. Assim, a pesquisa tem como
objetivo avaliar a efetividade dessas coleiras sobre a prevaléncia da LV canina e taxa de
infeccdo de flebotomineos para L. infantum em areas endémicas para LV. A pesquisa
foi realizada em duas areas equidistantes do municipio de Mossor6/RN com
caracteristicas ambientais semelhantes. Em ambas as areas foram realizados dois
inquéritos soroldgicos caninos semestrais e a pesquisa de flebotomineos. Na Area
Controle (AC) foram realizados os procedimentos anteriormente citados e na Area
Encoleiramento (AE) foram também realizados dois encoleiramentos caninos com
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% que ocorreram a cada seis meses. Para
diagnostico da LV canina foram realizados o teste rapido DPP e ELISA. A analise da
prevaléncia da LV canina foi realizada através do teste de Qui-quadrado e da taxa de
incidéncia através do Odds ratio. A pesquisa de flebotomineos teve duracdo de um ano
em trés residéncias de cada uma das areas. Os insetos foram coletados mensalmente
utilizando armadilhas luminosas tipo CDC e separados por espécie, sexo, primeiro ou
segundo inquérito e area da pesquisa. Foi realizada a identificacdo morfoldgica dos
flebotomineos e as fémeas foram submetidas a técnica de PCR em tempo real para a
deteccdo de DNA de L. infantum. Com relagdo as taxas de prevaléncia e incidéncia da
LV canina, avaliando-se as areas isoladamente, pode-se observar que o uso das coleiras
foi capaz de reduzir a prevaléncia da doenca na AE e reduzir em 53 a 59% o risco de
adoecimento. Quanto aos flebotomineos, foram coletadas as espécies L. longipalpis,
Lutzomyia evandroi, Lutzomyia cortelezzii e Lutzomyia migonei, sendo que 81,8%
destes insetos eram L. longipalpis. Foram obtidos pools positivos de L. longipalpis da
AE somente durante o primeiro inquérito ao passo que na AC pdde-se observar a
presenca do DNA do parasita no vetor em ambos os inquéritos. Com base nos
resultados, pode-se afirmar que a utilizagédo de coleiras impregnadas com deltametrina a
4% reduziu a prevaléncia da LV canina, e permite reduzir em pelo menos 53% o risco
de adoecimento. Também é possivel sugerir que o uso continuo destas coleiras pode ter
0 potencial de reduzir a taxa de flebotomineos infectados. Dessa forma, coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% podem ser indicadas como medida de controle para
a LV canina, aliada as demais medidas atualmente preconizadas.

Palavras-chave: Leishmania infantum, reservatério de doencas, zoonoses, prevencao &
controle, inseticidas.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a potentially fatal chronic disease when left untreated. In
Brazil, is caused by the protozoan Leishmania infantum is transmitted primarily by
sandfly Lutzomyia longipalpis, the dog as the main reservoir. The control of this disease
has been in a challenge to public health, and as a proposal for a measure of control of
canine VL using dog collars impregnated with deltamethrin to 4% in dogs. Thus, the
research aims to assess the effectiveness of these collars on the prevalence of canine VL
and infection rate of sandfly to L. infantum in endemic areas for VL. The survey was
conducted in two areas equidistant from the city of Mossor6/RN, with similar
environmental characteristics. In both of these areas were carried out two surveys every
six months and to serologic canines are search for a year, and in a were performed only
the procedures mentioned above, being named Control Area (AC) and the other, in
addition to the steps mentioned earlier were also carried out two collaring dogs with
collars impregnated with deltamethrin the 4% that occurred every six months This area
was named “Encoleiramento” Area (AE). For diagnosis of canine VL was made DPP
and ELISA. The analysis of the prevalence of canine VL was carried out through the
Chi-square test and the incidence rate of the disease through the Odds ratio. For the
collection of sandflies were selected three houses in each of the areas, the insects were
collected monthly using CDC light traps and separated by species, sex, stage of
investigation and research. The morphological identification of sandflies and the
females were subjected to real-time PCR for the detection of DNA of L. infantum. With
regard to prevalence and incidence rates of VL, evaluating the areas in isolation, one
could observe that the use of dog collars was able to reduce the prevalence of the
disease in AE and 53 to 59% reduction in the risk of illness. As the sandfly, collected
the species L. longipalpis, L. evandroi, L. cortelezzii and L. migonei, with 81,8% % L.
longipalpis. Positive pools were obtained from L. longipalpis of AE only during the first
investigation while in AC could observe the presence of DNA of the parasite in vector
in both investigations. Based on the results, the use of impregnated with deltamethrin
collars to 4% has the potential to reduce the prevalence of canine VL as well as allows a
reduction in at least 53% the risk of illness. It is also possible to suggest that the
continued use of these dog collars can have the potential to reduce the rate of infected
sandflies. Thus, impregnated with deltamethrin collars to 4% can be indicated as a
control measure for the disease, together with other measures currently recommended.

Key-words: psychodidae, Leishmania infantum, diseases reservoirs, zoonosis,
prevention & control, endemics, insecticides.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas dos cdes do primeiro inquérito sorolégico canino para as areas
da pesquisa em Mossoro, Rio Grande do Norte, 2014.
29

Tabela 2 — Namero de cdes” (N) e soroprevaléncia® (%) para a infeccdo por L. infantum
em todos os cées e no acompanhamento individual destes nos primeiro e segundo
inqueritos, para as areas da pesquisa em Mossord, Rio Grande do Norte, 2015.
30

Tabela 3 — Razdes de chances bruta e ajustada para a associacdo entre o encoleiramento
e a incidéncia de infeccdo por L. infantum nos cdes que tiveram acompanhamento
individual, em Mossord, Rio Grande do Norte, 2015. 30

Tabela 4 — Quantitativo de espécimes fémeas de flebotomineos capturados nos primeiro
e segundo inquéritos das areas encoleiramento e controle do municipio de Mossord, Rio
Grande do Norte, de junho de 2014 a julho de 2015. 31
Tabela 5 — Numero de pools positivos para L. infantum por espécie, niumero de
espécimes por pool, area de intervencdo e inquérito, de fémeas de flebotomineos
coletados no municipio de Mossord, Rio Grande do Norte, de junho de 2014 a julho de
2015. 32



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

2.2 CICLO URBANO DA LEISHMANIOSE VISCERAL
2.2.1 Vetor

2.2.2 Hospedeiros e reservatorio

2.3 PREVENCAO E CONTROLE

2.3.1 Controle do reservatorio doméstico

2.3.2 Controle Vetorial

3 JUSTIFICATIVA

4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

4.2 ESPECIFICOS

CAPITULO

Efeito do uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cées no controle
da leishmaniose visceral

CONCLUSAO

REFERENCIAS

APENDICE

ANEXOS

11
13
13
14
14
16
17
18
19
21
22
22
22

23
44
45
55
57



11

1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral — LV € uma doenca crbnica grave que acomete 0
homem e o cdo e seu controle constitui atualmente um desafio para a satde publica
(MARTINS-MELO et al., 2014). Causada pelo protozoario flagelado Leishmania
infantum (NICOLLE, 1908), e transmitido por flebotomineos com Lutzomyia
longipalpis como principal vetor (YOUNG; DUNCAN, 1994) e o cdo como principal
reservatorio urbano da doenca (ROMERO; BOELAERT, 2010).

Esta afeccdo encontra-se atualmente em franca expansdo e ocorre em todas as
regides do pais (CASTRO-JUNIOR et al., 2014; COURA-VITAL et al., 2014b), sendo
o Nordeste brasileiro a regido de maior incidéncia, correspondendo a 58,6 % dos casos
(ALVES, 2015).

O Estado do Rio Grande do Norte, por sua vez, apresenta-se como uma
importante area endémica para a doenca, com coeficiente de incidéncia anual mais
elevado que a média brasileira (BARBOSA, 2013) e aumento no nimero de casos em
vérios municipios, incluindo a cidade de Mossor6 (XIMENES et al., 2007; AMORA et
al., 2009; BARBOSA, 2013). Esse municipio em especifico apresenta os maiores
indices de ocorréncia do estado (BARBOSA, 2013), com taxa de letalidade superior a
média nacional e letalidade ascendente nos ultimos anos (LEITE; ARAUJO, 2013), e
predominancia de L. longipalpis em namero significante durante todo o ano, inclusive,
com possibilidade de transmissdo intradomiciliar (AMORA et al., 2010a).

Em detrimento desta afec¢do, o Ministério da Saude instituiu o Programa de
Vigilancia de Controle da Leishmaniose Visceral - PVCLV que baseia sua estratégia em
medidas direcionadas ao homem, ao vetor e a populagdo canina. O programa preconiza
o0 diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos; controle do reservatério canino
através do diagnostico e eutanasia de cdes soropositivos; controle vetorial através da
aplicacdo de inseticidas de agdo residual em situacdes especificas e atividades de
educacdo em saude (BRASIL, 2006; COURA-VITAL et al., 2014b).

Entretanto, o Programa tem apresentado baixa eficacia (ROMERO;
BOELAERT, 2010; ARAUJO et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2014b). Apresar de a
LV se uma doenga de transmissdo vetorial, seu controle é primariamente centrado na
eutanasia de caes infectados (COSTA et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2014a), fato
gue tem apresentado grande resisténcia e criticas por parte da populacdo e do meio
cientifico quanto a efetividade desta medida (COURA-VITAL et al., 2011; COURA-
VITAL et al., 2014b). Novas ferramentas de controle da afec¢cdo sdo uma necessidade
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urgente de reduzir o nimero de casos e a expansdo da doenca no pais (BRAY et al.,
2014).

O uso de coleiras inseticidas tem se apresentado como uma possibilidade de
medida preventiva visando o controle da doenca na populacdo canina, com resultados
que apontam seu alto impacto dentre outros métodos na prevencdo da LV canina
(REITHINGER et al., 2004; ROMERO; BOELAERT, 2010; RIBAS et al. 2013).
Inclusive com atividade inseticida sobre o vetor (KILLICK-KENDRICK et al., 1997,
DAVID et al., 2001; RAMEZANI-AWAL et al., 2009), uma vez que estes insetos
possuem a capacidade de se alimentar de uma vasta variedade de vertebrados, como o
homem, o céo e a galinha (SANT’ANNA et al., 2010; MESTRE et al., 2011; SPADA et
al., 2014) que constituem em importantes elementos na epidemiologia da doenca
(SANT’ANNA et al., 2010).

Desta forma, uma vez que existe a necessidade urgente de novas ferramentas
para a prevencdo de controle da LV, o estudo do impacto do uso de coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% em populacGes caninas, e em especifico no
nordeste brasileiro, pode contribuir para os conhecimentos acerca da epidemiologia da
doenga bem como estimar o potencial desta intervencdo enquanto medida de controle.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

A Leishmaniose Visceral — LV é uma doenca potencialmente fatal causada por
parasitos do género Leishmania (CARDOSO et al., 2015). E considerada uma das seis
doencas endémicas de elevada prioridade no mundo (MESTRE et al., 2011; ORTIZ;
ANVERSA, 2015), com uma ocorréncia de 200 a 400 mil casos por ano no mundo
(ALVAR et al., 2012; ANDREANI et al., 2015). Sendo que 90% dos casos concentram-
se em: Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Suddo e Sudio do Sul (ORTIZ; ANVERSA,
2015).

Nas Américas, o Brasil corresponde a 97% dos casos da doenca (LARA-SILVA
et al., 2015). No pais, a doenca apresenta carater zoonético (RIBAS et al., 2013;
PIMENTEL et al., 2015) e sua transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo de
flebotomineos, cujo principal vetor é Lutzomyia longipalpis (YOUNG; DUNCAN,
1994). O céo € incriminado como principal reservatério do parasito no meio urbano
(COURA-VITAL etal., 2011; SPADA et al., 2014; PIMENTEL et al., 2015).

O controle desta afeccdo no pais tem se mostrado um verdadeiro desafio para a
salde publica, visto que nos Gltimos anos tem-se observado sua expansdo (COURA-
VITAL et al., 2014b), aumento do niimero de casos (CASTRO-JUNIOR et al., 2014) e
de sua letalidade em varias regides do pais (GAMA et al., 2013; COURA-VITAL et al.,
2014a). Essa expansdo acompanhada da urbanizacdo possivelmente ocorreu devido a
mudancas no comportamento do vetor como consequéncia as modificacdes
socioambientais, tais como desmatamento e processos migratérios (BORGES et al.,
2008; COURA-VITAL et al., 2014b; LARA-SILVA et al., 2015).

A LV encontra-se presente em todas as regides brasileiras (CARDOSO et al.,
2015), todavia, a regido nordeste ainda é responsavel pela maior parte dos casos da
doenca no pais (LIMA-COSTA et al., 2015; PIMENTEL et al., 2015). O estado do Rio
Grande do Norte € endémico para a doenga, com uma taxa de incidéncia superior a
média brasileira (BARBOSA, 2013) e aumento no numero de casos ao longo dos anos
(XIMENES et al., 2007; AMORA et al., 2009; BARBOSA, 2013).

O municipio de Mossoré encontra-se no centro de uma epidemia da doenca e
registrou 205 casos humanos entre 2006 e 2012 (COSTA et al., 2014). Apresenta 0s
maiores indices de ocorréncias do estado (BARBOSA, 2013), taxa de letalidade

superior & média nacional e letalidade ascendente nos ultimos anos (LEITE; ARAUJO,
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2013). Ainda, observa-se a predominancia de L. longipalpis em namero significante ao

longo ano e possibilidade de transmissédo intradomiciliar (AMORA et al., 2010a).

2.2 CICLO URBANO DA LEISHMANIOSE VISCERAL
2.2.1 Vetor

Os flebotomineos sdo dipteros hemat6fagos pertencentes a subordem
Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, a qual é composta por
seis géneros: Phlebotomus, Sergentomyia, e Chinius no Velho Mundo e Lutzomyia,
Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Os géneros Phlebotomus e Lutzomyia apresentam grande importancia médica
pela transmissdo das leishmanioses (SCARPASSA; ALENCAR, 2013; CASARIL et al.,
2014). Dentre os géneros de flebotomineos que ocorrem no Continente Americano,
Lutzomyia é o maior em numero de espécies e de mais ampla distribuicdo geografica,
com espécimes presentes desde os Estados Unidos até o norte da Argentina (SHARMA;
SINGH, 2008; SILVA et al., 2014).

No Brasil L. longipalpis é considerada a principal espécie transmissora da LV,
sendo que em Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, Lutzomyia cruzi é apontado como
principal vetor da doenca (BRITO et al., 2014a; CASARIL et al., 2014). No estado de
S&o Paulo Lutzomyia fischeri pode ser sugerido como vetor alternativo e Lutzomyia
migonei apresentou baixa possibilidade de transmissdo da doenga (OVALLOS, 2011),
apesar de ter sido encontrado naturalmente infectado (CARVALHO et al., 2010;
SALOMON et al., 2010).

Outras espécies de flebotomineos tem despertado interesse epidemioldgico como
Lutzomyia forattini (PITA-PEREIRA et al., 2008), Lutzomyia lloydi (LARA-SILVA et
al., 2015) e Lutzomyia cortelezzii (OVALLQS, 2011) por permitirem a viabilidade do
parasito, todavia, sdo necessarios estudos de capacidade vetorial para atestar se estas
espécies podem estar atuando na transmissdo da doenca.

A identificacdo das espécies se faz principalmente por meio de caracteres
morfoldgicos, incluindo seus apéndices. Nas fémeas isto ocorre principalmente por
meio da identificacdo da espermateca e nos machos através da genitalia externa, além de
outras caracteristicas (SHIMABUKURO; TOLEZANI; GALATI, 2011), no entanto esta
técnica exige que o inseto se apresente em bom estado fisico, para a correta

identificacao.
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Contudo, torna-se importante ressaltar que atualmente L. longipalpis €
considerado um complexo de espécies cripticas, ou seja, um grupo de espécies
morfologicamente semelhantes cujas diferencas podem ser detectadas apenas
geneticamente ou através de seu comportamento (FREITAS et al., 2012; LIMA-COSTA
et al., 2015).

Assim, a identificacdo das espécies de flebotomineos também pode ser feita
através de métodos bioguimicos por eletroforese de isoenzimas (REMY-KRISTENSEN
et al., 1996) e cromatografia gasosa de hidrocarbonetos cuticulares (RYAN et al., 1986;
MAHAMAT; HASSANALI, 1998), além dos métodos moleculares através de
pesquisas de sequencias de DNA conhecidas (DEPAQUIT et al., 1998; ABAI et al.,
2007).0s flebotomineos apresentam quatro fases de desenvolvimento: ovo, quatro
estagios larvais, pupa e adulto (YOUNG; DUNCAN, 1994; BRASIL, 2006). Seu ciclo
bioldgico se realiza no meio terrestre, com as formas larvais desenvolvendo-se em solo
Umido e alimentando-se da matéria organica presente no mesmo. Esta atrelado a
ambientes sombreados, protegidos do sol e do calor, repletos de entulhos e matéria
organica, que por sua vez oferecem protecdo e fonte de alimentar (BRASIL, 2006;
CASANOVA et al., 2013; SPADA et al., 2014).

A principal espécie do vetor, L. longipalpis encontra-se perfeitamente adaptado
a ambientes antropizados (GALARDO et al., 2013; MARTINS-MELO et al., 2014), e
quando adulto possui habito alimentar crepuscular e noturno, atuando principalmente no
peridomicilio das residéncias (MESTRE et al., 2011; SPADA et al., 2014).

Estes insetos alimentam-se de fontes naturais de carboidratos que obtém a partir
da seiva de plantas, néctar, secrecdo de afideos e plantas maduras (BARATA et al.,
2005), sendo que apenas as fémeas sdo hematdfagas (MESTRE et al., 2011; SPADA et
al., 2014). Estas necessitam de elementos sanguineos para a maturacdo de seus ovarios
(SANT’ANNA et al.,, 2010; MESTRE et al., 2011), podendo se alimentar de uma
grande variedade de vertebrados, desde aves, répteis, anfibios e mamiferos como o
homem e cdo (MESTRE et al., 2011; SPADA et al., 2014).

A presenca de animais domésticos no ambiente peridomiciliar atua como um
atrativo ao inseto (BARATA et al., 2005; MORAIS et al., 2013). Em vista deste fato,
estudos de fonte alimentar em flebotomineos apresentam grande importancia ecoldgica
e epidemioldgica, por permitirem identificar potenciais reservatorios do parasito e o
risco de infeccdo humana (MISSAWA; LOROSA,; DIAS, 2008; BATES et al., 2015).
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O vetor se infecta com L. infantum ao alimenta-se do sangue de animais
infectados com o parasito. No cdo e em outros hospedeiros vertebrados, o parasito
encontra-se na forma amastigota presente no vacuolo parasitoforo de macrofagos. O
inseto 0 ingere ao se alimentar do sangue destes animais, e no estdbmago dos
flebotomineos ocorre o rompimento das células infectadas liberando o parasito que
entdo se diferencia em promastigosta prociclica e se reproduz por fissdo binaria.
Durante este periodo de digestdo do sangue no vetor, ocorre 0 processo denominado
metaciclogénese, no qual o parasita passa por sucessivas transformagdes e culmina na
forma promastigosta metaciclicica, configuracdo infectante em vertebrados, que serd
transmitida pelo flebotomineo nos repastos sanguineos seguintes (BRASIL, 2006;
FREITAS et al., 2012; KARKAMO et al., 2014; SANTOS et al., 2014; ANDREANI et
al., 2015).

2.2.2 Hospedeiros e reservatorios
A LV pode acometer uma grande variedade de mamiferos (LARA-SILVA et al.,

2015; ORTIZ; ANVERSA, 2015). No meio silvestre, tem-se como reservatdrio raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e gambas (Didelphis albiventris) (BRASIL,
2006), sendo que outros animais também podem atuar como fonte de infecgdo ao vetor
como os roedores (Rattus rattus, Nectomys sguamipes, Trichomys apereoides,
Proechimys canicollis, Coendu prehensilis), porém a atuacao destes animais enquanto
reservatorios para a doenca ainda requer estudos para a sua comprovacdo (QUINNELL;
COURTENAY, 2009).

No meio urbano, o cdo € considerado o principal reservatério de L. infantum
(DEANE; DEANE, 1955; PIMENTEL et al., 2015), possui um importante papel na
transmissao da doenca devido a sua grande susceptibilidade a infeccdo por Leishmania
(BRITO et al., 2014a; COURA-VITAL, 2014a; CARDOSO et al., 2015), seu intenso
parasitismo cutaneo (NICOLATO et al.,, 2013; CARDOSO et al., 2015) e sua alta
densidade populacional (BRITO et al., 2014a).

A intensa relacdo entre 0 homem e o cdo pode facilitar seu contato com o vetor
(AMORA et al., 2006; BRITO et al., 2014a; CARDOSO et al., 2015), agrava-se ainda o
fato de que casos caninos tém sido associados a casos humanos (NICOLATO et al.,
2013; ZUBEN et al., 2014). Ainda assim, deve-se considerar a participacdo de outros
animais no ciclo de transmissao urbano da doenca (FERREIRA et al., 2015; OLIVEIRA
et al., 2015).
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2.3 PREVENCAO E CONTROLE

Com o objetivo de controlar a LV, o Ministério da Saude instituiu o Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral — PVCLV que apresenta medidas
direcionadas a cada elemento da triade de transmissdo: homem, céo e vetor. O programa
preconiza o diagnéstico e tratamento precoce de casos humanos; controle do
reservatorio canino atraves do diagnostico e eutanasia de cdes sorologicamente positivos
para a doenca; controle do vetor adulto através da aplicagdo de inseticidas de acédo
residual e atividades de educacdo em saude (BRASIL, 2006; COURA-VITAL et al.,
2014b).

No entanto, apesar das medidas de prevencdo e controle recomendadas e da
atuacdo da vigilancia epidemioldgica, essas acdes tém apresentado baixo impacto na
reducdo da incidéncia da doenca. Isso tem sido atribuido & baixa sensibilidade dos testes
diagnosticos, a longa demora entre o diagnostico e a eutanasia dos cdes, a resisténcia
por parte dos proprietarios em permitir a eutanasia de seus animais e a tendéncia em
substituir cdes infectados por filhotes susceptiveis (ROMERO; BOELAERT, 2010;
ARAUJO et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2014b).

Deve-se considerar ainda que as acdes de controle no Brasil sempre foram
descontinuas devido a problemas orcamentarios, escassez de recursos, problemas
relacionados ao transporte e profissionais adequadamente treinados. Estes fatores
terminam por impossibilitar o sucesso do controle da doenga, permitindo a reinfestagdo
dos ambientes e a ocorréncia de casos humanos e caninos (GONTIJO; MELO, 2004;
GONCALVES et al., 2013).

Outro fator agravante € a atencdo requerida nos casos de epidemia de Dengue,
que pressiona 0s gestores a direcionar os recursos e 0 cuidado para esta afeccéo,
comprometendo as atividades da LV (GONCALVES et al., 2013). Como resultado,
entre 0s anos de 2000 a 2011 a LV matou mais que a dengue em nove estados
brasileiros (PRONIN, 2012).

Considerando a extensdo continental da doenca no pais, e os diferentes aspectos
geogréficos, climaticos e sociais distintos, que envolvem regides e municipios, ressalta-
se a importancia em se considerar estas particularidades para a correta escolha das
medidas de controle. Para tanto, tornam-se necessarios estudos especificos em areas
endémicas e o conhecimento centrado na epidemiologia de cada localidade, visto que a

partir das informacgdes obtidas as agéncias de Saude Publica poderiam utiliza-las para
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um adequado planejamento das medidas de controle (AMORA et al., 2010a; PRADO et
al., 2011), bem como remanejamento de recursos diferenciados para cada situacao e

regiao.

2.3.1. Vigilancia e Controle do reservatorio doméstico

No Brasil, o controle da LV canina é feito através de inquéritos soroldgicos
caninos, com a eutandsia de animais soropositivos e controle de cées errantes (BRASIL,
2006). Apesar da existéncia das medidas de vigilancia e controle voltadas para o vetor e
0 homem, também preconizadas pelo PVCLV, as atividades realizadas pelo Programa
em nivel municipal, sdo centradas na eutanasia de cdes soropositivos (COSTA et al.,
2013; COURA-VITAL et al., 2014b). Esse fato se apresenta como uma acao conflitante
das medidas preconizadas pelo programa, uma vez que, existe a insatisfacdo e
resisténcia da prépria populagdo em compactuar com esta medida (ROMERO;
BOELAERT, 2010; BRAY et al., 2014; COURA-VITAL et al., 2014b). No meio
académico, este antagonismo também se observa quanto a efetividade da eutanasia dos
cdes sobre a reducdo de casos humanos da doenca (BRAY et al., 2014; COURA-VITAL
etal., 2014b; GRIMALDI-JR et al., 2014).

Ainda assim, estima-se que cerca de 850 mil cdes sejam avaliados anualmente
no pais, e entre 20.000 e 25.000 cées sejam eutanasiados apds o diagndstico positivo,
com uma elevada probabilidade de falso-positivos (RIBAS et al., 2013). Novas
ferramentas de controle da afec¢do sdo uma necessidade urgente para reduzir o nimero
de casos e impedir a sua expansdo, como estratégias que possam reduzir o contato
vetor-reservatério e deste modo controlar a transmissdao (BRAY et al., 2014).

Como ferramentas para a prevencao da doenga no cdo tem-se 0 uso de coleiras
impregnadas com inseticidas (PARVIZI et al., 2008; OTRANTO et al., 2013), banhos
periddicos com inseticidas (ALVES et al.,, 2015), uso de repelentes spot-on
(FERROGLIO, POGGI, TRISCIUOGLIO, 2008; COURTENAY et al., 2009),
vacinacao e telagem de canis a base de malha fina (BRASIL, 2006).

O elevado nimero de cées soropositivos aliados a uma elevada densidade do
vetor tem sido apontados como os principais fatores de risco para a LV em areas
urbanas (BARATA et al., 2013), desta forma para um controle eficaz da doenca torna-se
necessaria a interrupcdo de sua cadeia de transmissdo (SHARMA; SINGH, 2008;
WERNECK, 2014). Isto pode ser alcancado por meio da integracdo e continuidade das

atividades de vigilancia e controle da doenca no que concerne ndao somente ao
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reservatorio urbano como também ao vetor (BARATA et al., 2013; COSTA et al.,
2013).

2.3.2 Controle Vetorial

Dentre as formas de controle da LV, o controle vetorial se apresenta como uma
solucdo menos onerosa e mais pratica, de forma a conduzir medidas mais eficazes em
um maior namero de focos (AMORA et al, 2009). No Brasil, o controle do vetor é
realizado por meio do controle quimico a base de piretrdides, em ciclos de borrifacGes
dentro dos domicilios e nos principais anexos domiciliares (BRASIL, 2006).

Essas borrifagbes tém por objetivo limitar o contato do inseto adulto com o
homem nos ambientes intra e peridomiciliares, sendo mais eficientes apenas para evitar
a ocorréncia de transmissdo intradomiciliar (QUINNELL; COURTENAY, 2009),
apesar de a transmiss&o ocorrer principalmente no ambiente peridomiciliar (AMORA et
al., 2010b). Ressalta-se ainda o fato que estes procedimentos somente sdo realizados
quando casos humanos da doenca s&o notificados (AMORA et al., 2009; BRITO et al.,
2014b).

A sustentabilidade deste tipo de controle sobre o vetor em paises como o Brasil é
economicamente inviavel considerando a grande dimensédo territorial, bem como a
propria manutencdo da intervencdo em longo prazo (OTRANTO; DANTAS-TORRES,
2013). Ainda, deve-se considerar a ocorréncia de resisténcia do vetor a inseticidas em
decorréncia de continuas intervengdes (ROMERO; BOELAERT, 2010). Alexander e
colaboradores (2009) apresentaram os primeiros dados de reducdo significante da
susceptibilidade da populacdo de L. longipalpis aos inseticidas utilizados pelos
programas de controle de vetores, que pode ter sido induzida pela exposicdo a
inseticidas utilizados em programas de controle da dengue e malaria.

O controle das formas imaturas do vetor ndo é realizado tendo em vista a grande
dificuldade na identificacdo dos criadouros naturais do inseto (BRASIL, 2006;
CASANOVA et al., 2013). Em contrapartida, medidas de prevencdo relacionadas aos
criadouros do vetor com a realizagdo do manejo ambiental e o desenvolvimento de
atividades de educacdo em satde com a populagdo (SCANDAR et al., 2011; COSTA et
al., 2014) sdo importantes ferramentas no controle da LV.

No entanto, grande parte da populacédo ainda desconhece os principais aspectos a
respeito da doengca (COSTA et al., 2014; AMORIM et al.,, 2015), ocorrendo

desinformacdo e a veiculagdo de informaces equivocadas, dificultando o
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estabelecimento de estratégias de controle (BORGES et al., 2008; COSTA et al., 2014;
AMORIM et al., 2015). Com relacdo ao manejo ambiental, apesar de consistir em
atividades simples como o revolvimento do solo, eliminacdo de entulhos e matéria
orgéanica, esta atividade pode apresentar diferencas locais por conta dos proprios habitos
de limpeza no peridomicilio (OLIVEIRA et al., 2010), esta intervencdo consiste em
uma demanda conjunta por parte do poder publico e da populacdo na prevencdo da
doenca em locais publicos e privados (SCANDAR et al., 2011).

Para o controle do vetor adulto, tem-se 0 uso de mosquiteiros impregnados com
inseticidas, bastante utilizados em varios paises no Velho Mundo, os quais tem
apresentado reduco consideravel na incidéncia da doenca (GONZALEZ et al., 2015),
todavia, no Brasil esta ferramenta ainda se encontra pouco explorada (COURTENAY
et al., 2007; AMORA, et al., 2009), possivelmente devido a questdes culturais e pelo
fato de a LV nas Ameéricas apresentar carater zoondtico.

Assim, considerando a grande incidéncia da doenca na populacdo canina e a
necessidade de um controle integrado da afeccdo, tem-se a possibilidade de utilizar
coleiras impregnadas com inseticidas em caes. Segundo Romero e Boelaert (2010), esta
ferramenta se apresenta mais vantajosa e com um efeito mais residual se comparada a
outros métodos de prevencdo individual do c&o.

O uso de coleiras com inseticidas em cdes apresenta efeito comprovadamente
profilatico para a LV canina por evitar o contato do animal com o vetor (AOUN et al.,
2008; FERROGLIO; POGGI; TRISCIUOGLIO, 2008), além disso, essas coleiras
também possuem atividade inseticida sobre o flebotomineo (KILLICK-KENDRICK et
al., 1997; DAVID et al., 2001; MAZLOUMI-GAVGANI et al., 2002; RAMEZANI-
AWAL et al., 2009). Coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cédes podem
proteger o animal da picada do vetor por até oito meses (DAVID et al., 2001), e mantém
o efeito inseticida por um ciclo de vida do flebotomineo (KILLICK-KENDRICK et al.,
1997).
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3 JUSTIFICATIVA

Uma vez que nos Ultimos anos o Programa de Vigilancia e Controle para a LV
tem apresentado baixa eficacia, estando centrado no reservatorio canino, verifica-se
também o descontentamento da sociedade quanto a atengdo a doenca. Assim, tem-se a
necessidade de corrigir o atual quadro através de novas alternativas e verifica-las em
campo, de modo que estas ndo atinjam somente o cdo, mas o elo da cadeia
epidemioldgica que consiste no vetor, impedindo que este realize seu repasto sanguineo
em hospedeiros e reservatorios susceptiveis. Como possibilidade, temos o uso ja
implantado e em comercializagdo de coleiras para cées impregnadas com inseticidas, as
quais podem refletir em vantagens além do animal, atuando sobre o vetor. Dentro desta
problematica, o presente estudo se apresenta pela necessidade de contribuicdo para a
sociedade e ao cdo e do combate ao vetor no municipio de Mossord, Rio Grande do
Norte, que por sua vez apresenta grande relevancia na casuistica da doenca em ambito

nacional.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Analisar o impacto do uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em

cdes no controle da leishmaniose visceral canina em area endémica.

4.2 ESPECIFICO

Avaliar a taxa de soroconversdo canina para L. infantum em cées submetidos ou
ndo ao uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em caes;

Realizar o levantamento e densidade populacional da fauna de flebotomineos em
areas endémicas para a LV, onde os cdes foram submetidos ou ndo ao uso de coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% em cées;

Avaliar o efeito de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cdes sobre a

densidade populacional e infecgdo de flebotomineos por L. infantum.
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca cronica potencialmente fatal quando néo
tratada. No Brasil, & causada pelo protozoario Leishmania infantum € transmitida
principalmente pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis, tendo o cdo como principal
reservatorio urbano. O controle desta afeccdo tem consistido em um desafio para a
Salde Publica, e como proposta de medida de controle da LV canina tem-se a utilizacdo
de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cées. Esta pesquisa tem como
objetivo avaliar a efetividade dessas coleiras sobre a prevaléncia e incidéncia da LV
canina e taxa de infec¢do de flebotomineos para L. infantum em areas endémicas para
LV. A pesquisa foi realizada em duas areas equidistantes do municipio de Mossor6/RN
com caracteristicas ambientais semelhantes. Em ambas as areas foram realizados dois
inquéritos soroldgicos caninos semestrais e pesquisa de flebotomineos. Na Area
Controle (AC) foram realizados os procedimentos anteriormente citados e na Area
Encoleiramento (AE) foram também realizados dois encoleiramentos caninos com
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% a cada seis meses. Para diagnostico da LV
canina foram realizados o teste rapido Dual Path Plathform (TR-DPP®) e Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). A associacdo entre uso de coleira e incidéncia
de LV canina foi avaliada por meio de Odds ratios e respectivos intervalos de 95% de
confianca. A pesquisa de flebotomineos teve duragdo de um ano em trés residéncias de
cada uma das areas. Os insetos foram coletados mensalmente utilizando armadilhas
luminosas tipo CDC e separados por espéecie, sexo, primeiro ou segundo inquerito e area
da pesquisa. Foi realizada a identificagdo morfoldgica dos flebotomineos e as fémeas
foram submetidas a técnica de PCR em tempo real para a deteccdo de DNA de L.
infantum. Observou-se que o uso das coleiras esteve associado a reducéo de 53% a 59%
na incidéncia de LV canina. Quanto aos flebotomineos, foram coletadas as espécies L.
longipalpis, Lutzomyia evandroi, Lutzomyia cortelezzii e Lutzomyia migonei, sendo
81,8% L. longipalpis. Foram obtidos pools positivos de L. longipalpis da AE somente
durante o primeiro inquérito ao passo que na AC pdde-se observar a presenca do DNA
do parasita no vetor em ambos os inquéritos. Com base nos resultados, pode-se afirmar
que a utilizacdo de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% reduziu em pelo menos
53% o risco de adoecimento. Também é possivel sugerir que o uso continuo destas
coleiras pode ter o potencial de reduzir a taxa de flebotomineos infectados. Dessa
forma, coleiras impregnadas com deltametrina a 4% podem ser indicadas como medida
de controle para a LV canina, aliada as demais medidas atualmente preconizadas.

Palavras-chave: Leishmania infantum, reservatério de doencas, zoonoses, prevencdo &
controle, inseticidas.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca crbnica potencialmente fatal quando
nio tratada (REIMAO et al., 2015), com uma ocorréncia de 200 a 400 mil casos por ano
no mundo (ALVAR et al., 2012). No Brasil, terceiro maior foco da doenca no mundo
(BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008), a LV apresenta carater zoon0tico e possui 0 cao
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como principal reservatério urbano (BARBOSA; CARLOTA; ANDRADE-NETO,
2015; PIMENTEL et al., 2015).

O controle da afeccdo tem consistido em um desafio para a Saude Publica
(COURA-VITAL et al., 2014a). Nos ultimos anos tem-se observado o aumento de
numero de casos (CASTRO-JUNIOR et al., 2014), a urbanizagio e expansio da doenca
para areas anteriormente indenes no pais (CAMPOS et al., 2013; CARDIM et al., 2013;
SILVA; MADEIRA; FIGUEIREDO, 2015). No Brasil a doenca é causada pelo
protozoario Leishmania infantum, tendo como principal vetor o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, cuja fémea transmite o parasito durante o repasto sanguineo (YOUNG;
DUNCAN, 1994).

Apesar da LV ser uma doenca de carater vetorial e, portanto, de o controle
vetorial se apresentar como uma alternativa mais efetiva (DYE, 1996; AMORA et al.,
2009), as acOes de controle da LV no Brasil estdo centradas no diagnostico e eutanasia
de cdes sorologicamente positivos (COSTA et al.,, 2013). Esta ultima medida é
considerada polémica e estudos apontam seu baixo impacto sobre a reducdo de casos
caninos e humanos (RIBAS et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2014b; WERNECK et
al., 2014).

Como medida de prevencdo individual da LV canina tem-se a utilizacdo de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% cuja protecdo esta baseada no efeito
repelente e inseticida da deltametrina sobre o flebotomineo (KILLICK-KENDRICK et
al., 1997; DAVID et al., 2001; MAZLOUMI-GAVGANI et al., 2002; AOUN et al.,
2008; FERROGLIO; POGGI; TROSCIUOGLIO, 2008; RAMEZANI-AWAL et al.,
2009). A duragdo da acdo destas coleiras é de seis meses, podendo se estender por até
oito meses (DAVID et al., 2001).

Em larga escala, estas coleiras poderiam atuar como medida de controle da LV
humana e canina devido ao seu papel protetor sobre a popula¢do canina, evitando a
infeccdo e transmissdo da infecgdo pelo vetor (DAVID et al., 2001; MAZLOUMI-
GAVGANI et al.,, 2002), com resultados potencialmente maiores em locais de
transmissdo intensa (MAROLI et al., 2001). Assim, a pesquisa tem como objetivo
avaliar a efetividade de coleiras inseticidas em cées na reducdo da prevaléncia e
incidéncia da LV canina e na taxa de infeccdo de flebotomineos para L. infantum em

areas de elevada transmissao.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Area da pesquisa

O estudo foi realizado no municipio de Mossoro, localizado na mesorregido do
Oeste Potiguar, estado do Rio Grande do Norte. O municipio apresenta uma area de
aproximadamente 2.110,21 km? e esta a 16m acima do nivel do mar, tendo sua posi¢éo
determinada pelas seguintes coordenadas geograficas: longitude 37° 20" 39" Oeste e
latitude 05° 11" 15" Sul. O clima é quente e semiarido com baixa precipitacdo ao longo

do ano.

2.2 Delineamento das areas da pesquisa

A avaliacdo do efeito do uso de coleiras impregnadas com deltametrina 4% em
caes no controle da LV foi realizada a partir a comparacdo entre duas areas, em uma
delas foi realizado o encoleiramento canino e em outra ndo. Para tanto, foram
selecionadas duas areas do municipio com transmissdo intensa para a LV com
contingente populacional canino semelhante (de acordo com a Secretaria de Vigilancia
a Salde do municipio) e caracteristicas socioecondmicas e ambientais similares, o
bairro Santo Antonio e o Grande Alto de S&o Manoel, que abrange os bairros: Alto de
S&do Manoel, Presidente Costa e Silva e llha de Santa Luzia.

A area onde houve o encoleiramento canino foi denominada de Area
Encoleiramento (AE) e a que ndo houve o uso destas coleiras de Area Controle (AC). A
determinacdo das areas ocorreu através de um sorteio aleatério por meio do software
SPSS 13.0 que definiu o bairro Santo Anténio como AE e o Grande Alto de Sdo Manoel
como AC.

Em ambas as areas, foram realizados dois inquéritos soroldgicos caninos
semestrais para avaliacdo da prevaléncia de leishmaniose visceral canina (LVC). O
primeiro inquérito iniciou em maio de 2014 e, ap6s seis meses, o0 segundo inquérito foi
realizado. A partir destes inquéritos pode-se também avaliar a incidéncia da infeccdo
nos animais seronegativos no primeiro inquérito e que estavam presentes no segundo
inquérito, ou seja, animais que puderam ser acompanhados individualmente.

No momento do primeiro inquérito, concomitante a coleta de sangue, foi
preenchida uma ficha referente ao cdo informando suas caracteristicas gerais como
sexo, idade, raca e tempo de residéncia do cdo no domicilio (Anexo 1). No segundo

inquérito, foi preenchida uma segunda ficha (Anexo 2) informando se o proprietario
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aceitou participar da pesquisa e se o animal encontrava-se encoleirado no momento da
visita, caso 0 mesmo pertencesse a AE.

A populagéo canina de cada area foi estimada em aproximadamente 2.000 cées,
tendo como base os dados da campanha de vacinagdo antirrbica do ano de 2013
(Secretaria de Vigilancia de Mossor6/RN - dados ndo publicados). Seguindo as
recomendac0es éticas, as demais medidas de controle preconizadas pelo Ministério da

Salde para a LV foram mantidas para ambas as areas do estudo.

2.3 Inquérito Sorolégico Canino

Uma vez que as areas foram definidas, a efetividade das coleiras foi avaliada
através da analise do comportamento da infecccdo canina para L. infantum em cada area
por meio da realizacdo dos inquéritos sorolgicos caninos.

Estes inquéritos foram realizados conjuntamente pelos membros da pesquisa e
o0s agentes de combate a endemias do municipio, e o protocolo de diagnostico da LVC
foi realizado de acordo com o preconizado pelo Ministério da Saude, com o teste rapido
Dual Path Plathform (TR-DPP®) como técnica de triagem e o Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) para a confirmacdo dos resultados positivos (BRASIL, 2011).

No primeiro inquérito, buscou-se analisar a prevaléncia da LVC nos animais de
ambas as areas, e ap0s seis meses, foi realizado o segundo inquérito o qual buscou
avaliar a incidéncia da doenca em todos 0s cédes seronegativos no primeiro inquérito,
bem como também foi avaliada a prevaléncia da doenca neste segundo momento da
pesquisa, uma vez que novos animais foram incluidos nas areas de estudo.

Desta forma, durante o periodo de maio de 2014 a junho de 2015 foram
realizados dois inquéritos soroldgicos caninos semestrais. Na AE, concomitantemente,
foram realizados dois encoleiramento com coleiras impregnadas com deltametrina a
4%.

2.4 Intervencao utilizando coleiras impregnadas com deltametrina a 4%

A colocacdo das coleiras nos cédes foi realizada de acordo com a bula do
fabricante, logo apds coleta de sangue para diagndstico de infeccdo por L. infantum. O
proprietario do animal foi orientado a ndo retirar a coleira em menos de seis meses,
periodo de protecdo conferida pela coleira e que coincidiria com a realizacdo do
segundo inquérito soroldgico, momento em que também seria colocada a segunda

coleira. No entanto, em caso de ocorréncia de reacdo alérgica ou ingestdo acidental o
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proprietéario foi orientado a retirar a coleira e entrar em contato com os membros da

pesquisa.

2.5 Captura e identificacao de flebotomineos

Foram realizadas pesquisa de flebotomineos em ambas as areas durante um ano
para a identificacdo das espécies, frequéncia da populacdo do vetor e diagnostico de
infeccdo por L. infantum nestes insetos. Esse levantamento entomologico ocorreu em
ambas as areas da pesquisa durante o periodo de intervencdo das coleiras, e teve por
objetivo verificar se 0 encoleiramento canino da AE foi capaz de provocar alteracGes
sobre a populacéo de vetores.

Foram selecionadas seis residéncias, sendo trés correspondentes a cada area da
pesquisa. Os critérios de selecdo estiveram relacionados a caracteristicas ambientais
favordveis ao aparecimento do vetor como historico recente de captura de L.
longipalpis, proximidade das residéncias a matas e lixo a céu aberto, bem como, criacdo
de animais, acumulo de entulhos e matéria organica no peridomicilio (BRASIL, 2006).

Para o levantamento entomoldgico, foram utilizadas armadilhas luminosas do
tipo CDC miniatura, instaladas no intra e peridomicilio das residéncias. As capturas
foram realizadas mensalmente durante trés noites consecutivas, instaladas as 18h00min
e retiradas as 06h00min, de junho de 2014 a julho de 2015.

Os flebotomineos capturados foram clarificados, montados e identificados com
base na chave de identificacdo para flebotomineos de Young e Duncan (1994). Apés a
identificacdo, estes foram acondicionados em tubos tipo eppendorf contendo &lcool
isopropilico, separados por espécie e més da coleta em pools de até 10 insetos.

Uma vez que apenas as fémeas alimentam-se do sangue de animais e, por
conseguinte, tem o potencial de transmitir o parasito a outros hospedeiros, somente as
fémeas foram utilizadas para o diagnostico de infec¢do natural para L. infantum atraves
da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), e os machos foram utilizados

como controle negativo das reagdes.

2.6 Extracdo e quantificacdo de DNA dos flebotomineos para a reacdo de cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR)
Para a realizacdo da Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), o

DNA foi inicialmente extraido dos insetos em pools de 10 espécimes utilizando-se o kit
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HNlustra™ Tissue & Cells Genomicprep Mini spin kit (GE Healthcare®), seguindo as
recomendacfes do mesmo.

A quantificacéo foi realizada utilizando-se a plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen®) e o kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit, sendo feitas as curvas utilizando-se

os padrdes do kit com 199:1 uL da solucéo de trabalho para a da amostra.

2.7 Pesquisa de infeccéo natural de flebotomineos por L. infantum

O DNA foi submetido a uma reacdo de qPCR utilizando o sistema TagMan®
para amplificacdo das amostras na plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®). Cada
amostra foi realizada em duplicata. Os Primers utilizados foram LEISH-1 (5’-
AACTTTTCTG-GTCCTCCGGGTAG-3’) e LEISH-2 (5’-ACCCCCAGTT
TCCCGCC-3’) e a sonda TagMan- MGB (FAM- 5’ AAAAATGGGTGCAGAAAT- 3’-
NFQ -MGB), conforme descrito anteriormente no protocolo de Francino e
colaboradores (2006).

Cada reacdo incluia 05 pL de amostras e 20 puL de mix contendo 12,5 uL de
Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 1,5 uL
dos primers LEISH-1 E LEISH-2 a 900 nM e 2,5 uL da sonda a 200 nM. Os seguintes
ciclos de temperatura foram usados para a amplificacdo e deteccéo de alelos: 50 °C por
2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 40 ciclos de 60
°C por 1 minuto. Em cada amplificagdo foram utilizados controles positivos (extraidos
de cultura de L. infantum em fase estacionéria) e negativos. Para o teste de inibicdo, foi
repetida toda a técnica da qPCR, adicionando 5ul de 10° DNA de L. infantum em cada

amostra com resultado negativo.

2.8 Questdes éticas

Os proprietarios dos cées que aceitaram participar da pesquisa, e desta forma,
consentiram com a realizacdo do inquérito sorologico, e no caso da AE, também com a
colocacdo das coleiras, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexo 3). Os proprietarios das residéncias que consentiram com a realizagdo da
pesquisa de flebotomineos assinaram o TCLE previamente ao inicio da pesquisa
(Apéndice 1). Os procedimentos que envolveram seres humanos, no que concerne a
pesquisa de flebotomineos, e cées, para a realizagdo dos inquéritos soroldgicos e
encoleiramento, foram aprovados pelos comités de ética em pesquisa, pelo Comité de
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Etica em Pesquisa da Universidade do estado do Rio Grande do Norte, parecer CAAE:
37460814.6.0000.5294 (Anexo 4) e Comissdo de Etica nos Usos de Animais da
Fundacdo Oswaldo Cruz, conforme o parecer: LW-70/20 (Anexo 5).

2.9 Andlise dos dados

Inicialmente, foram comparadas as caracteristicas dos caes (sexo, idade, tipo de
pelo, tempo de residéncia e raca) e a prevaléncia de infeccdo nos inquéritos inicial e
final nas AE e AC. Neste contexto, foram calculadas médias e proporcBes das
caracteristicas analisadas e utilizados testes para diferencas de médias (teste t) e de
proporcdes (qui-quadrado), quando apropriado.

A seguir foram estimadas incidéncias de infeccdo em AE e AC, utilizando-se o
teste de qui-quadrado para avaliar a diferenca das incidéncias entre as areas. Utilizaram-
se modelos de regressdo logistica para avaliar a associacdo entre uso de coleira e
incidéncia de infeccdo, tendo a razdo de chances (Odds ratio) como medida de
associacdo com respectivo intervalo de 95% de confianca. Tal associacdo foi avaliada
de forma “bruta” (sem considerar outras varidveis) e “ajustada” controlando-se para as

variaveis: sexo, idade, raca e tempo de residéncia do cdo no domicilio em questao.

3 RESULTADOS

No primeiro inquérito sorolégico foram analisados 1.209 cées da AE e 1.050
caes da AC para o diagndstico de LVC. As caracteristicas dos animais como idade, tipo
de pelo e sexo foram avaliadas, e com base nestes critérios os animais da AC foram
comparados aos animais da AE (Tabela 1), os resultados demonstraram que estas
caracteristicas diferiam de uma area para a outra (p < 0,05).

No segundo inquérito foram analisados um total de 1.207 cées da AE e 1.151 da
AC, esse total incluiu os cdes que foram analisados no primeiro inquérito e novos caes
que foram identificados apenas no segundo inquérito (Tabela 2). A anélise da diferenca
entre prevaléncias da LVC no primeiro e segundo inquérito demonstrou que, quando
observados todos os animais inseridos na pesquisa, ocorreu uma diminuicdo da
prevaléncia da LVC na AE (p < 0,05).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos cées do primeiro inquérito soroldgico canino para as areas
da pesquisa em Mossor0, Rio Grande do Norte, 2014.

Areas da pesquisa Total p-valor
Caracteristica* Encoleiramento  Controle
N (%) N (%) N (%)
Idade (anos)
Abaixo 1 220 (16,82) 185 (16,21) 405 (16,54)
la?2 414 (31,65) 315 (27,61) 729 (29,77) 0,001
3ab 439 (33,56) 361 (31,64) 800 (32,67)
Acimade5 235 (17,97) 280 (24,54) 515 (21,03)
Sexo
Macho 839 (58.02) 665 (54.11) 1504 (56.22) 0.042
Fémea 607 (41.98) 564 (45.89) 1171 (43.78)
Tino de pelo
Longo 120 (8,48) 106 (9,04) 226 (8,74)
Médio 221 (15,62) 276 (23,55) 497 (19,21) <0,001
Curto 1074 (75,9) 790 (67,41) 1864 (72,05)
Temnpo de residéncia (anos)
Abaixo de 1 450 (31,49) 295 (24,75) 745 (28,42)
la2 248 (17,35) 187 (15,69) 435 (16,60) <0,001
Acima de 2 731 (51,15) 710 (59,56) 1441 (54,98)
Nasceu no bairro
Néao 638 (45,73) 624 (53,06) 1262 (49,09)
Sim 757 (54,27) 552 (46,94) 1309 (50,91) <0,001
Raca
Sem raca definida 222 (15,50) 358 (29,86) 580 (22,04)
Raca definida 1210 (84,50) 841 (70,14) 2051 (77,96) <0,001

* O n@mero de cdes pode variar segundo a caracteristica analisada devido a valores faltantes nas
variavels.

Com relacdo aos animais que estavam presentes nos dois inquéritos, ou seja,
aqueles que tiveram acompanhamento individual, 559 cées correspondiam a AE e 557 a
AC (Tabela 2). Quando analisada a prevaléncia da LVC do primeiro e segundo
inquérito, houve um aumento significativo na prevaléncia da LVC da AC no segundo
inquérito (p < 0,05).

Ainda em relagdo aos cdes com acompanhamento individual, foi observado que
a taxa de incidéncia para a LVC foi maior na AC. Em comparacdo a AC, oservou-se
uma reducao na incidéncia de LVC de 53% (p < 0,05) na AE, podendo chegar a 59% (p
< 0,05) quando as caracteristicas dos cdes, dispostas na tabela 1, foram controladas
(Tabela 3).
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Tabela 2 — Ntmero de caes” (N) e soroprevaléncia® (%) para a infeccéo por L. infantum
em todos os cdes e no acompanhamento individual destes no primeiro e segundo
inquéritos, para as areas da pesquisa em Mossord, Rio Grande do Norte, 2015.

Avreas da pesquisa p-valor
o i (diferenca
Situagdo Encoleiramento  Controle entre
N (%) N (%) areas)
Todos cées
Primeiro inquérito 1209 (11,91) 1150 (6,78) <0,001
Segundo inquérito 1217 (9,94) 1151 (9,29) 0,591
Diferenca de prevaléncia entre o primeiro e -1,97 +2,51
segundo inquérito (%)
p-valor (diferenga entre primeiro e segundo) 0,045 0,026
Cées com acompanhamento individual
Primeiro inquérito 531 (7,53) 557 (3,41) 0,002
Segundo inquérito 559 (11,63) 557 (11,13) 0,792
Diferenca de prevaléncia entre o primeiro e +4,10 +7,72
segundo inquérito (%)
p-valor (diferenca entre primeiro e segundo 0,021 <0,001

inquéritos)

# - Cées com resultados validos para DPP e ELISA.
$ - Positivo apenas quando DPP reagente ou reagente fraco e ELISA reagente.

Tabela 3 - Razdes de chances bruta e ajustada para a associacéo entre o encoleiramento
e a incidéncia de infeccdo por L. infantum nos cdes que tiveram acompanhamento
individual, em Mossor0, Rio Grande do Norte, 2015.

Areas da Numero Incidéncia Razéo de p-valor Razdo de chances p-valor
pesquisa de cdes” (%) chances bruta ajustada$
(1C95%) (1C95%)
Controle 524 9,73 1 1
Encoleiramento 478 4,81 0,47 <0,001 0,41 0,002

# - Cdes sem infeccdo no inquérito inicial. _
$ - Ajustado para as varidveis: sexo do cdo (macho / fémea), idade do cdo (continua), raca (sem raca

definido / outra), tipo de pelo (longo / médio / curto), nasceu no bairro (sim / ndo), tempo de residéncia
(Abaixo de 1 ano /1 a2 anos / Acima de 2 anos).
Em relacéo ao levantamento entomoldgico, durante o decorrer da realizacdo dos
dois inquéritos, foram capturados 1.709 flebotomineos, sendo 58,6% (1002/1709) da
AE e 41,4% (707/1709) da AC, em ambas as &reas 0 maior numero de insetos foi obtido

no ambiente peridomiciliar.



33

Foi capturado um maior nimero de machos 72,4% (1237/1709) em relacdo as
fémeas. E dentre estas fémeas, L. longipalpis a espécie mais abundante e presente em
todos 0s meses de coleta, correspondendo a 81,8% (386/472) das fémeas identificadas.
Destaque também para o primeiro registro de captura de Lutzomyia migonei no
municipio, que ocorreu na AE durante o segundo inquérito. As demais espécies
capturadas no levantamento entomoldgico foram Lutzomyia evandroi e Lutzomyia

cortelezzii, (Tabela 4).

Tabela 4 — Quantitativo de espécimes fémeas de flebotomineos capturados nos primeiro
e segundo inquéritos das areas encoleiramento e controle do municipio de Mossord, Rio
Grande do Norte, de junho de 2014 a julho de 2015.

Local de captura

Espécies Area Encoleiramento Area Controle Total
Primeiro Segundo Primeiro Segundo
inquérito  inquérito inquérito  inquérito

L. longipalpis 118 109 129 30 386

L. evandroi 2 8 21 15 46

L. cortelezzii 1 15 11 9 36

L. migonei - 4 - - 4

Total 121 136 161 54 472

A identificacdo de todos machos ndo foi possivel em decorréncia de perdas de
membros e outras estruturas anatdbmicas que ndo permitiram a identificacdo de grande
parte destes insetos, e por isso estes dados ndo sdo quantitativamente apresentados.
Conquanto, dentre as espécies que puderam ser identificadas tém-se: L. longipalpis, L.
evandroi e L. cortelezzii, com predominancia da primeira sobre as demais de forma
semelhante ao observado com as fémeas.

Para a realizacdo do diagnostico de L. infantum em flebotomineos utilizando
gPCR, 472 fémeas capturadas foram divididas em pools de 1 a 10 espécimes. Estes
insetos foram separados por espécie, més, area de coleta e local de captura, totalizando
96 pools. O maior nimero de pools positivos foi obtido para L. longipalpis em ambas as
areas da pesquisa, sendo que na AE este resultado foi observado apenas no primeiro
inquérito, enquanto que na AC estavam presentes insetos infectados no primeiro e
segundo inquéritos. Os demais resultados para a infeccdo nos flebotomineos estdo

apresentados na tabela 5.
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Tabela 5 — NUmero de pools positivos para L. infantum por espécie, nimero de
espécimes por pool, &rea de intervencdo e inquérito, de fémeas de flebotomineos
coletados no municipio de Mossoro, Rio Grande do Norte, de junho de 2014 a julho de
2015.

Espécie de Area de N° pools positivos para

. . « L. infantum/total pools da Inquerito
flebotomineo intervencao L .
espécie por area

L. longipalpis AE 4/32 Primeiro
AC 2127

1/27 Segundo

L. evandroi AE 1/08 Primeiro

L. cortelezzii AE 2/05 Primeiro
AC 1/11

AE: Area Encoleiramento, AC: Area Controle.

4 DISCUSSAO

Com relacdo as caracteristicas dos cdes como idade, sexo, tempo de moradia na
residéncia, nascimento no bairro, tipo de pelo e raca (Tabela 1) e sua possivel influencia
na ocorréncia da LVC, resultados divergentes tém sido apresentados por diversos
autores (COURA-VITAL et al., 2013; 2014a; WERNECK et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2015; BRITO et al., 2016). No entanto, segundo Brasil (2006) ainda ndo se pode
afirmar se existe de fato uma predisposicdo etaria, sexual ou racial canina para a
infeccdo por L. infantum.

As prevaléncias iniciais da LVC obtida em ambas as areas, mesmo tendo
diferido entre si, sdo similares aquelas obtidas por outros autores em pesquisas para
areas endémicas para LV (ARAUJO et al.,, 2013; COURA-VITAL et al., 2014b;
BARBOSA; CARLOTA; ANDRADE-NETO, 2015). A verificacdo do nivel de
endemicidade das areas da pesquisa é relevante visto que, estudos prévios que
analisaram o efeito do uso de coleiras com deltametrina indicam sua utilizacdo para
areas endémicas ou com elevada prevaléncia da doenca (MAROLI et al., 2001;
REITHINGER et al., 2004; FERROGLIO; POGGI; TRISCIUOGLIO, 2008).

Ao se comparar a diferenca entre prevaléncias isoladamente em cada area de
intervencdo, de todos os animais inseridos na pesquisa (Tabela 2), foi possivel observar
a diminuicdo significativa da prevaléncia da doenca no segundo inquérito na AE, ao

passo que na AC ocorreu o inverso (p < 0,05). A diminuicdo da prevaléncia da doenca
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com o0 uso de coleiras com deltametrina a 4% em cées também foi observada em outros
estudos realizados no pais (CAMARGO-NEVES; RODAS; PALIQUERVI-JUNIOR,
2004; REITHINGER et al., 2004).

No estudo de Reithinger e colaboradores (2004) na cidade Capitdo Enéas, Minas
Gerais, Brasil, pbde-se ainda observar outras semelhancas com a presente pesquisa:
além da diminuicdo da prevaléncia houve também uma incidéncia menor na AE, ainda
que ndo significativa estatisticamente, e as chances de ocorréncia da doenga também foi
reduzida em 50% na AE. Resultados similares entre cidades brasileiras de regioes
distintas, com caracteristicas socioambientais diferentes e com uma diferengca uma
diferenca temporal de pelo menos 10 anos reforgcam a importancia do presente estudo e
contribuem para validar os resultados atuais.

Quando analisados 0s mesmos cdes nos dois inquéritos (acompanhamento
individual) em uma mesma area de intervencdo, o aumento da prevaléncia da LVC na
AE foi menor do que aumento observado na AC (tabela 2). Consistente com este
achado observou-se uma reducdo na incidéncia da LVC em mais de 50% na AE, quando
comparada com a AC (tabela 3).

Outras pesquisas de campo utilizando 0 mesmo tipo de coleiras, realizadas na
Itdlia e Ird, também apresentaram bons resultados para a redugdo da taxa de incidéncia
da LVC, variando de 46% a 86% (MAROLI et al., 2001; MAZLOUMI-GAVGANI et
al, 2002; FERROGLIO; POGGI; TRISCIUOGLIO, 2008). Se considerarmos as
diferencas metodoldgicas entre essas pesquisas, bem como as diferencas na cadeia de
transmissdo da doenga quando comparada ao nosso pais, 0 uso destas coleiras tem se
mostrado efetivo e promissor para evitar a ocorréncia de novos casos de LV
independente da espécie vetor envolvida.

Em relacdo ao levantamento entomol6gico, o maior nimero de flebotomineos
machos capturados em relacdo as fémeas, também observado em outros estudos
(ALMEIDA et al., 2010; TANURE et al., 2015; AMORIM et al., 2015), pode se dever
ao fato de os machos eclodirem antes das fémeas (OLIVEIRA et al., 2010) e pelo
comportamento sexual dos machos do tipo lek like (DAVID et al., 2001) liberando
feromonios sexuais de suas glandulas tergais (SPIEGEL et al., 2005), que
conjuntamente ao odores de animais, atraem as fémeas para proximo aos hospedeiros.
Estes feromonios terminam estimulando também a agregacdo de outros machos para
estes locais (SPIEGEL et al., 2005; BRAY et al., 2014).
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Foi observado também um maior nimero de flebotomineos coletados no
peridomicilio das residéncias, de forma semelhante a outros estudos (MISSAWA,
LOROSA; DIAS, 2008; MICHALSKY et al., 2009; JERALDO et al., 2012). O
ambiente peridomiciliar muitas vezes possui caracteristicas que podem favorecer no
estabelecimento de criatérios naturais do vetor (BRASIL, 2006), como oferta de matéria
organica e abrigos, além da presenca de animais no peridomicilio que termina por atrai-
los para estes locais (BARATA et al., 2005; MORAIS et al., 2013), permitindo que a
transmisséo da LV se processe principalmente nestes ambientes.

Com relacéo as espécies capturadas, L. longipalpis manteve-se como a principal,
mais abundante e mais presente, semelhante aos dados em estudos anteriores ha mesma
area (XIMENES et al., 2007; AMORA et al., 2010a; 2010b; AMORIM et al., 2015).

Sobre as espécies capturadas, o presente estudo relata pela primeira vez a
captura de L. migonei no municipio, tanto no intra como peridomicilio, indicando um
possivel processo de urbanizacdo dessa espécie, 0 que pode consistir em um fator de
risco para a ocorréncia da leishmaniose cutanea, uma vez que, esta espécie é apontada
como um dos vetores da doenca (PITA-PEREIRA et al., 2005; NOVO et al., 2013;
SILVA et al., 2014). De forma semelhante, L. cortelezzii identificada no presente
estudo, foi relatada pela primeira vez no municipio recentemente (AMORIM et al.,
2015), ndo tendo sido capturado em estudos anteriores na mesma area (AMORA et al,
2010a; 2010b).

Foi detectado pela primeira vez também L. infantum em L. evandroi. Esse dado
indica a importancia de pesquisar mais a possivel competéncia vetorial dessa espécie
para a LV, visto que ha quase 20 anos Sherlock (1996) ja tinha sugerido o possivel
papel deste inseto na transmissdo da doenca no estado da Bahia, Brasil. Esse inseto
apresenta como fatores de risco seu carater antropofilico (REBELO et al., 2010) e
oportunista (PEREIRA-FILHO et al., 2015), além de apresentar comportamento, ciclo
de vida (XIMENES et al., 2001) e distribuicdo geogréafica semelhante a L. longipalpis
(ANDRADE-FILHO, et al., 2001; XIMENES et al., 2007; DORVAL et al., 2009;
CARVALHO et al., 2010; COSTA et al.,, 2013; PEREIRA-FILHO et al., 2015;
SANGUINETTE et al., 2015).

Também foi detectado DNA de L. infantum em L. cortelezzii, o que ja foi
observado em outros trabalhos e tendo sido conjecturada a sua possivel atuagdo como
vetor alternativo para a LV (SARAIVA et al., 2009; LARA-SILVA et al., 2015).

Contudo, sabe-se que para o estabelecimento da relacdo parasita-vetor sdo necessarias
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intimas modificagbes fisioldgicas no inseto de modo a garantir a sobrevivéncia de
ambos bem como a posterior transmissdo do parasita (SANTOS et al., 2014; AGRELA,
FELICIANGELLI, 2015), assim antes de se atestar a possibilidade da atuacdo destas
espécies como vetores alternativos, sdo necessarios ainda estudos de capacidade vetorial
para atestar se de fato elas estariam atuando na transmissdo da doenga.

Como esperado, o maior numero de pools positivos para L. infantum foram
oriundos L. longipalpis, seguindo o padrdo de outros estudos realizados no pais
(MISSAWA et al., 2010; CUNHA et al., 2014; FREITAS-LINDANI; MESSIAS-
REASON; ISHIKAWA, 2014; LARA-SILVA et al., 2015). O destaque para esse
achado na presente pesquisa é o fato de que na AE foram obtidos pools positivos para L.
infantum apenas durante o periodo do primeiro inquérito, enquanto que na AC foram
obtidos resultados em ambos os inquéritos (tabela 5), sugerindo que apds a colocagédo
das coleiras, os flebotomineos embora presentes, ndo estavam mais infectados,
confirmando o sugerido efeito de repeléncia da coleira impregnada com deltametrina a
4%. Dessa forma, € possivel sugerir que o uso destas coleiras ao longo do tempo pode
ter o potencial de reduzir a taxa de flebotomineos infectados dentro da populacdo do
vetor, conforme demonstrado em ensaios controlados com flebotomineos presentes em
um mesmo ambiente com cdes encoleirados (KILLICK-KENDRICK et al., 1997;
DAVID et al., 2001; FERROGLIO; POGGI; TRISCIUOGLIO, 2008).

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a intervengdo em campo utilizando
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em cées apresenta potencial na reducdo da
prevaléncia e incidéncia da LVC. Ademais, estas coleiras demonstram ter a ainda a
possibilidade de diminuir o nimero de L. longipalpis infectados para L. infantum ao
longo do tempo de intervencéo, refor¢cado pela diminuicdo de chances da ocorréncia de
novos casos da doenca em pelo menos 53%. Deste modo, 0 uso destas coleiras pode ser
indicado como medida de controle em salde publica para a LVC, desde que aliado as

demais medidas atualmente preconizadas.
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CONCLUSAO

A utilizacdo de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% apresenta o
potencial de reduzir a taxa de prevaléncia da LVC, bem como permite reduzir o risco da
infeccdo de cées para L. infantum.

Os dados obtidos ndo permitiram analisar o efeito do uso dessas coleiras sobre a
densidade populacional de flebotomineos.

Os resultados permitem sugerir que o uso continuado da intervengdo por meio de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% pode ter o potencial de reduzir a taxa de
flebotomineos infectados por L. infantum dentro da populacdo do vetor.

Dessa forma, coleiras impregnadas com deltametrina a 4% podem ser indicadas
como uma medida de controle para a LVC em salde publica, desde que aliada as

demais medidas atualmente preconizadas.
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APENDICE 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido do levantamento
entomologico

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMIARIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Esclarecimentos

Este é um convite para vocé participar da pesquisa: Prevengao e Controle da Leishmaniose Visceral
Canina: impacto do uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% sobre o cdo, o vetor e a
percepgdo da populagdo, a qual é coordenada por Prof.2 Dr.2 Sthenia Santos Albano Améra e pela
mestranda Thais Aparecida Kazimoto, e que segue as recomendacdes da resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude e suas complementares.

Sua participagao é voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando
seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade.

Essa pesquisa procura caracterizar os bairros com transmissdo intensa para a Leishmaniose Visceral
(Calazar), na cidade de Mossord, Rio Grande do Norte, quanto a presenca de flebotomineos. Caso
decida aceitar o convite, vocé sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: permitir que
durante o periodo de dois anos sejam colocadas duas armadilhas luminosas tipo CDC para coleta de
flebotomineos, sendo uma dentro da casa e a outra no peridomicilio, preferencialmente perto de
abrigo de animais.

Os riscos envolvidos com sua participagdo sao: desconforto, medo e constrangimento, que serao
minimizados através das seguintes providéncias: esclarecimento sobre a finalidade da pesquisa, garantia
da privacidade e discricdo no momento da colocacdo e retirada das armadilhas, do sigilo da identidade
pessoal e das informacdes obtidas. Vocé tera os seguintes beneficios ao participar da pesquisa: a
realizacdo de praticas de educac¢do e saude com base nos resultados da captura e esclarecimentos das
duvidas sobre a Leishmaniose Visceral (Calazar).

Todas as informagdes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo sera identificado em nenhum momento.
Os dados serdao guardados em local seguro e a divulgacao dos resultados sera feita de forma a nao
identificar os voluntarios.

Se vocé tiver algum gasto que seja devido a sua participagdo na pesquisa, vocé sera ressarcido, caso
solicite. Em qualquer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta
pesquisa, vocé tera direito a indenizagao.

Vocé ficara com uma cépia deste Termo e toda a duvida que vocé tiver a respeito desta pesquisa,
poderd perguntar diretamente a: Prof.2 Dr.2 Sthenia Santos Albano Amdra, no enderego: Av. Francisco
Mota, 572, Costa e Silva, Mossoré-RN ou pelo telefone (84) 3317-8556; ou a mestranda Thais Aparecida
Kazimoto pelo telefone (84) 9601-3040.

Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela sera realizada, os riscos e beneficios
envolvidos e concordo em participar voluntariamente da pesquisa “Prevencgdo e Controle da
Leishmaniose Visceral Canina: impacto do uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% sobre o
cao, o vetor e a percepgao da populagdo”.

Participante da pesquisa:

Pesquisador responsavel:

Prof2. Dr2. Sthenia Santos Albano AmoraEndereco profissional: Av. Francisco Mota, 572, Bairro Costa e
Silva, fone: (84) 3317-8556
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ANEXO 1 — Ficha de acompanhamento do c&o — Primeira Visita

FICHA DO CAO

1.1 NUMERO DE FICHA DO DOMICILIO

1.2 NOmeropocio [ | | ]

1.3 AREA COM ENCOLEIRAMENTO D 1.4 AREA SEM ENCOLEIRAMENTO D

1.5 BAIRRO:

PRIMEIRA VISITA
2.0. Data da visita / /_

IDENTIFICACAO DO PROPRIETARIO

2.1 Nome do Proprietario:

2.2. Endereco; M2 Complemento:
2.3. Bairro: 2.4, Municipio: 2.5. Estado:

IDENTIFICACAO DO ANIMAL

3.1. Nome do animal: 3.2. Sexo: MachoD FémeaD

3.3. Coloragdo do pelo : 3.4, Tipo de pélo: 3.5. Idade aproximada:
3.6. Tempo de Residéncia: até um anc|:| 1la2 an05|:| mais de 2 anusD

3.7. Nasceu neste bairro: Sim |:| N50|:| 3.8 Raca:

3.9. O cdo foi encoleirado: Sim|:| N§o|:| 3.10.Foi coletado sangue para exame sorolégico?ﬁier NﬁoI:l
3.11. Resultado do DPP: Positivo] | Negative| | 3.12. Resultado do ELISA/RIFI: Positivo | | Negativo| |
3.13. Cao recolhido: SimD NEGD 3.14. Borrifagdo com inseticida nos dltimos 6 meses: Sier NﬁnD

3.15. Observagdes:

3.16. Responsavel Técnico:
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ANEXO 2 — Ficha de acompanhamento do cdo — Segunda Visita

FICHA DO CAO

1.1 NUMERO DE FICHA DO DOMICILIO [D]]

1.2 NOmeropocio [ [ [ ]

1.3 AREA COM ENCOLEIRAMENTO I:l 1.4 AREA SEM ENCOLEIRAMENTO |:|

1.5 BAIRRO:

SEGUNDA VISITA

4.1. Data da visita / / 4.2. O proprietdrio aceitou participar da pesquisa: Sim D Ndo D

4.3, Se o proprietério se recusou a participar, qual o motivo?

4.4. 0 cdo estava com coleira no momento da visita? Sim D Ndo D

4.5, 0 cdo foi encoleirado: Sim |:| Nao D 4.6. Foi coletado sangue para exame soroldgico? SimD Ndo I:]
4.7. Resultado do DPP: Positivo D Negativo l:] 4.8. Resultado do ELISA/RIFI: PositivoD Negativo D

4.9. Céo recolhido: Sim D Nédo I:I 4.10. Borrifagdo com inseticida nos dltimos 6 meses: Sim I:I Nao D

4.11.0bservagbes:

4.12. Responsavel Técnico:
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ANEXO 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido para a participagao para o
inquérito soroldgico e encoleiramento canino

Ministério da Sadda

AQCRUZ
Fundacghio Oswaldo Cruz

Institute de Pesguisa Clinica Evandro Chagas

Laboratario de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domesticos

Eu, , portador da carteira de
identidade n° , expedida pelo 6rgdo , proprietario
(@ do animal , espécie , raca , registro

; autorizo a participacdo do meu cao no projeto de pesquisa “Avaliagao da
efetividade do uso das coleiras impregnadas com inseticida para o controle da
leishmaniose visceral.”, autorizando que nele sejam, coletados 2ml sangue através de
puncdo venosa para realizacdo de exames soroldgicos para identificacdo da leishmaniose
visceral canina. Ap6s esse procedimento o animal receberd o colar impregnado com
deltametrina 4% que seréa disponibilizado sem custo para o proprietario e colocado conforme as
recomendagdes do produtor.

A utilizag&o do colar impregnado com deltametrina a 4% apesar de raro pode ocasionar
reacdo alérgica na regido do pesco¢o que se caracteriza por prurido (coceira) e inflamacéo
(irritagdo) na regido de contato. Quando a reacéo for observada o proprietario devera retirar
imediatamente a coleira e entrar em contato por telefone gratuito (0800-7070512) com a central
de atendimento ao consumidor da empresa responsavel pelo produto. O atendimento
funcionara em horéario comercial e sera realizado por um médico veterinario especifico para
esse estudo. O médico veterinario ira auxiliar nos procedimentos a serem tomados. Apds esse
atendimento um médico veterinario local, do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do
municipio seréa notificado e prestara atendimento clinico no local da ocorréncia. Na maioria dos
casos 0 proprietario sera instruido a recolocar a coleira apés sete dias sem o retorno do
problema. Entretanto caso a reacao volte a ocorrer, a coleira devera ser retirada e o cdo sera
excluido do estudo.

Autorizo também, caso meu animal apresente resultado positivo para leishmaniose
visceral canina, que a equipe do CCZ recolha para eutanasia (sacrificio), medida essa baseada
no Decreto nimero 51.838, de 1963. A eutanasia serd procedida segundo as normas éticas
preconizadas pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria sem desconforto para o animal.

Autorizo também a utilizacdo dos dados e materiais coletados para a pesquisa
realizada pelo responsavel técnico Fabiano Borges Figueiredo CRMV: 6519, sabendo que a
identificagdo desse animal serd mantida em sigilo e a participacdo nesse estudo ndo acarretara
em qualquer custo financeiro para o proprietério.

O presente estudo além de trazer um beneficio direto aos proprietarios de cées da
regido de estudo, também esclarecerd a efetividade do uso de colares impregnados com
deltametrina a 4%, em adi¢é@o as estratégias de controle usualmente utilizadas, na reducdo da
prevaléncia de infec¢do canina por Leishmania infantum e na redugéo da incidéncia de
leishmaniose visceral em humanos, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias
de controle para LVC.

, de 20




ANEXO 4 — Comité de ética em pesquisa para o levantamento entomoldgico

UNIVERSIDADE DO ESTADO
DO RIO GRANDE DO NORTE - ‘g gievarerme
UERN

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Prevencao e Controle da Leishmaniose Visceral Canina: percepgdo da populagao e
impacto do uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4%

Pesquisador: Sthenia Améra

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 37460814.6.0000.5294

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO - UFERSA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 911.589
Data da Relatoria: 08/12/2014

Apresentagao do Projeto:

O trabalho (dissertacao de mestrado) sera realizado no municipio de Mossor6/RN e busca avaliar a
efetividade do uso da coleira enquanto medida de controle vetorial para LV. Para isso serdo selecionadas
duas areas do municipio (Santo Antdnio e Alto de Sdo Manoel) que constituirdo os grupos controle e
encoleiramento. A determinagdo para o tipo de intervengdo em cada uma das areas sera definida de forma
aleatdria utilizando-se o software SPSS 13.0. Em ambas sera realizado o inquérito sorolégico canino,
obtidas informagdes gerais do animal e do domicilio e somente no grupo encoleiramento, sera realizada a
colocagao das coleiras impregnadas com deltametrina a 4% e as substituigdes. Dois inquéritos sorologicos
caninos posteriores serao realizados semestralmente. O inquérito canino e o uso das coleiras encontram-se
aprovados pela CEUA da Fiocruz. Também sera realizado o levantamento entomolégico em ambas as areas
dos grupos supracitados. Para isso 6 residéncias serdo selecionadas, sendo trés de cada area, onde seréao
colocadas mensalmente durante trés dias consecutivos uma armadilha no intra e outra no peridomicilio para
a captura de flebotomineos. Também sera realizado o diagnéstico para a taxa de infecgéo por L. infantum e
pesquisa de fonte alimentar nestes insetos para avaliar o impacto da intervengao por meio da coleira
repelente no cao. Além disso serdo realizadas entrevistas com a populagao a respeito da prevencao e
controle da LV no cao. 766 entrevistas, sendo 383 destas

Endereco: Rua Almino Afonso n®. 478

Bairro: Centro CEP: 59.607-360
UF: RN Municipio: MOSSORO
Telefone: (84)3315-2145 Fax: (84)3315-2108 E-mail: cep@uern.br
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Continuagdo do Parecer: 911.5389

referentes aos individuos residentes da area do grupo controle & 383 do grupo encoleiramento. As
entrevistas serdo orientadas por meio de um questionario semiestruturado. Os individuos incluidos no
estudo deverdo criar pelo menos 1 cdo na residéncia e ter mais de 18 anos. Serdo excluidos individuos que
ndo criam cdes na residéncia, menores de 18 anos ou que possuam alguma incapacidade ou deficiéncia
que prejudique sua autonomia. Os resultados serdo avaliados pelos testes qui-quadrado, teste exato de
Fischer e o teste de proporgdes, com um nivel de significincia de 5%. A pesquisa tem financiamento proprio
(R$9959,79) e o cronograma encontra-se adequado,

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primario:

Contribuir para os conhecimentos a respeito da prevengéo e controle da Leishmaniose Visceral no municipio
de Mossord, Rio Grande do Norte, através da verificagéo do risco de transmisséo relativo ao uso de coleiras
impregnadas com deltametrina 4% em cdes, aliado as medidas de controle preconizadas para a afecgéo.
Objetivo Secundario:

Verificar se ha correlagdo entre a intervencao baseada no uso de coleiras impregnadas com deltametrina
4%, na positividade canina de bairros de transmissao intensa, na cidade de Mossord, Rio Grande do Norte;
Verificar se ha correlagdo entre a intervengao baseada no uso de coleiras impregnadas com deltametrina
4%, sobre a densidade populacional do vetor nos bairros de transmissio intensa, na cidade de Mossord, Rio
Grande do Norte;Pesquisar a presencga & a densidade populacional de flebotomineos nos bairros de
transmisséo intensa, na cidade de Mossord, Rie Grande do Morte;Pesquisar a infectividade de
flebotomineos para L. infantum;Pesquisa de fontes alimentares de flebotomineos;Verificar se existe a
realizagdo de atividades vigilancia para a LV por parte dos Agentes de Combate as Endemias, conforme
preconizado pelo Ministerio da Sadde;Verificar se existe a substituigdo de caes infectados para a LV por
cées susceptiveis, sem a adequada adogao de medidas preventivas nestes animais;Analisar a percepgao
da populagéo que reside em bairros de transmisséo intensa para a LV quanto as medidas de controle do
reservatdrio canino, preconizadas pelo Ministério da Salde.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos a populagdo decorrentes da participagio na pesquisa poderdo ser: medo, desconforto ou
constrangimento, relacionados & aplicagao do guestionario sobre o vetor da doenga e a pesquisa

Endereco: Rua Almino Afonso n®. 478

Bairro: Centro CEP: 59.607-360
UF: RM Municipio: MOSSORO
Telefone: (84)3315-2145 Fax: (84)3315-2108 E-mail: cep@uern.br
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entomoldgica que sera realizada no intra e peridomicilio das residéncias selecionadas para o estudo, bem
como desconforto, constrangimento mediante a coleta de amostra de sangue de caes domiciliados nas
residéncias das areas selecionadas. Os riscos envolvidos serdo minimizados através das seguintes
providéncias: esclarecimento sobre a finalidade da pesquisa, justificativa efou necessidade da realizagao
dos procedimentos propostos; garantia de privacidade no momento da aplicagao do questionario e do sigilo
da identidade pessoal e das informagdes obtidas. Os riscos aos pesquisadores poderdo ser decorrentes da
realizagéo dos procedimentos de coleta de sangue e contengdo dos animais efou da anélise € manipulagéo
das amostras sanguineas e dos reagentes necessarios para a realizagdo da PCR em laboratério, que seréo
minimizados através das seguintes providéncias: no momento das coletas e processamento das amostras
em laboratério serao tomadas medidas e uso de equipamentos de protec¢ao individual: bata, sapato fechado,
mascara e luvas. As coletas serao

monitoradas pela Professora Coordenadora do projeto, que ficara a disposigao dos envolvidos para
qualquer emergéncia ou encaminhamento de atendimento clinico necessario; no laboratério, o processo das
amostras sera acompanhado por pessoas especializadas na realizagdo dos testes propostos.

Beneficios:

Os beneficios a populagao serao de carater individual e coletivo, pois irdo possibilitar ao morador e a toda
populagao da area estudada o conhecimento acerca da LV e das condigdes ambientais propicias para a
proliferagao do vetor, bem como a compreensao acerca do papel desempenhado pelo homem, vetor e cdo
dentro da epidemiologia da doenga. A compreensao dos 6rgdos de salde a respeito do modo como a
populagéo compreende as medidas pelo 6rgao preconizadas, tem a capacidade de melhor orientar ou ainda
sugerir uma reformulagdo das estratégias acerca das atividades de educagdo em saude. Para que estes
individuos sejam capazes de compreender o papel e a importancia da aplicabilidade das medidas de
prevencao e controle da LV.A partir dos resultados nesta pesquisa a utilizagao de coleiras impregnadas com
deltametrina pode ser indicada aos érgaos competentes de saide enquanto medida adjuvante de controle
para a doenga, com a possibilidade de prevencdo ao homem e ao cao. Ademais, tem-se a possibilidade de
atuar enquanto medida de controle vetorial, além de impedir a picada do vetor no animal, e
consequentemente impedir a transmissédo, esta intervengdo por meio da coleira tem o potencial de atuar
combatendo as formas adultas do inseto.
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Continuagdo do Parecer: 811.589

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto em questao encontra-se coerente quanto ao delineamento metodologico, em cumprimento aos
objetivos propostos e ao cronograma apresentado, Construido sob a égide da resolugdo 466/12, estao
assegurados os elementos fundamentais que resguardam os direitos humanos e o respeito a ética da
pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Todos os documentos apresentados encontram-se dentro dos critérios estabelecidos.

Recomendacgdes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A pesquisa é relevante a medida que visa contribuir para os conhecimentos a respeito da prevencao e
controle da Leishmaniose Visceral no municipio de Mossord. O protocolo apresentado atende as
recomendacgoes da resolugao 466/12 do CNS, podendo ser executado a partir da liberagdo deste parecer.
Apods o periodo de realizagdo da pesquisa, o pesquisador devera preparar um relatorio final, conforme
modelo contido na homepage deste comité e em seguida encaminha-lo a este CEP.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

MNao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

A pesquisa é relevante a medida que visa contribuir para os conhecimentos a respeito da prevencido e
controle da Leishmaniose Visceral no municipio de Mossord. O protocolo apresentado atende as
recomendagdes da resolugdo 466/12 do CNS, podendo ser executado a partir da liberagao deste parecer.
Apos o periodo de realizagao da pesquisa, o pesquisador devera preparar um relatorio final, conforme
modelo contido na homepage deste comité e em seguida encaminha-lo a este CEP.
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MOSSORO, 12 de Dezembro de 2014

Assinado por:
LUCIANA ALVES BEZERRA DANTAS ITTO

(Coordenador)
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ANEXO 5 — Aprovacdo do comité de ética para no uso de animais em pesquisas

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao O Ido Cruz

Comissao de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e A

Laboratdrios de Referéncia

LICENGA LW-70/12

Certificamos que o protocolo (P-11/12-3), intitulado "Avaliagdo da efetividade do uso das
coleiras impregnadas com inseticida para o controle da leishmaniose visceral", sob a
responsabilidade de FABIANO BORGES FIGUEIREDO, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispoe sobre
o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca ndao exime a observancia das Leis e demais
exigéncias legais na vasta legislacao nacional.
Esta licenga tem validade até 24/09/2016 e inclui o uso total de :

Canis familiaris
- 50000 Machos.
- 50000 Fémeas.

Rio de Janeiro, 24 de setembro de 2012
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Octavio Augusto Franca Presgrave

Coordenador da CEUA rave
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Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pasquisa @ Laboratonos de Referénaa - Fundagio Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansao - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone; (21) 3882 9121 e-mail: ceua@fiocruz br



