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RESUMO

A Leishmaniose é uma antropozoonose de elevada importancia na saude publica,
geograficamente distribuida em vérios pontos do Brasil e do mundo, causada pelo protozoario
de género Leishmania e transmitida pela picada de mosquitos flebotomineos de género
Lutzomyia. Caracterizada por um acometimento diversificado entre as espécies animais, assim
como diferentes manifestacdes clinicas, com o tempo fizeram-se necessarios estudos
aprofundados acerca da presenca de anticorpos anti-leishmania em espécies animais que até
entdo ndo sao de interesse para o ciclo de transmissdo do protozoario, como os equideos. O
presente estudo teve como objetivo analisar e descrever a presenca de anticorpos anti-
Leishmania em 300 animais utilizados para tracdo na area urbana do Distrito Federal. Foram
utilizados exames sorolégicos do tipo teste rdpido Dual-Path Platform (TR-DPP). O teste
emprega a proteina recombinante rk28, resultado da fusao dos antigenos rk9, rk39 e rk26. O
teste detecta de forma qualitativa os anticorpos anti Leishmania infantum em amostras de
soro, plasma e sangue. Observou-se soropositividade em 61,7% (185/300) dos equideos
testados, na qual 96,2% (178/185) eram da espécie equina e 3,8% (07/185) da espécie muar;
guanto a distribuicdo por regido administrativa do Distrito Federal, as duas cidades com
maiores registros de animais positivos foram Ceildndia com 25,4% (47/185) de equideos
reagentes e Santa Maria com 14,6% (27/185). Confirma-se entdo que ha a circulagdo de
Leishmania entre os equideos de tracdo do DF, validando-se assim a necessidade de
amplificacdo de estudos e pesquisas quanto ao papel dos equideos na cadeia epidemioldgica
da leishmaniose, uma vez que essa corresponde a uma zoonose em expansao.

Palavras-chave: leishmaniose; anticorpos; equideos; DF.
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1. INTRODUCAO
A Leishmaniose Visceral (LV) é, primeiramente, uma zoonose que acomete o homem

quando esse entra no ciclo de transmissdo (BRASIL, 2020). E uma afecg¢do parasitdria e vetorial
causada pelo protozodrio Leishmania infantum que acomete também cdes, roedores e
marsupiais além de outros mamiferos tais como os equideos ja identificados em diversos
estados brasileiros (BENASSI, 2015).

A OPAS (Organizagdao Pan Americana de Saude) considera as leishmanioses como
doencas tropicais negligenciadas, o que eleva ainda mais o nivel de importancia em estudos
sobre o seu ciclo de transmissao e novas fontes de infeccdo (PAHO, 2019). A LV se distribui de
maneira ampla no pais e possui alta letalidade (LEMQS, 2019). Segundo o Ministério da Saude,
a letalidade da LV pode ser de até 90% se nao tratada (BRASIL, 2020).

A presenca da LV esta relacionada a condicionantes sociais e econémicas, tais como:
baixa distribuicdio de renda, condicdes de vulnerabilidade social, precariedade em
saneamento ambiental, etc. (TAMAYO et al., 2017). Dada a relacdo entre presenca de LV em
ambiente rural e peridomiciliar, o uso de equideos nas areas rurais como meio de transporte,
animais de carga e para atividades agrarias acaba por deixa-los constantemente expostos. Em
regides endémicas para a LV, tornam-se potenciais fontes de alimentag¢do para os vetores, o
que leva a geragao de novos padrdes epidemioldgicos (TRUPPEL et al., 2014).

O Brasil possui o terceiro maior plantel de equideos do mundo (ATROCH, 2019).
Atualmente a literatura ainda é limitada com relagdo ao risco acarretado a infecgdes por L.
infantum aos equideos em si, porém, o fato de habitarem em regides endémicas para LV, e
coabitarem com outros tipos de hospedeiros como caes e seres humanos certamente
configura extrema importancia em investigar sua possivel e provavel participacdo do ciclo de
transmissdo da LV (MHADHBI & SASSI, 2020).

Ao abordar o estudo da LV, se nota a importancia de ater-se a alguns conceitos
epidemioldgicos no que concerne a transmissao, tais como: reservatério, fonte de infeccdo e
transmissdo vetorial. Um reservatério é como um habitat para o agente infeccioso, e este
pode ser uma fonte ambiental, seres humanos ou animais; fonte de infeccdo é a fonte de onde

o vetor adquire o agente infeccioso; e vetor é um carreador do agente causador da infeccao,
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podendo o patdogeno se multiplicar e desenvolver no vetor (vetor bioldgico) ou ndo (vetor
mecanico) (BONITA, BEAGLEHOLE & KJELLSTROM, 2010).

Aintencdo do presente estudo é avaliar a presenca de anticorpos anti-Leishmania em
amostras sanguineas de equideos de tracdo utilizados no ambiente urbano do Distrito Federal,
e para tal fim testar as amostras de soro dos equideos ao teste rapido imunocromatografico
para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, estimar a positividade de equideos com
anticorpos anti-Leishmania por regido administrativa, realizar a analise descritiva dos animais
com anticorpo anti-leishmania e analise espacial com mapas temadticos dos equideos

detectados com anticorpo anti-leishmania.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Agente etioldgico e Ciclo de Transmissdo
Leishmaniose é um termo referente as doencas causadas por protozoarios do género

Leishmania, que sdo distribuidos em quase todos os continentes (LEMOS; SOUSA & SILVA,
2019). O agente etiolégico causador da Leishmaniose Visceral é o protozoario
tripanossomatideo Leishmania infantum. S3o considerados parasitos intracelulares
obrigatérios que acometem células mononucleares fagociticas, os macrdfagos (GAONA,
2016). Diversos animais domésticos ou silvestres, de area urbana ou ndo podem tornar-se
reservatorios do protozodrio (LEMOS; SOUSA & SILVA, 2019).

O ciclo de transmissdo da LV requer um reservatdrio animal. Os mamiferos sao
infectados por meio do repasto sanguineo realizado pelo vetor, o parasito é transmitido na
forma promastigota e ao contato com o tecido do vertebrado é fagocitado por macrdéfagos,
em ambiente intracelular é transformado na forma amastigota. Este parasito se multiplica por
meio de divisdo binaria, rompe as células infectadas e migra para a circulagdo periférica, onde

um vetor ndo infectado pode realizar repasto e adquirir o parasito (GAONA, 2016).

2.2 Vetor
O vetor responsavel pela transmissdo do protozodrio da LV é o flebotomineo

Lutzomyia longipalpis (RODRIGUES et al., 2017). Os flebotomineos sdao conhecidos como
mosquito palha, birigui, tatuquira, asa branca, etc (TAMAYO et al., 2017).

Somente as fémeas sdo hematdfagas, essas possuem habito noturno e tem capacidade
de voo de até 250 metros do local de origem (TAMAYO et al., 2017). Em estudo feito no Par3,
em 2016, foi descrito que o L. longipalpis adquiriu com o tempo um comportamento peri e

intradomiciliar, possibilitando sua presenca em ambiente urbano (CHAGAS et al., 2016).

2.3 Reservatorios
Alguns fatores como modificacdo das condi¢des climaticas, desmatamento e a

viabilidade de fontes alimentares foram cruciais na distribuicao dos flebotomineos em varios
ambientes, o que resultou em diferentes espécies de animais como potenciais reservatérios
para L. infantum (MHADHBI & SASSI, 2020).

Na drea urbana o principal reservatorio é o cdo, sendo que os seus casos precedem os
casos humanos, com numero de casos superior quando comparados com os humanos

(FEITOSA et al., 2012). J4 na area silvestre, os principais reservatdrios sdo as raposas, roedores
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e os marsupiais (TAMAYO et al., 2017). Em diferentes lugares do mundo foram constatadas a
presenca de anticorpos anti-Leishmania e até mesmo do parasito em animais ndo
convencionais. Medkhour et al. (2019) realizou estudos avaliando morcegos como potenciais
reservatoérios na Guiana Francesa, ja Sanchez et al. (2021) pesquisou a presenca do parasito
em coelhos selvagens em drea ndo endémica na Espanha, demonstrando assim a possibilidade
de que animais além de cdes e marsupiais silvestres devem ser observados e estudados como
possiveis reservatoérios potenciais.

No entanto, algumas pesquisas tém demonstrado o envolvimento de outros
mamiferos como reservatorios para a LV, como é o caso dos equinos, cujo estudo de Limeira
et al (2019) identificou a presenca de trés espécies nas lesGes tegumentares dos equinos

testados, sendo elas: L. braziliensis, L. infantum e L. siamensis.

2.3.1 Equideos
A equideocultura é uma atividade cada vez mais produtiva no Brasil. O pais possui mais

de 6 milhdes de equinos, constando registro genealdgico de 2,5 milhdes aproximadamente, e
o terceiro maior plantel de equideos do mundo (SASSI, 2019; ATROCH, 2019). O uso de
animais para trabalho em beneficio humano é algo relatado desde milhares de anos atras, os
equideos especificamente tém grande relevancia e utilizagdo para diversos tipos de trabalho
em toda a histdria da humanidade. Animais entre equinos e muares estao presentes nos
centros urbanos como facilitadores de servicos de reciclagem e transporte de entulho
(BOMFIM et al., 2017).

Tem-se dado pouca atencdo a infec¢do por Leishmania em equinos devido ao baixo
numero de casos conhecidos, e ao curso menos grave da doenga nesses animais. Ainda assim,
apesar da baixa frequéncia de acometimentos, infecg¢des clinicas e subclinicas por L. infantum
tem sido documentada pelo mundo (MHADHBI & SASSI, 2020). Em estudo realizado no pais,
em 2013, foi relatada a ocorréncia de infecgdo autdctone em trés cavalos por duas espécies
de Leishmania: L. infantum e L. braziliensis (SOARES et al., 2013)

No sul do pais, em 2019, foram encontrados equinos infectados por L. infantum, diante
disso surge a possibilidade de que, por estar em areas endémicas para a LV, esses animais
encontram-se sob risco de infec¢cdo (ESCOBAR et al., 2020). Quando analisados sob a ética de
possiveis reservatorios, verifica-se que os equideos servem como potencial fonte de alimento

para flebotomineos no ambiente peridoméstico, ja que acabam por servir como animais de
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carga para carroceiros, profissdo vigente nesse habitat. Considerando esse fator, passaram a
ser levantados estudos que descreviam cavalos, burros e mulas como possiveis hospedeiros
ou reservatoérios acidentais, além de estar também diretamente ligados ao ciclo de
transmissao do L. infantum (TRUPPEL et al., 2014).

Na avaliacdo realizada por Escobar et al. (2019), pode ser observada a infeccao de
equinos pelo L. infantum em regido semi-urbana onde houve confirmacdo antecedente da
transmissdo de leishmaniose visceral canina. As manifestacdes clinicas identificadas nestes
equinos foram semelhantes as dos cdes. Os autores retrataram ainda que dos equinos
reagentes, grande parcela ndo apresentava sintomas, ou seja, eram assintomaticos. O que
representa importancia para a saude publica local ja que estes podem permanecer como fonte
alimentar para o vetor da LV (ESCOBAR et al., 2019).

No estudo realizado por Feitosa et al. (2012) na regido de Aracatuba-SP, tida também
como endémica para LV, foi observada a presenca de anticorpos séricos contra o parasito em
qguase 20% da populacdo equina testada, sendo que a maior parte das amostras de sangue
eram de equinos de tragdo. De acordo com os autores, estes permaneciam tempo
consideravel em locais com substrato suficiente para multiplicacdo dos flebotomineos,
servindo também como fonte de alimentac¢do para os mesmos.

Escobar et al. (2020) ressalta que é perfeitamente possivel que os equideos, habitando
com outros hospedeiros e em contato com o vetor do L. infantum, se tornem parte da cadeia
de transmissdo como um possivel reservatério. Diante disso, torna-se necessdria a

investigacao da participacao dos equideos no ciclo de transmissao da LV (ESCOBAR, 2015).



16

3. METODO

3.1 Tipo de estudo
Foi realizado um estudo descritivo do tipo transversal do perfil de equideos de tracao

com anticorpo anti-Leishmania do Distrito Federal. Toda a parte experimental do presente
estudo foi realizada nas dependéncias do Centro Universitario de Brasilia (CEUB), no

LABOCIEN, que é o espaco de aprendizagem pratica da universidade.

3.2 Amostras
As amostras de soro utilizadas haviam sido previamente coletadas pelo pesquisador

Frederico Torres Braz que gentilmente forneceu ao Professor Lucas Edel Donato do Centro
Universitario de Brasilia e foram armazenadas a -202C nas dependéncias do LABOCIEN. Cabe
destacar que o pesquisador teve aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia (CEUA/UnB —sob o nimero: 04/2018).

Tais amostras foram coletadas em 13 regides administrativas distintas. A Secretaria de
Agricultura do Distrito Federal (SEAGRI) dispde de um cadastro de equideos utilizados para
tracdo em area urbana no Distrito Federal. Neste cadastro constam 1.700 equideos
distribuidos por diversas regides administrativas do territorio federal, entretanto a propria
Secretaria assume que este dado é subestimado. Ademais cabe destacar que a ultima
atualiza¢do deste cadastro foi realizada no ano de 2016. Esta desatualizagao é justificada pela
publicacdo da Lei Distrital 5.756/14 que dispde sobre a proibi¢do da circulagdo de veiculos de
tracao animal em vias do Distrito Federal. Para tanto, nesse estudo, o critério de inclusao foi
todo o equino de tragdao animal acompanhado pela Secretaria de Agricultura do Distrito

Federal.

3.3 Exame soroldgico
As amostras foram submetidas a exames sorolégicos do tipo teste rapido Dual-Path

Platform (TR-DPP). O TR DPP® utilizado na pesquisa é produzido como um Dual-Path Platform
teste rapido (Bio-Manguinhos/Fiocruz, RJ, Brasil). O teste emprega a proteina recombinante
rk28, resultado da fusdo dos antigenos rk9, rk39 e rk26 e detecta de forma qualitativa os

anticorpos anti-Leishmania infantum em amostras de soro, plasma e sangue.
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3.4 Metodologia de testagem
Para realizacdo da testagem fez-se o uso de 16 kits de TR DPP®, onde cada kit continha

20 unidades de suporte de teste e uma solug¢do do tipo tampdo de corrida, além disso usou-

se também pipetas volumétricas calibradas para 5ul e trés estojos de amostras, contendo 100

aliquotas cada (Figura 1).

Figura 1. Insumos e amostras utilizadas para testagem de Ieishmanio's‘é visceral em equideos de tragao do bistrito
Federal, 2020-2021.
O processo iniciava-se com identificagdo do nimero da amostra ao seu respectivo

teste rapido, seguido pela adi¢cao de 5uL do soro equino e 2 gotas da solugdao tampao no local
identificado por Amostra + Tampao, transcorridos 5 minutos adicionava-se mais 4 gotas da
solu¢do tampao ao local identificado por Tampao, aguardava-se por mais 10 minutos e era
feita a leitura do resultado, sendo este considerado positivo quando apresentava linha

controle (C) e de teste (T) ao mesmo tempo (Figura 2).

Figura 2. TR DPP © reagente na amostra 002 de equideo de tragdo do Distrito Federal, 2020-2021.
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3.5 Anadlise de dados
Apds avaliagdo dos resultados foram computadas analises estatisticas descritivas

basicas das varidveis de espécie, idade, sexo e regido administrativa em plataforma Excel. Por
fim, foi realizada uma andlise espacial dos casos com a confeccdo de mapa tematico utilizando

o software QGIS vers3o 2.18.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram testados 300 animais, sem raca definida e de espécies, sexo, localidade e idade

diferentes. De acordo com o Boletim Epidemiolégico das Doencas Negligenciadas (BRASIL,
2021), em 2019 houve o aumento do registro de casos de Leishmaniose Visceral em humanos
na regido Centro-Oeste, onde fica localizado o Distrito Federal, que foi a regido geografica de
realizacdo do presente estudo. Ndo mais restrita as regides rurais brasileiras, a LV ja se
distribuiu para os grandes centros urbanos e suas periferias, local que muitas vezes conta com
a presenca de equideos utilizados para tracdo (BRASIL, 2021).

Das espécies testadas, 290 foram equinos, 8 da espécie muar e 2 asininos. Dos 291
equinos testados, 171 animais foram reagentes ao teste rdpido, ocorréncia relativamente
superior aos estudos de Escobar et al. (2019) que dos 98 equinos testados, observou
ocorréncia em 14 desses animais. Dos 8 muares testados, 7 foram reagentes ao teste rapidos
e o0s 2 asininos testados, em um o resultado foi ndo conclusivo e em outro ndo reagente.

J4a quando se observou a variante sexo, das 110 fémeas testadas, 64 foram reagentes
ao teste rapido, e dos 190 machos testados, 120 foram reagentes ao teste, apesar do nimero
de machos reagentes ser predominantemente maior ao nimero de machos totais, percebe-
se que ha um balango na ocorréncia de testes reagentes em fémeas e machos, confirmando
0 que Lopes et al. (2013) destacou em seu trabalho, que ndao ha predilecio por sexo
comprovada na infec¢do por Leishmania.

Do total de equideos testados 61,7% (185) apresentaram resultado reagente ao TR

DPP®, 36,0% (108) ndo-reagente e 2,3% (7) mostraram-se inconclusivas (Figura 3).

2,3%

® Reagentes ® Ndo reagentes  ® Inconclusivos

Figura 3. Soropositividade das amostras equideas testadas com TR DPP®, Distrito Federal, 2020-2021.
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Considerando a idade dos animais utilizados no estudo (Figura 4), que segundo o
relatado pelos proprietarios, encontravam-se na faixa etaria de 1 a 32 anos, nota-se que 40%
de soropositividade ocorreram na faixa etaria entre 6 e 10 anos (74/185), visto que esse é o
intervalo de idade em que os equideos apresentam maior desenvoltura no tipo de trabalho

gue desempenham.

75
2 B0
m
£
& 45
U
-
230
u
5
- .

0 -
<5 anos 6 a 10 anos 11al15anos 16 a20 anos = 20 anos Em branco/lgnorado
Idade (anos)

B Reagentes (N=185)

Figura 4. Soropositividade de equideos de tragao por faixa etdria, Distrito Federal, 2020-2021.

Dessa forma, é possivel estabelecer associagao entre a idade predominante entre os
equideos reagentes e sua maior exposicao aos vetores que transmitem a leishmaniose
visceral, conforme mencionado por Afonso et al (2005) que em seu estudo demonstrou a
capacidade das espécies de Lutzomyia transmissoras da LV em realizar o repasto sanguineo
em hospedeiros acidentais, como os humanos e os equinos.

Quanto a distribuicdo dos equideos por regido administrativa do Distrito Federal, 13
foram os pontos de coleta dentro das 33 Regides Administrativas (RA), com a maioria das

coletas tendo sido realizadas nas RA de Ceilandia (72/300) e Santa Maria (41/300) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢cdo dos equideos coletados por cidade administrativa do Distrito Federal.

Resultados

Regido Administrativa Reagente N3o reagente Inconclusivo Total de coletas
Brazlandia 12 4 1 17

Ceilandia 47 23 2 72

Gama 8 10 0 18

Itapod 12 2 0 14

Paranoa 13 10 0 23

Recanto das Emas 9 4 1 14

Riacho Fundo | 0 2
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Riacho Fundo II 4 2 0 6
SIA 9 10 0 19
Samambaia 17 9 1 27
Santa Maria 27 13 1 41
Sobradinho 14 7 1 22
Taguatinga 12 13 0 25
Total 185 108 7 300

No entanto, ressalta-se que a Regido Administrativa de Ceilandia ndo é considerada
como area endémica para LV. Deste modo, sugere-se a venda e transporte de equideos de
areas endémicas, como as regionais de Sobradinho e Lago Norte (HERENIO; FORTES; RICON,
2014), para esses centros urbanos.

Esses dados sugerem que pelo fato dos animais bastante explorados e que no geral
apresentam condi¢Oes precdrias de existéncia, faz necessdrio uma troca mais rapida pelo
proprietdario para dar continuidade aos trabalhos de tragdo e por ser um comércio mais barato,
principalmente quando associado a clandestinidade, conforme mencionado por Kaari (2006)
que traz uma média de R$50,00 a R$600,00 por equideo de trac3o.

Por outro lado, conforme o panorama de distribuicdo de equideos soropositivos
(Figura 5), é possivel observar que 36,4% do territorio total do DF apresentou presenca de
equideos reagentes a LV, o que traz a tona a preocupa¢ao quanto a possibilidade desses
animais de se tornarem fonte de infec¢do para leishmaniose visceral, assim como ja é
reconhecido o papel canino, visto que a leishmaniose é uma doenga em expansao para os
centros urbanos e que cavalos de tracdo fazem uma interface entre a zona rural e urbana

(CHAGAS, 2017).

Equideos soropositivos para LV no Distrito Federal
) ‘0

B 1-9

B 9-14

Bl 14-27

l 27-47

0 10 20 30 km

Figura 5. Panorama de distribuicdo de soropositividade em equideos de tragdo do Distrito Federal, 2020-2021.
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Outro ponto a favor dessa linha de raciocinio é que entre as condigdes para que um
animal venha a ser considerado fonte de infeccdo para determinada doenca esta a capacidade
de apresentar o agente etioldgico em sua circulacdo periférica e, segundo Escobar (2015), a
partir de um inquérito soroldgico realizado em Uruguaiana - RS foi possivel identificar a
presenca de Leishmania no sangue periférico de equinos com o uso da técnica molecular.

Ressalta-se que as amostras foram submetidas ao TR DPP© Leishmaniose Canina, visto
gue na atualidade existem apenas testes soroldgicos validados para a deteccdo de
leishmaniose visceral em cdes. Além disso, ndo foi possivel submeter as amostras reagentes
ao teste de ELISA em detrimento do desabastecimento do insumo pelo Ministério da Saude,

orgdo responsavel pelo fornecimento dos kits no pais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Levando em consideracdo os resultados acima relatados e os estudos relacionados

sugere-se que ha circulacdo de Leishmania entre os equideos de tracao do Distrito Federal, e
gue pouco se conhece a respeito do papel que esses representam dentro da cadeia
epidemioldgica da doenca, posto que poucas pesquisas foram encontradas na area. Além
disso, faz-se vdlido as limita¢gdes encontradas para realizacdo da pesquisa, como o uso de TR
DPP© Leishmaniose Canina, a falta de insumos para realizacdo de ELISA nas amostras
reagentes e a discrepancia entre as regides administrativas em relacdo ao nimero de animais
coletados.

Assim, diante do exposto, valida-se a necessidade de amplificacdo de estudos e
pesquisas relacionadas a presenca de leishmaniose visceral em equideos e ao papel que estes
desempenham dentro da cadeia epidemioldgica da doenca, uma vez que o presente estudo
obteve um percentual alto de positividade entre os equideos de tracdo no Distrito Federal e

gue a expansdo das leishmanioses, zoonoses, ja € notoriamente reconhecida.
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