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CALDART, Eloiza Teles. Investigacdo espacial e molecular das leishmanioses em
humanos e animais no Norte do Parana. 2019. 106 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

As leishmanioses sdo agravos zoondticos negligenciados cujas principais formas clinicas séo:
tegumentar e visceral; a primeira ¢ endémica no Norte do Parand em seres humanos e em
animais, enquanto que da segunda nenhum caso autéctone foi registrado na mesma regido até
0o momento. O objetivo da presente tese de doutorado foi investigar a ocorréncia das
leishmanioses em humanos e animais de municipios do Norte do Parana do ponto de vista
espacial e molecular com a finalidade de fornecer informacbes aos gestores de salde que
auxiliem na tomada de decisdo e elaboracdo de novos programas de prevencdo e controle.
Foram georreferenciados os casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) humana
notificados de 2007 a 2016 nas 182, 172, 162 e 152 regionais de saude (RS) do Parana. Desses
casos foram avaliados aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais, bem como foi
analisada a influéncia de variaveis climaticas, econémicas e ambientais. No periodo do estudo
houve picos de casos em 2008, 2012 e 2015, demonstrando o ja conhecido perfil ciclico do
agravo. A forma clinica cutanea foi predominante (88,3%), casos novos corresponderam a
90,8% das notificacBes, 7,8% foram recidivas, 92,2% dos casos evoluiram para cura, 3,0%
abandonaram o tratamento. Foi notificado obito por LTA em quatro individuos. Na analise de
regressdo foi observado que quanto menor a proporcdo de Mata Atlantica remanescente,
maior a incidéncia de LTA no municipio. Por meio da analise de agrupamentos pode-se
observar que em municipios da 15°RS foi observada concentracdo de abandono de tratamento
em relacdo aos casos curados. Em se tratando de leishmaniose visceral (LV), realizou-se
vigilancia epidemioldgica ativa de casos caninos e em fauna silvestre atropelada. Em um
canino errante do municipio de Londrina (172RS) a positividade foi relatada para o género
Leishmania em testes sorologicos, moleculares e citolégicos; o diagndstico oficial de LV foi
feito pelo Laboratério Central do Parana (LACEN) e, por meio de de um relatério oficial,
iniciou-se a investigacdo para a verificacdo de autoctonia. No entanto, nem o vetor, nem
novos casos caninos, nem a origem do animal doente foram identificados. Com relacdo a
vigilancia em animais silvestres atropelados, amostras de medula 6ssea, linfonodo, baco,
figado e pele de ponta de orelha de 66 mamiferos coletados em ruas e rodovias de 24
municipios do Norte do Parana foi testada para a presenca de DNA de Leishmania spp.,
constatou-se que um tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla) estava infectado com o
parasito Leishmania do subgénero Viannia. Os dados apresentados no presente trabalho
demonstram que medidas preventivas e de educacdo em salde voltadas a LTA devem ser
direcionadas as areas de maior degradacdo da mata nativa; bem como, as consequéncias do
abandono do tratamento devem ser melhor esclarecidas aos pacientes. Levando-se em
consideracao o risco da entrada da LV no Norte do Parand através municipios endémicos do
oeste paulista, a vigilancia epidemioldgica ativa e precoce da mesma deve ser constante. Para
tal, a metodologia padronizada pelo presente estudo pode ser empregada, a técnica baseada na
deteccdo de DNA de Leishmania em fauna silvestres atropelada demonstrou ser efetiva.

Palavras-chave: Vigilancia epidemioldgica ativa. Georreferenciamento. Atropelamento.
Sentinela. Saude Unica.



CALDART, Eloiza Teles. Spatial and molecular investigation of the leishmaniasis in
humans and animals in North of Parana. 2019. 106 p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected zoonotic diseases whose main clinical forms are: tegumentary
and visceral; the first is endemic in the north of Paran& in humans and animals, while no
autochthonous case of the second has been recorded in the same region to date. The objective
of the present thesis was to investigate the occurrence of leishmaniasis in humans and animals
from the municipalities of the North of Parana from the spatial and molecular point of view,
in order to provide information to health managers that help in decision making and new
prevention and control programs. The cases of human American tegumentary leishmaniasis
(ATL) notified from 2007 to 2016 in the 18th, 17th, 16th and 15th regional health centers
(RHC) of Parana were georreferenced. From these cases, clinical, epidemiological and
laboratory aspects were evaluated, as well as the influence of climatic, economic and
environmental variables. During the study period there were case peaks in 2008, 2012 and
2015, demonstrating the already known cyclic profile of the disease. The cutaneous clinical
form was predominant (88.3%), new cases corresponded to 90.8% of the notifications, 7.8%
were relapses, 92.2% of cases evolved to cure, and 3.0% abandoned treatment. Death was
reported by ATL in four individuals. In the regression analysis it was observed that the lower
the proportion of remaining Atlantic Forest, the higher the incidence of ATL in the
municipality. By means of cluster analysis it can be observed that in municipalities of the 15
th RHC the concentration of treatment abandonment was observed in relation to the cured
cases. About visceral leishmaniasis (VL), active epidemiological surveillance of canine cases
and on run-over wildlife was carried out. In a street dog from the municipality of Londrina
(172 RHC) the positivity was reported for the genus Leishmania in serological, molecular and
cytological tests; the official diagnosis of VL was made by the Central Laboratory of Parana
(LACEN) and, through an official report, the investigation was begun for the verification of
autochthony. However, neither the vector, nor new canine cases nor the origin of the diseased
animal were identified. Regarding surveillance in wild animals, samples of bone marrow,
lymph node, spleen, liver and ear-tipped skin of 66 mammals collected on streets and
highways of 24 municipalities in the North of Parand were tested for the presence of
Leishmania spp. DNA. One lesser-anteater (Tamandua tetradactyla) was found to be infected
with the Leishmania parasite of the subgenus Viannia. The data presented in the present study
demonstrate that preventive and health education measures focused on ATL should be
directed to the areas of greater degradation of the native forest; as well as the consequences of
discontinuation of treatment should be better informed to patients. Taking into account the
risk of VL entering the North of Parana through endemic municipalities in the west of Séo
Paulo, the active and early epidemiological surveillance of the disease must be constant. For
this, the methodology standardized by the present study can be used, the technique based on
the detection of Leishmania DNA in wild animals run over proved to be effective

Key words: Active epidemiological surveillance. Georeferencing. Running over. Sentinel.
One health.
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1 INTRODUCAO

A crescente aquisicdo de animais de companhia, 0 estreitamento da relacao
homem-animal e a entrada do homem no meio silvestre devido ao processo de urbanizacao
tém aumentado o risco de transmissdo de zoonoses como, por exemplo, as leishmanioses. O
protozoario causador das leishmanioses pertence género Leishmania (Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae) e infecta numerosas espécies de mamiferos (GRAMICCIA,
2011).

Na natureza, todas as espécies de Leishmania s&o transmitidas ao hospedeiro
vertebrado pela picada de fémeas hematdfagas de vérias espécies de flebotomineos (Classe
Insecta, Ordem Diptera, Familia Psychodidae), conhecidos popularmente como mosquito-
palha, birigui, asa-dura, cangalhinha, entre outros, dependendo da regido. Estes insetos
medem de 1 a 3 mm de comprimento, habitam primariamente florestas, néo se distanciando
muito do seu local de procriagdo (méximo 300m), apresentam atividade crepuscular e
noturna, permanecendo, durante o dia em repouso em lugares sombreados e Umidos e
realizam a postura em meio terrestre rico em matéria organica da qual a sua fase larvaria se
alimenta (FORATTINI, 1973).

Infecgbes pelo supracitado parasito podem levar a doengas com amplo
espectro de sinais clinicos; essas sdo, coletivamente, conhecidas como leishmanioses e sdo
consideradas negligenciadas (DUJARDIN et al., 2008). As circunstancias de transmissdo das
leishmanioses estdo mudando continuamente com relacdo a fatores ambientais, demograficos
e de comportamento humano que levam a alteragdes no alcance e na densidade de vetores e
reservatorios, aumentando a exposicdo humana e animal a flebotomineos infectados
(DUJARDIN et al., 2008; GRAMICCIA, 2011; SCHONIAN et al., 2011).

A magnitude do problema de salde publica representado pelas
leishmanioses, combinado com a complexidade de sua epidemiologia, faz necessario

esclarecer todos os elos na rede de transmisséo dessa doenca negligenciada.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O GENERO Leishmania

2.1.1 Taxonomia
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A classificacdo atual das espécies neotropicais de Leishmania segundo
Monteiro (2016) é:

Reino Protista: formado por seres eucariontes, unicelulares.

Sub-reino Protozoa: esse reino inclui organismos com tamanho entre um e
50 mm, que possuem organelas com funcdo de alimentacdo, locomogéo, osmorregulagdo e
reproducdo, também chamados protozoarios.

Filo Sarcomastigophora: os organismos pertencentes a esse filo apresentam
locomocdo por meio de pseudopodes e/ou flagelos.

Subfilo Mastigophora: apresentam um ou mais flagelos. Se reproduzem
principalmente de forma assexuada por fissdo binéria.

Classe Zoomastigophorea: essa classe inclui organismos heterotréficos que
ndo possuem cloroplastos.

Ordem Kinetoplastida: possuem cinetoplastos, uma organela citoplasmatica
estrutural e funcionalmente semelhante a mitocondria, com abundante DNA mitocondrial, o
Kinetoplastidae DNA (KDNA).

Familia Trypanosomatidae: parasitas do sangue, linfa e/ou tecidos,
transmitidos geralmente por insetos picadores. Corpo em forma de folha ou arredondado.
Apresentam um ou dois flagelos, livres ou ndo, associados ou ndo @ membrana ondulante.

Género Leishmania: esse género é caracterizado por organismos digenéticos
(heteroxenos) e apresentam em seu ciclo de vida principalmente duas formas evolutivas: a
forma promastigota, que € flagelada e extracelular, e a forma amastigota, que € intracelular e
sem movimentos.

Subgénero Leishmania: parasitas pertencentes a esse subgénero apresentam
o ciclo de vida no inseto hospedeiro limitado aos intestinos médio e anterior.

Subgénero Viannia: parasitas pertencentes a esse subgénero apresentam o
ciclo de vida no intestino posterior do inseto hospedeiro; porém, ocorre uma migracdo dos
parasitas para os intestinos medio e anterior.

Subgénero Sauroleismania: esse subgénero abriga espécies de Leishmania
consideradas mais primitivas e que infectam lagartos no Velho Mundo.

Os subgéneros Leishmania e Viannia sdo divididos em cinco e dois
complexos, respectivamente, conforme Figura 1. O termo “complexo” emergiu na literatura
no inicio da era gendmica associado a taxonomia e ao agrupamento de organismos que
pertencem a diferentes espécies, mas possuem padrdes similares de acordo com suas

caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e/ou fenotipicas (ALMEIDA et al., 2013). O
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conceito de complexos para agrupar as especies de Leishmania foi inicialmente proposto
baseado nas caracteristicas bioquimicas e bioldgicas dos isolados (SCHONIAN et al., 2011).

Atualmente ha autores que defendem o abandono dessa terminologia (FRAGA, et al, 2010).

Figura 1: Classificacdo do género Leishmania em subgéneros, complexos e espécies.

F
A 5 Trypai'\osomatidae
| | | | | | | |
3 Coithicha L 7
Loishrvania
i B i |
3 Leishmania Viannia Sauroleishmania
1
£3 |
£5 L donovani L topica L major L asthiopica L mexk L. braziiensis L guy
| | | | | |
L chagasi L. kilicki . majcr L. aethiopica L smazonensis L I =5 L guyanensis L farenioloe”
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L. venezuelensis

Fonte: Adaptado de Real et al. (2013).

A classificacdo atual das espécies de Leishmania é baseada no método de
isoenzima também chamado Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). Dentro do
sugénero Leishmania, o complexo L. donovani inclui as espécies: L. donovani, L. archibaldi e
L. infantum que é considerada sinbnimo de L. chagasi. O complexo L. tropica inclui: L.
tropica, L. killicki e L. aethiopica. O complexo L. major inclui: L. major, L. gerbilli, L.
arabica e L. turanica. O complexo L. mexicana inclui: L. mexicana, L. aristidesi, L.
venezuelensis, L. forattinii e L. amazonensis que é considerada sinénimo de L. garnhami.
Dentro do sugénero Viannia (exclusivamente endémico na regido neotropical), o0 complexo L.
braziliensis inclui as espécies: L. braziliensis e L. peruviana. O complexo L. guyanensis inclui
as espécies: L. guyanensis, L. panamensis e L. shawi. Outras espécies desse subgénero séo: L.
naiffi, L. lainsoni, L. lindenbergi. Dentro do subgénero Sauroleishmania estdo as espécies: L.
tarentolae, L. colombiensis, L. equatorensis, L. hertigi, L. herreri e L. deanei (SCHONIAN et
al.,, 2011). Outras espécies de Leishmania ja foram reportadas na literatura, mas ndo
necessariamente sdo consideradas espécies verdadeiras quando analisadas pelo método de
MLEE.

2.1.2 Genética

Com relagdo ao nimero de cromossomos, 0os genomas de L. (L.) infantum,

L. (L.) donovani e L (L.) major apresentam 36, enquanto que o de L. (V.) braziliensis tem 35 e
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L. (L.) mexicana tem 34 (BRITTO et al., 1998; PEACOCK et al., 2007; REAL et al., 2013)
por terem ocorrido fusbes cromossémicas ao longo da evolugéo do parasita. Os genomas das
espeécies de Leishmania tem alto grau de sintenia (PEACOCK et al., 2007; DOWNING et al.,
2011; ROGERS et al., 2015; RAYMOND et al., 2012) o que significa que a ordem dos genes
dentro dos cromossomos é conservada nas diferentes espécies. O grau de sintenia é usado para
aferir a proximidade filogenética entre as espécies. As leishmanias sdo consideradas diploides,
pois carregam duas cOpias da maior parte dos seus cromossomos (BASTIEN et al., 1992;
PEACOCK et al., 2007; DOWNING et al., 2011). No entanto, pode ocorrer aneuploidia e
variacdo no nimero de copias cromossdmicas entre espécies e até entre isolados da mesma
espécie (DOWNING et al.,, 2011; ROGERS et al.,, 2011; MANNAERT et al., 2012;
STERKERS, et al., 2012). Essa variagdo no numero de coOpias cromossomais pode ser
responsavel por variagdes fenotipicas em termos de patogenia e viruléncia nos diferentes
isolados (PALETTA-SILVA, et al., 2011) por alterar o nivel de expressao de determinadas
proteinas (ZHANG; MATLASHEWSKI, 2010; ROGERS et al., 2011; FERNANDES et al.,
2014). As comparacOes entre 0os genomas das diferentes espécies de Leishmania também
mostram um numero reduzido de genes espécie-especificos, a funcdo da maioria deles ndo é
conhecida e acredita-se que podem estar relacionados com o tropismo do parasita e com 0
quadro clinico (PEACOCK et al., 2007; SMITH et al., 2007).

A principal forma de reproducdo de parasitos do género em questdo €
assexuada por divisdo binaria o que da as populacdes uma identidade genética clonal. No
entanto, é sabido que a recombinacdo sexual pode ocorrer entre espécies e até entre
populacbes com espécies diferentes (TIBAYRENC; AYALA, 2013), podendo gerar, em
teoria, hibridos de diferentes espécies (raro), mas o que se percebe é a manutencdo da
caracteristica clonal das populacGes até o momento (VAN DER AUWERA; DUJARDIN,
2015).

Caracteristica importante da estrutura genémica do género Leishmania é a
existéncia de matrizes em tandem de genes duplicados (PEACOCK et al., 2007). Na falta de
um controle transcricional regulado, como o encontrado em outros eucariotos, acredita-se que
essa duplicacdo de genes permita o aumento da expressdo génica de proteinas especificas
(ROGERS et al., 2011). Um bom exemplo é a familia de genes/proteinas A2, descobertas
pela primeira vez em L. (L.) infantum (CHAREST; MATLASHEWSKI, 1994); diversas
evidéncias indicam que ela seja uma das mais elegiveis candidatas a fator de viruléncia e
visceralizagdo em leishmaniose (ZHANG et al., 2008). Farahmand et al. (2011) estudaram

essa familia de genes em isolados do Ird e descobriram que em espécies causadoras de
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leishmaniose tegumentar (LT) este gene esta presente em apenas uma copia, enquanto que em
espécies causadoras de leishmaniose visceral (LV) ela esta presente em multicdpias. Zhang et
al. (2014) realizaram sequenciamento de nova geracdo de genoma completo em isolados de L
(L.) donovani do Sri-Lanka cujos pacientes apresentavam duas formas clinicas diferentes da
doenga, LV e LT, e verificaram que um dos polimoforfismos encontrados entre os isolados foi
0 numero de copias do gene A2; encontrado em menor numero nos isolados causadores de
doenca cutanea. Fernandes et al. (2014) usaram sequéncias do Dihidrofolato Redutase
Timidilato-sintetase (DHFR), um gene constitutivo conservado e funcionalmente equivalente
entre todas as espécies de Leishmania, para retratar uma filogenia de diferentes espécies desse
género. A topologia dessa arvore sugere que as sequéncias de A2 foram, provavelmente,
adquiridas por um ancestral comum de L. (L.) donovani / L. (L.) infantum / L. (L.)
amazonensis depois da divergéncia do ancestral compartilhado com L. (L.) major (Figura 2).
Rogers et al (2015), compararam os genomas de L (L.) major, L (L.) infantum, L (L.)
mexicana e L. (V.) braziliensis e encontraram 56 genes codificantes que se apresentavam em
multiplas coOpias nas quatro espécies; a variagdo no numero de copias encontrada é
consideravel, alguns exemplos desses genes sdo: PSA2, Glicorpoteina 46 (GP46), amastina e
Glicorpoteina 63 (GP63).

Figura 2: Arvore filogenética das espécies de Leishmania de acordo com sequéncias obtidas
do gene DHFR representativas das principais espécies do género. Mostra que a capacidade de
visceralizacdo coincide com o possivel ganho completo das sequéncias da familia génica A2,
dando origem, entdo, a algumas espécies capazes de visceralizar e outras néo.
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Fonte: Fernandes et al. (2014).



17

Os subgéneros Leishmania e Viannia sdo altamente conservados no que diz
respeito a sintenia, apresentam poucos genes paralogos espécie-especificos. No subgénero
Sauroleishmania genes importantes para o estagio intracelular ndo sdo encontrados
(RAYMOND et al., 2012).

2.1.3 Ciclo Bioldgico

Na natureza, todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas ao
hospedeiro vertebrado pela picada de fémeas de flebotomineos pertecentes a vérias espécies
do género Lutzomyia no Novo Mundo e género Phlebotomus no Velho Mundo (Insecta,
Diptera, Psychodidae, Phlebotominae). Conhecidos popularmente, dependendo da regido,
como mosquito-palha, birigui, asa-dura, cangalhinha, entre outros, estes insetos medem de 1 a
3 mm de comprimento, habitam primariamente florestas, ndo se distanciando muito do seu
local de procriagdo, no maximo 300m. Possuem atividade crepuscular e noturna,
permanecendo em repouso durante o dia em lugares sombreados e Umidos, realizam a postura
em meio rico em matéria organica da qual a sua fase larvéria se alimenta (FORATTINI,
1973).

O ciclo de vida de protozoarios do género Leishmania é digenético
(heteroxeno), vivem alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores assumindo
em cada um deles uma forma evolutiva diferente: amastigota e promastigota respectivamente.
Nos hospedeiros vertebrados, representados na natureza por mamiferos de varias ordens e
espécies, as espécies de Leishmania assumem a forma amastigota, arredondada ou ovalada e
imovel (2-6um), que se multiplica por divisdo binaria obrigatoriamente, dentro de células do
sistema monocitico fagocitario (SFM). (MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987) A
forma amastigota (Figura 3A), que é suscetivel a acdo dos neutréfilos (células com grande
potencial de producédo de perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico) multiplica-se no interior dos
macrdfagos livrando-se do ataque dos neutréfilos. A medida que a multiplicagdo ocorre, 0s
macrofagos se rompem liberando parasitos que sdo fagocitados por outros macrofagos.
Quando o flebotomineo se alimenta do sangue de um hospedeiro, infecta-se com o0s
amastigotas que, entéo, se transformam em promastigotas prociclicos (Figura 3B) que por um
processo denominado metaciclogénese tornam-se promastigotas metaciclicos (GOSSAGE et
al., 2003), deixam de se reproduzir e tornam-se infectantes. A metaciclogénese ocorre na luz
do trato digestivo dos fleb6tomos, os parasitos sofrem modificagdes bioquimicas em sua

superficie perdendo sua capacidade de adesdo ao epitélio do intestino medio, ao final desse
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processo as promastigotas metaciclicas destacam-se e migram para a faringe e cavidade bucal
e sdo transmitidas para novos hospedeiros por meio do repasto sanguineo do flebotomineo
juntamente com a saliva do inseto vetor (GONTIJO; CARVALHO, 2003). O ciclo no
hospedeiro vetor se completa em trés a cinco dias nas espécies dos complexos mexicana e
braziliensis (GENARO et al., 1995a) e a partir de 15 horas nas espécies do complexo
donovani (GENARO et al., 1995b). Detalhes do ciclo constam na Figura 4.

Figura 3: Leishmania na forma amastigota dentro do macrofago (células coradas por May

Grunwald Giemsa) (A). Leishmania na forma promastigota em meio de cultura (B).

Fonte: Pereira (2005).

Figura 4: Ciclo de vida Leishmania spp.
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Fonte: Manual Técnico: Leishmanioses Caninas. CRMV-PR, 2015.

2.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
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Segundo Alvar et al., (2012), a LT é mais amplamente distribuida ao redor
do mundo do que a LV. Cerca e 1/3 dos casos ocorre em uma dessas trés regides: Américas,
Mediterraneo, Asia. Cerca de 220.000 casos de LT sdo notificados por ano no mundo;
considerando-se a sub-notificacdo, calcula-se que 1,2 milhdes de casos ocorram anualmente.
Os 10 paises com o0 maior numero de casos estimados sdo: Afeganistdo, Argélia, Coldmbia,
Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru, juntos contabilizam 70 a 75% da
incidéncia global de LT (ALVAR et al., 2012). A LTA é uma das principais doencas
transmitidas por vetores emergentes e re-emergentes nas Américas (CHAVES et al., 2008), €
potencialmente ameaca de desfiguracdo clinica (AZULAY; AZULAY JUNIOR, 1995). A
LTA tem como agentes etiolégicos no Brasil: Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naifii, L. (V.) lindenberg, L. (V.)
shawi e, a mais prevalente, L. (V.) braziliensis (BRASIL, 2017).

2.2.1 Vetores

As espécies mais importantes de flebotomineos que atuam como vetores da
LTA no Brasil sdo: Lutzomyia flaviscutellata, pouco antropofilica e de habitos noturnos,
transmissora de L. (L.) amazonensis. Lu. welcomei, Lu. pessoai e Lu. migonei, bastante
antropofilicas, de habitos diuturnos e transmissoras de L.(V.) braziliensis. A Lu. umbratilis,
Lu. anduzei e Lu. whitmani transmissoras da L.(V.) guyanensis, antropofilicos e de habitos
peridomiciliares (BARRET; SENRA, 1989; CAMARGO et al., 2003).

Diversos trabalhos cientificos investigaram a fauna de flebotomineos no
estado do Parana (CERINO, 2009; CRUZ et al., 2013; CRUZ et al.,, 2012; DIAS-
SVERSUTTI et al., 2007; MELO et al., 2013; MEMBRIVE et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2000; REIS et al., 2011; SANTOS et al., 2012; SILVA et al., 2008) e as espécies com a maior
abundéncia em todos eles foram: Lu. neivai, Lu. pessoai, Lu. migonei, Lu. whitmani, Lu.
fischeri e Lu. intermedia, nessa ordem.

Os vetores conhecidos de L. (L.) amazonensis sdo Lu. flaviscutellata, Lu.
reducta e Lu. olmeca nociva (BRASIL, 2017; LAINSO; SHAW, 1968; FREITAS, 1898).
Esses vetores sdo menos antropofilicos, o que pode explicar uma menor incidéncia de
infeccdo humana pela espécie de Leishmania em questdo. Nos estados de Santa Catarina e
Parana os vetores de L. (L.) amazonensis nunca foram relatados; no entanto, levando em

consideracdo a existéncia de casos da doenga por esse parasita (HOFFMANN, 2012;
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MARLOW, 2014) podemos pensar em algumas hipoteses: existe um vetor desconhecido
transmitindo L. (L.) amazonensis nesses estados, ou 0s estudos que temos até o momento
estdo desatualizados ou ndo estdo sendo realizados de forma adequada para a captura desse
tipo de flebotomo. Lu. flaviscutellata é fortemente atraido por roedores, mas ndo muito por
seres humanos (LAINSON; SHAW, 1968; SHAW; LAINSON, 1972; RANGEL, 2009), o uso
de armadilhas do tipo Disney (DORVAL, 2007), as quais utilizam roedores como isca,
geralmente apresentam maior taxa de sucesso nha captura dessa espécie de vetor
(CARVALHO, 2014).

Carvalho et al. (2014), em estudo recente, utilizaram modelagem
matematica e previram uma expansao do Lu. flaviscutellata em direcdo ao Sul na América do
Sul caso continuem ocorrendo alteracdes climaticas. Além disso, alguns autores vem
econtrando o DNA de L. (L.) amazonensis em diferentes espécies de flebotomineos, sugerindo
que possam estar atuando como vetores Lutzomyia ovalesi na Venezuela, Lutzomyia anglesi
na Bolivia e Martinsmyia minasensis em Minas Gerais, Brasil (BARRIOS, 1994;
MARTINEZ, 1999; REGO, 2015).

2.2.2 Hospedeiros e Reservatorios

Um reservatorio pode ser uma espécie ou um complexo de espécies
responsaveis por manter determinado parasito/agente etiolégico na natureza. Um sistema de
reservatorios pode ser considerado unico em uma dada escala espaco-temporal. De fato, a
transmissdo das espécies de Leishmania no ambiente selvagem ainda representa um complexo
quebra-cabecas, cujos elos ndo foram identificados por completo (ROQUE; JANSEN., 2014).
Geralmente, existe uma espécie atuando como reservatorio principal para uma dada espécie
de Leishmania em um foco particular, enquanto outros mamiferos na mesma area geogréfica,
possivelmente, tem menor importancia na transmissao da doenca e, por isso, sao considerados
reservatorios secundarios ou hospedeiros acidentais (WHO, 2010).

Segundo Dantas-Torres et al. (2010), os reservatorios primarios da
leishmaniose tegumentar americana (LTA) sdo pequenos mamiferos, particularmente roedores
silvestres; no entanto, ainda h& especulagdo quanto ao papel do cdo como um importante
reservatorio dessa doenca; o que se afirma com certeza € que os cédes sdo bons sentinelas
auxiliando na avalia¢do da distribuicdo da doenga no ambiente. Roedores sinantrépicos, como
Rattus rattus, Mus musculus e Rattus norvegicus tem sido relatados como hospedeiros de
algumas especies de Leishmania spp. (ROQUE; JANSEN, 2014 e LARA-SILVA et al., 2014)
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havendo evidéncias de que a espécie R. rattus (rato de telhado) possa atuar como reservatorio
de L. (V.) braziliensis (ROQUE; JANSEN, 2014). Segundo o manual técnico das
leishmanioses caninas publicado pelo Conselho Regional de Medicina Veterinaria do estado
do Parana (CRMV-PR) em 2015, a eutanasia nos cdes com diagnostico confirmado para LTA
ainda € indicada para reducdo de riscos para os humanos (CRMV-PR), no entanto, ndo é
obrigatdria. J& a versdo mais recente do manual de vigilancia em leishmaniose tegumentar do
Ministério da Saude (MS) afirma que néo é recomendada eutanasia objetivando o controle de
animais domésticos com LT (BRASIL, 2017).

Autores em diversos paises, como Franca (PRATLONG et al., 2004); Itdlia
(POLI et al., 2002; PENNISI et al., 2004); Suica (RUFENACHT et al., 2005); Espanha
(SOLANO-GALLEGO et al., 2007) e Brasil (SAVANI et al., 2004; SOUZA et al., 2005;
DANTAS-TORRES et al., 2006; ROSSI, 2007; SILVA et al., 2008; SERRANO et al., 2008)
observaram a ocorréncia da infeccdo por Leishmania em felinos. Apesar de serem
susceptiveis e ter contato direto com humanos, o papel dos felinos na epidemiologia das
leishmanioses ainda ndo foi esclarecido, pois esses animais podem ser assintomaticos ou ter a
doenca associada as outras doencas que causam imunossupressao. Algumas caracteristicas
comportamentais dos felinos, como caca predatéria noturna e trénsito de até 1,5 km de
distancia de suas residéncias, co-habitando &reas silvestres e domésticas, favoreceriam a
infeccdo e disseminacdo do parasito por essa espécie (SILVA, 2008; UNDERHILL-DAY,
2005). A forma cutdnea € a mais relatada em felinos e, ocorrem principalmente no nariz,
seguido pelas orelhas, ou em ambos (DANTAS-TORRES, 2006). Conforme consta na
literatura, os gatos infectados geralmente apresentam envolvimento dos linfonodos e do
sangue, indicando a disseminagéo de Leishmania nos hospedeiros felinos (ALVES-MARTIN,
2013). As manifestacGes oculares sdo comuns nas leishmanioses caninas, dois casos foram
relatados em gatos (HERVAS, 2001; LARUELLE-MAGALON, 1996). Em &reas endémicas,
a leishmaniose felina (LF) deve ser incluida como diagnostico diferencial de uveite e Glceras
corneanas (LEIVA, 2005).

2.2.3 Panorama Brasileiro

Na década de 80, a LTA foi assinalada em 19 estados brasileiros e desde
2003 o Brasil tem casos confirmados em todos os seus estados (ALVAR et al., 2012). A
doenca ocorre em ambos 0s sexos e todas as faixas etarias; entretanto, na média do pais,

predomina os maiores de 10 anos, representando 90% dos casos e 0 género masculino, 74%
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dos casos (BRASIL, 2014).

Em se tratando de animais, atualmente o Brasil é o detentor do maior
numero de casos de LF do mundo, mas sua distribuicdo no pais permanece incerta, sendo
relatada em diversos estados brasileiros (ALVES-MARTIN, 2013). Ainda ndo esta claro se as
baixas prevaléncias da LF em é&reas endémicas sdo devidas as falhas na deteccdo de
anticorpos ou ao fato dos gatos apresentarem resisténcia natural a leishmaniose.

Infeccdo por L. (V.) braziliensis em cavalos foi relatada pela primeira vez
em 1927 na Argentina e em 1959 em um asno no Brasil (MAZZA, 1927). A partir dai, a
infeccdo por Leishmania em cavalos vem sendo reportada com frequéncia em paises do Novo
Mundo como Brasil, Venezuela, Porto Rico, Estados Unidos da América (TRUPPEL, 2014).
Equideos, considerados animais domésticos e de tracdo, estdo em constante movimento em
areas endémicas para leishmanioses, servindo como fonte de alimento para flebotomineos e
permitindo a sua proliferacdo e, consequentemente, a manutencdo do ciclo peridoméstico das
leishmanioses (CERQUEIRA et al., 2003; TRUPPEL et al., 2014). Embora sejam
susceptiveis as leishmanioses, o papel dessa espécie animal na cadeia de transmissao das
leishmanioses nao foi bem elucidada (KOUAM et al., 2010).

2.2.4 Panorama Paranaense

No estado do Parana ocorrem 98% dos casos humanos de LTA da regido
Sul do Brasil (PONTELLO JR et al.,2013) e sdo registrados casos caninos autdctones em trés
regides: Vale do Ribeira, Central e Norte (CASTRO et al., 2007). Os agentes etioldgicos
relatados até o momento sdo L. (L.) amazonensis (SILVEIRA et al., 1990; HOFFMANN et
al., 2012) e L. (V.) braziliensis (SILVEIRA et al., 1999; CASTRO et al., 2002) Os vetores Lu.
whitmani, Lu. neivai, Lu. migonei, Lu. pessoai, comumente relacionados a L. (V.) braziliensis,
foram reportados no Norte do Parana por Membrive et al. (2004), Oliveira et al. (2000) e
Silva et al. (2008a).

Estudos soroepidemioldgicos de LTA canina realizados na regido Norte do
Parana tem demonstrado prevaléncias entre 4,4% e 55,2% entre 0s anos 1996 e 2012 para
cdes de origem rural e/ou urbana. Lonardoni et al. (2006) e Silva-Filho et al. (2012)
demonstraram prevaléncias de 19,0% (24/126) e 8,3% (14/169), respectivamente, para cées de
assentamentos rurais nas cidades de Mariluz, Alvorada do Sul e Arapongas. Os autores Costa
(2016) e Zulpo et al. (2012) estudaram animais da regido urbana e periurbana da cidade de
Londrina e encontraram soropositividade de 9,6% (13/135) e 11,6% (13/112),
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respectivamente. Os animais estudados por da Costa (2016) eram residentes em locais de
reciclagem e nas adjacéncias de mata urbana. Castro et al. (2007) estudaram diversas cidades
da regido Norte do estado, inclusive Londrina, e observaram prevaléncia de 18,4% (39/212),
usando ELISA como método diagndstico, enquanto os demais trabalhos supracitados
utilizaram RIFI. Reis et al. (2011) avaliaram cdes urbanos em Bela Vista do Paraiso, cidade
caracterizada por grande quantidade de mata em &rea urbana, e encontraram uma prevaléncia
de 45,4% (222/489) utilizando RIFI e 38,7% (189/489) utilizando ELISA como método de
diagnostico. O Parana apresenta, além da regido Norte, outras duas regides endémicas para
LTA, Central e Vale do Ribeira. A soropositividade canina encontrada por Castro et al. (2007)
nas trés regides endémicas do estado do Parana foi de 13,9% (57/410). Silva-Filho et al.
(2012) observaram, em cdes de assentamentos rurais, associacdo estatistica quanto a
proximidade das residéncias a mata (até 200m).

Com relagdo a LF, Matos et al. (2018), em estudo realizado no Norte do
Parana, observaram 8,5% (58/679) dos gatos com positividade para Leishmania spp. e
concluiram que gatos mantidos em organizacbes nao governamentais de protecdo animal
apresentaram maior sororeatividade.

Equinos também estdo expostos as leishmanioses no Parana. Evers et al.
(2017), avaliaram a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. em equinos de abatedouro,
dentre os animais do estado do Parana a soroprevaléncia foi de 48,02% (73/152). Em é&rea
endémica para LTA no Norte Central do Parana Vedovello-Filho et al. (2007), detectaram
DNA de Leishmania subgénero Viannia em trés de 42 animais estudados (7,31%) e
detectaram anticorpos anti-Leishmania spp. em 72,6% desses animais usando teste de
aglutinacdo direta, por fim sugeriram sua participacdo no ciclo epidemioldgico da LTA.

2.3 LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV tem como agente etioldgico no Brasil a L. (L.) infantum (sinonimia de
L. (L.) chagasi) e € uma doenca negligenciada. Segundo Alvar et al. (2012), as leishmanioses
tém ampla distribuicdo geogréfica, sendo assinaladas em todos o0s continentes, exceto
Australia e Antartica. Cerca de 58.000 casos novos de LV sdo notificados por ano no mundo;
considerando-se a sub-notificacdo, estima-se que 0,2 a 0,4 milhdes de casos ocorram
anualmente. Mais de 90% deles ocorrem em apenas seis paises: India, Bangladesh, Sudéo,
Sudéo do Sul, Brasil e Etiopia. Usando uma taxa global de letalidade de 10%, alcangcamos

uma estimativa de 20.000 a 40.000 mortes por ano, dado que esta de acordo com outras
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estimativas da World Health Organization (WHO, 2008). Os dados de mortalidade s&o
escassos e geralmente representam apenas mortes ocorridas em hospitais. A taxa de letalidade
reportada no Brasil em 2006 foi de 7,2%, sendo que nosso pais notifica uma média de 3481
casos por ano (ALVAR et al., 2012).

2.3.1 Vetores

No Brasil, duas espécies de flebotomineos, até o momento, estdo
relacionadas com a transmissé@o da doenca: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. Sendo a
primeira considerada a principal espécie transmissora da L. (L.) infantum no Brasil. A
segunda espécie foi incriminada, recentemente, como vetora no estado de Mato Grosso do Sul
(BRASIL, 2014). Carrapatos e pulgas tem sido investigados como possiveis vetores de L. (L.)
infantum no Brasil (COUTINHO et al., 2005; COUTINHO; LINARDI, 2007); no entanto,
nenhuma prova convincente de que eles sdo vetores competentes foi encontrada (DANTAS-
TORRES, 2009).

2.3.2 Hospedeiros e Reservatorios

Humanos e cdes sdo considerados os principais hospedeiros dessa zoonose.
Cées domésticos sdo reservatdrios primarios da LV humana no Novo Mundo (DESJEUX,
2004) e grande parte dos animais infectados é assintomatica (MOSHFE et al., 2009). A
enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infecgdo em cées tem sido
mais prevalente do que no homem. No ambiente silvestre, 0s reservatorios sdo as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (BRASIL
2014).

H& evidéncias cientificas acerca do potencial de reservatério de gatos
naturalmente infectados por L. infantum, quando testados por xenodiagnéstico. Demonstrou-
se, na Italia, que o P. perniciosus e, no Brasil, o Lu. longipalpis foram infectados ap6s se
alimentarem em gatos naturalmente infectados com L. infantum (MAROLI, 2007; SILVA,
2010).

2.3.3 Panorama Brasileiro

Na década de 90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos
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notificados de LV ocorreram na Regido Nordeste. A medida que a doenca se expande para as
outras regides e atinge areas urbanas e periurbanas, esta situacdo vem se modificando. Os
dados epidemioldgicos revelam a periurbanizacéo e a urbanizacdo da leishmaniose visceral,
destacando-se o0s surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba
(SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza
(CE), Camagari (BA) e mais recentemente as epidemias ocorridas nos municipios de Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL 2014) o que comprova sua
capacidade de adaptacdo a diferentes ecOtopos. Na maior parte dos estados brasileiros ja
foram registrados casos autoctones de LV, sendo a maioria na regido Nordeste do pais
(BRASIL, 2014). E prova da franca expansdo geografica dessa doenca o que tem ocorrido na
regido Sul nos ultimos anos. O vetor foi identificado pela primeira vez em 2009 no Rio
Grande do Sul (BRASIL, 2010), estado que apresenta 19 casos humanos confirmados; Santa
Catarina teve 0s primeiros casos caninos notificados em 2011 e o primeiro caso humano
notificado em agosto de 2017 (WENZEI, 2017).

A doenca é mais frequente em criancas menores de 10 anos (54,4%),
provavelmente devido a imaturidade da resposta imunologica celular, e 0 género masculino é
proporcionalmente o mais afetado (60%) (BRASIL, 2014).

2.3.4 Panorama Paranaense

O estado do Parané era considerado regido indene para a LV até 15 de julho
de 2015 quando o primeiro caso humano autdctone foi notificado (ANP, 2015) na cidade de
Foz do Iguacu. Segundo dos Santos, Ferreira; Bisetto-Junior (2012) o flebotomineo
transmissor do parasito causador da LV ja& era encontrado na cidade desde 2012,
provavelmente vindo da triplice fronteira (Brasil, Paraguai e Argentina). Bisetto-Junior,
Thomaz-Soccol; Navarro (2014) relataram o isolamento do agente em cées sintomaticos da
mesma cidade em 2014. Apesar dos esfor¢os dos 6rgdos municipais e estaduais de satde, ndo
foi possivel conter a propagagdo do vetor e a dispersdo do agente entre os cdes e seres
humanos, levando a dois ébitos humanos em apenas dois anos. Até o momento, 0
flebotomineo vetor foi encontrado em Foz do Iguagu, Santa Teresinha de Itaipu e Medianeira
(comunicacdo pessoal de Proft. Dr Vanete Thomaz-Soccol), 0os quais sdo municipios
vizinhos. Casos caninos aloctones sdo diagnosticados frequentemente em municipios como
Curitiba e Londrina (THOMAZ-SOCCOL et al., 2009), levando em consideragéo que cées

sdo 0s principais reservatorios dessa doenca para humanos, constatamos 0 intenso risco ao
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qual o estado estd submetido, bastando a expansdo geografica do vetor para que essa

Importante zoonose se instale.

2.4 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia molecular é a aplicacdo de ferramentas moleculares para
responder perguntas de estudos epidemioldgicos, principalmente relacionados a patogenos.
Em se tratando de leishmanioses, sdo técnicas indispensaveis para se definir um bom
diagndstico, prognostico e medidas de prevencdo e controle; visto que, sdo a Unica forma de
confirmarmos qual a espécie do parasito envolvido. Van der Auwera et al. (2015) afirmam
que o Brasil alberga oito espécies de Leishmania, as quais causam amplo espectro de quadros
clinicos; no entanto, a confirmacdo do agente infectante é, aparentemente, nao considerada
importante por diversos autores de trabalhos cientificos, pois eles se mantém cegamente
confiantes em dados epidemioldgicos.

Na Gltima década a PCR tem sido introduzida com sucesso e tem provado
ser um ferramenta sensivel e poderosa para detectar Leishmania de forma direta em amostras
clinicas, bem como para caracterizagdo dos parasitos (SCHONIAN et al., 2003). No entanto, é
preciso ser criterioso na escolha da técnica e dos primers levando em consideracdo 0s
objetivos que quer alcancar e os recursos financeiros disponiveis (VAN DER AUWERA et
al., 2015). Ao analisar os resultados também é necessario lembrar que um resultado positivo
na PCR é um marcador de infeccdo ou exposicdo recente e ndo de doenca
(DEBORGGRAEVE et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
« Investigar as leishmanioses em humanos e animais do Norte do Parana

sob o ponto de vista espacial e molecular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais dos casos
de leishmaniose tegumentar americana humana notificados no Norte do Parana entre 2007 e
2016.

e Georreferenciar e analisar a influéncia de varidveis climéticas,
econbmicas e ambientais na ocorréncia de leishmaniose tegumentar americana humana no
Norte do Parana.

e Realizar vigilancia epidemioldgica ativa e precoce da entrada da
leishmaniose visceral no Norte do Paran& por meio de fauna silvestre atropelada e de busca
ativa de casos caninos.

e Avaliar uma nova metodologia de vigilancia epidemioldgica ativa da
leishmaniose visceral em area ndo endémica por meio de animais sentinelas, neste caso,

silvestres atropelados, o que permite ser precoce sem causar impacto direto sobre a fauna.
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4 ARTIGO A

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA: PERFIL EPIDEMIOLOGICOE
ANALISE ESPACIAL DOS CASOS HUMANOS NOTIFICADOS NO NORTE DO
PARANA DE 2007 A 2016

AMERICAN CUTANEOUS LEISHMANIASIS: EPIDEMIOLOGICAL PROFILE
AND SPATIAL ANALYSIS OF HUMAN CASES NOTIFIED IN THE NORTH OF
PARANA FROM 2007 TO 2016

Eloiza Teles Caldart, Anaia da Paixdo Seva, Fernanda Pinto Ferreira, Aline Ticiani Pereira
Pachoal, Juliana Silva de Oliveira, Isadora de Britto Cortela, Juliana Correa Bernardes,
Regina Mistsuka-Bregano, Italmar Teodorico Navarro

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma dermatozoonose de notificacdo
compulsoéria com relevante morbidade. O presente estudo objetivou avaliar os aspectos
clinicos, epidemiologicos e laboratoriais dos casos de leishmaniose tegumentar americana
notificados em 89 municipios da regido Norte do estado do Parana entre os anos de 2007 e
2016; bem como, analisar a influéncia de variaveis climaticas, econdmicas e ambientais na
prevaléncia dessa doenca. Os dados das fichas de notificacdo de LTA foram obtidos e as
residéncias dos pacientes foram georreferenciadas. O programa Epilnfo foi utilizado no
calculo de frequéncias e producdo de graficos. Calculos de incidéncia para cada municipio e
de propor¢do de cobertura vegetal por area de municipio foram realizados com o programa
computacional QGIS. Foi realizada andlise espacial de estimativa local para avaliacdo de
agrupamentos de casos graves ou abandono de tratamento com o programa Satscan. Para
avaliacdo da significancia de cada variavel foi utilizado o modelo de regressdo linear multipla
com o programa R. Os 1451 casos notificados foram georrefrenciados, 44,4% da 15°RS,
11,9% da 16°RS, 24,8% da 17°RS e 19,1% da 18°RS. No periodo do estudo houve picos de
casos em 2008, 2012 e 2015, demonstrando o j& conhecido perfil ciclico do agravo. A forma
clinica cutanea foi predominante (88,3%), casos novos corresponderam a 90,8% das
notificacdes, 7,8% foram recidivas, 92,2% dos casos evoluiram para cura, 3,0% abandonaram
o0 tratamento. Foi notificado obito por LTA em quatro individuos. Na analise de regressao foi
observado que quanto menor a proporcao de Mata Atlantica remanescente, maior a incidéncia
de LTA no municipio, corroborando com a hipétese de que a LTA se expande em locais de
desmatamento. Por meio da anélise de agrupamentos pode-se observar que em municipios da
15%RS foi observada concentracdo de abandono de tratamento em relagdo aos casos curados.
Os dados apresentados no presente trabalho demonstram que medidas preventivas e de
educacdo em saude devem ser principalmente direcionadas a &reas de maior degradacdo da
mata nativa; bem como, o desmatamento deve ser contido para que se possa evitar a expansao
da LTA no Norte do Parana. Além disso, demonstram a necessidade de agdes imediatas por
parte dos gestores nos municipios da 15°RS principalmente no sentido de conscientizar os
pacientes com relacdo as consequéncias do abandono do tratamento.

Palavras-chave: Georreferenciamento. Recidiva. Urbanizag&o. Notificacdo. Prevencéo.
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ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a notifiable dermatozoonosis with relevant
morbidity. The present study aimed to evaluate the clinical, epidemiological and laboratory
aspects of the cases of American cutaneous leishmaniasis reported in 89 municipalities in the
Northern region of the State of Parana between 2007 and 2016; as well as to analyze the
influence of climatic, economic and environmental variables on the prevalence of this disease.
The data of the ACL notification sheets were obtained and the patients residences were
georeferenced. The Epilnfo program was used in the calculation of frequencies and
production of graphs. Incidence calculations for each municipality and proportion of
vegetation coverage by area of municipality were carried out using the QGIS computer
program. A spatial analysis of local estimation was carried out to evaluate groupings of severe
cases or abandonment of treatment with the Satscan program. To evaluate the significance of
each variable, the multiple linear regression model was used with program R. The 1451
reported cases were georeferenced, 44.4% of the 15 th RH, 11.9% of the 16 th RH, 24.8% of
the 17 th RH and 19.1% of the 18 th RH. During the study period there were case peaks in
2008, 2012 and 2015, demonstrating the already known cyclic profile of the disease. The
cutaneous clinical form was predominant (88.3%), new cases corresponded to 90.8% of the
notifications, 7.8% were relapses, 92.2% of cases evolved to cure, and 3.0% abandoned
treatment. Death was reported by LTA in four individuals. In the regression analysis it was
observed that the lower the proportion of remaining Atlantic Forest, the higher the incidence
of ATL in the municipality. By means of cluster analysis it can be observed that in
municipalities of the 15 th RH the concentration of treatment abandonment was observed in
relation to the cured cases. The data presented in the present study demonstrate that
preventive and health education measures should be mainly directed to areas of greater
degradation of the native forest; as well as, deforestation must be contained in order to avoid
the expansion of the LTA in the North of Parana. In addition, they demonstrate the need for
immediate actions by managers in the 15 th RH municipalities, mainly in the sense of making
patients aware of the consequences of abandoning treatment.

Key words: Georeferencing. Relapse. Urbanization. Notification. Prevention.

Introducéo

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma dermatozoonose com relevante
morbidade, aproximadamente 1/3 dos casos ocorre em uma dessas trés regides do mundo:
Américas, Mediterraneo e Asia (ALVAR et al., 2012). Cerca de 220.000 casos de LT s&o
notificados por ano no mundo; considerando-se a sub-notificagéo, calcula-se que 1,2 milhdes
de casos seja 0 numero real. Afeganistdo, Argélia, Coldmbia, Brasil, Ird, Siria, Etidpia, Sudédo
do Norte, Costa Rica e Peru sdo os paise com maior incidéncia em todo o mundo, juntos
contabilizam 70 a 75% da incidéncia global de LT (ALVAR et al., 2012).
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A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma das principais doencas
transmitidas por vetores emergentes e re-emergentes nas Américas (CHAVES et al., 2008) e €
considerada uma potencial ameaca a vida ou de desfiguracdo clinica (AZULAY; AZULAY
JUNIOR, 1995). No Brasil é uma doenca de notificacdo compulsoria, ocorre em todas as
faixas etarias e ambos 0s sexos, entretanto, maiores de 10 anos representam 90% dos casos e
0 sexo masculino, 74% dos casos (BRASIL, 2017). Na década de 80, a LTA foi assinalada em
19 estados brasileiros e desde 2003 o Brasil tem casos confirmados em todos as unidades
federadas (ALVAR et al., 2012).

Os agentes etiologicos da LTA no Brasil sdo: Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
lindenberg, L. (V.) shawi e, a mais prevalente, L. (V.) braziliensis (BRASIL, 2017). No estado
do Parana ocorrem 98% dos casos humanos de LTA da regido Sul do Brasil (PONTELLO
JUNIOR; GON; OGAMA,2013) e 3% dos casos nacionais, as espécies de Leishmania
envolvidas séo L. (L.) amazonensis (SILVEIRA et al., 1990) e L. (V.) braziliensis (SILVEIRA
et al., 1999; CASTRO et al., 2002). Os vetores Lutzomyia whitmani, Lu. neivai, Lu. migonei,
Lu. pessoai, comumente relacionados a L. (V.) braziliensis, foram reportados no Norte do
Parana por Membrive et al. (2004), Oliveira et al. (2000) e Silva et al. (2008). Por outro lado,
os vetores de L. (L.) amazonensis nunca foram reportados no estado (CALDART et al., 2017).

A compreensao dos padrdes espaciais de doencas com 0 uso de técnicas de
geoprocessamento € importante para a orientacdo adequada das medidas de prevencao,
vigilancia e controle, possibilitando monitorar unidades territoriais de significancia
epidemioldgica e servir como ferramenta para a tomada de decisdo dos 6rgdos competentes
das esferas municipal, estadual e federal (PRADO et al., 2011; BRASIL, 2016).

O presente estudo objetivou avaliar os aspectos clinicos, epidemiol6gicos e
laboratoriais dos casos de leishmaniose tegumentar americana humana notificados no Norte
do Parana entre 2007 e 2016, bem como georreferenciar e analisar a influéncia de variaveis

climaticas, econdmicas e ambientais nesses casos.

Material e Métodos

Aspectos Eticos
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP-UEL) em 24.01.2017 sob o namero
1.896.849 (Anexo A).

Area de Estudo

O estado do Parana é dividido em 22 regionais de satde (RS), 0s municipios
participantes do estudo séo os atendidos pelas 15?2 162, 172 e 182 RS (Figura 1), totalizando 89
municipios cujos municipios sede sdao Maringa, Apucarana, Londrina e Cornélio Procopio,

respectivamente.

Figura 1. Mapa do estado do Parand, com destaque para 0s municipios participantes do
projeto de pesquisa.
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Fonte: Caldart e colaboradores.

Coleta de dados

Os dados das fichas de notificacdo de LTA (Anexo B) de 22,3% (89/399)
dos municipios paranaenses de um periodo de 10 anos (2007 a 2016) foram obtidos junto as
regionais de salde.

Dados climaticos a partir da classificacdo de Kdppen, que considera altitude,
temperatura, pluviosidade e latitude foram obtidos (ALVARES et al., 2013). Os aspectos da

cobertura de uso do solo, como: areas ndo florestadas, areas de Mata Atlantica e area urbana,
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foram extraidas no banco de dados do MapBiomas (Fundacdo SOS Mata Atlantica
http://mapas.sosma.org.br). Dados de nimero de casos de LTA e tamanho populacional por
municipio foram obtidos do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), o
que permitiu calcular a incidéncia por municipio. O indice de desenvolvimento humano dos
municipios (IDH -M) foi obtido do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no
censo de 2010.

Foram realizados os célculos de areas de cada municipio e da cobertura
vegetal utilizando o programa QGIS (Versao 2.18), assim como a proporcdo de cada tipo de
cobertura nos municipios pelo programa computacional R (Verséo 0.99.467 — © 2009-2015)
(R CORE TEAM, 20186).

Georreferenciamento

A residéncia de todos os pacientes incluidos no estudo foram
georrefrenciadas por meio do Global Positioning Sistem (Sistema de Posicionamento Global-
GPS) de acordo com o endereco fornecido na ficha de investigacdo de LTA do SINAN. Nos
casos em que nao foi possivel localizar o endereco do paciente, o endereco da unidade basica

de saude (UBS) onde ele foi atendido foi utilizado.

Analise espacial

O método para a estimativa de cluster local escolhido foi a varredura
espacial, desenvolvida por Kulldorff; Nagarwalla (1995). Entretanto, foi realizada adaptacéo
das caracteristicas da LTA ao método taxas de bi-varidveis; recidivas, abandono de tratamento
e leishmaniose mucosa foram relacionados aos seus opostos (caso novo, cura e leishmaniose
cutanea). Cada bi-variavel foi analisada separadamente na area de estudo. Para cada cluster
em potencial, calculou-se o teste da razdo de verossimilhanca (nivel de significancia de 5%)
comparando-se a hipdtese de que o risco da varidvel é maior no interior do circulo contra a
hipdtese de que o risco é igual para as areas dentro e fora do circulo (WHELLER, 2007;
PFEIFFER et al., 2008; KULLDORFF, 1997). O programa utilizado nesse estudo para a
analise de cluster local foi o SaTScan® versdao 9.4.2. Todos os mapas gerados foram

realizados no programa QGIS (versdo 2.18).

Anélises estatisticas
As informac0es das fichas de notificagcdo foram armazenadas em planilhas

no programa Excel, os célculos de frequéncias e producdo de graficos para a descricdo dos
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aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais dos casos supracitados foram realizados por
meio do programa Epi Info 7 (CDC-Atlanta). Para a comparacgao de incidéncias entre as RS
foram utilizados os testes de Shapiro, e entdo Kruskal Wallis.

Para avaliacao da significancia de cada variavel com relacéo a incidéncia foi
utilizado o modelo de regressdo linear multipla. A incidéncia de casos (casos/10000
habitantes) foi considerada como variavel dependente e a classificagdo climéatica de Kdppen,
proporcdo de areas de Mata Atlantica remanescente e area urbana como variaveis
independentes. Todas as variaveis apresentaram valores de p < 0.20 na analise univariada, por
isso foram incluidas no modelo de regressdao multipla, em que os valores de significancia
foram considerados com p<0,05. Para tal analise foi utilizado o programa estatistico R
(Versdo 0.99.467 — © 2009-2015).

Resultados e Discussao

Foram notificados 1451 casos de LTA nas RS participantes do projeto no
periodo de 2007 a 2016, dentre eles, 44,3% (643/1451) foram notificados na 15°RS, 11,9%
(172/1451) na 16°RS, 24,8% (360/1451) na 17°RS e 19,1% (276/1451) na 18°RS. Em 26,1%
(378/1451) dos casos notificados, o endereco da unidade bésica de saude (UBS) de
atendimento foi georreferenciado devido a incompletude do endereco do paciente na ficha de
notificacdo, os percentuais de endereco incompleto por RS foram: 19,4%, 54,1%, 28,2% e
18,6%, respectivamente. A 16%RS apresentou o maior percentual de enderecos incompletos,
provavelmente devido ao grande nimero de casos em area rural (45,9%) (Tabela 1), os quais,
em sua maioria, apresentavam 0s nomes das propriedades ao invés do endereco. A ficha de
notificacdo de LTA apresenta um campo para inser¢cdo das coordenadas geograficas do
endereco do paciente, o qual ndo foi preenchido em nenhuma das utilizadas no presente
estudo, sugere-se que esse campo passe a ser usado imediatamente, facilitando a execucéao de
estudos semelhantes ao presente e permitindo analises mais precisas.

Levando-se em consideracdo a incidéncia média de casos no periodo, foi
observada maior incidéncia nos municipios da 15% RS (Figura 2), no entanto, ndo houve

diferenca estatisticamente significativa (X?= 3,514, p= 0,3189) entre as RS.
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Figura 2. Incidéncia de leishmaniose tegumentar americana nos anos 2007 a 2016 nos

municipios pertencentes as 152 162, 172 e 182 regionais de salde do estado do Parana (A)

incidéncia média no periodo. (B) incidéncia por ano.
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Fonte: Caldart e colaboradores.

Dos 89 municipios participantes do estudo, 78 (87,6%) tiveram casos
notificados no periodo. As maiores incidéncias médias (casos/10000 habitantes) foram
observadas em: Doutor Camargo (2,0), Sdo Jorge do Ivai (1,6), Ivatuba (1,2), Ourizona (0,8) e
Nova Esperanca (0,7) da 15°RS; Itambaraca (0,9), Bandeirantes (0,9), Sdo Jerdnimo da Serra



51

(0,5) e Abatia (0,5) da 18°RS e Miraselva (0,5) da 172RS. As altas incidéncias em Doutor
Camargo e Séo Jorge do Ivai concordam com estudos anteriores (ROBERTO et al. 1997;
CURTI et al., 2009; MONTEIRO et al., 2009; NASSIF et al., 2016).

Conforme Figura 3, no periodo do estudo houve picos de casos em
2007/2008, 2011/2012 e 2015. Esses resultados demonstram um perfil ciclico da doenca ja
citado em diversos outros estudos em varios estados brasileiros (RESENDE, 2004;
CONDINO et al., 2009; NASSER; DONALISIO; VASCONCELOQS, 2009; CARVALHO et
al., 2010). No caso do presente estudo essa ciclicidade é de aproximadamente quatro anos, o
que pode ocorrer em decorréncia do fendmeno El Nifio por exemplo (CHAVES et al., 2006;
TOLEZANO et al., 2007; ALCANTARA et al., 2016). Segundo Alcantara et al. (2016), a
modificacdo climatica favorece a multiplicacdo do vetor levando a um aumento de casos de
LTA.

Figura 3. Numero de casos de leishmaniose tegumentar americana por ano (2007 a 2016) por
regional de satde (15?2 162, 172 e 18%) do estado do Parana.
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Fonte: Caldart e colaboradores.

Dentre os pacientes, 69,9% (1014/1451) eram do género masculino, 7,6%
(111/1451) tinham idade entre 0 e 14 anos e 7,5% (109/1451) eram analfabetos (Tabela 1).

Avaliando as caracteristicas dos casos incluidos no presente estudo
apresentadas na Tabela 1, pdde-se observar um perfil diferente de pacientes na 18RS quando
comparada as demais: mais da metade dos casos (51,8%) do género feminino, mais da metade
dos casos (52,9%) na faixa etaria de 50 anos ou mais e analfabetos foram mais acometidos
(22,9%) do que nas outras regionais. Até a década de 90 a LTA apresentava um perfil

exclusivamente ocupacional, estando associada principalmente a homens em idade produtiva
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e que trabalhavam em é&reas de florestas ou préximo a elas; no entanto, mudangas na
epidemiologia vem ocorrendo (MARTINS et al., 2014), de acordo com Pontello Junior; Gon;
Ogama, (2013) e Lima et al., (2002), essas diferencas indicam uma adaptacdo do vetor a
ambientes peridomésticos. No que diz respeito a zona de residéncia dos pacientes, também €
observada uma inversdo epidemioldgica nas 152, 172 e 182 RS, as quais j& apresentam mais da
metade dos casos notificados em pacientes residentes em area urbana, 82,9%, 67,8% e 61,2%,

respectivamente.

Tabela 1. Caracteristicas dos 1451 casos de leishmaniose tegumentar americana notificados

nas 1528 162, 172 e 182 regionais de saude do estado do Parana no periodo de 2007 a 2016.

15RS 16RS 17RS 18RS Todas as RS do estudo
n % n % n % n % n %
Sexo
masculino 549 85,4 113 65,7 219 60,8 133 48,9 1014 69,9
feminino 94 14,6 59 34,3 141 39,17 143 51,8 437 30,1
Idade (anos)
0-14 29 4,5 16 9,3 39 10,8 27 9,8 111 7,6
15-29 101 15,7 24 13,9 58 16,1 33 11,9 216 14,9
30-49 246 38,3 72 41,9 123 34,2 70 254 511 35,2
>50 267 41,5 60 34,9 140 38,9 146 52,9 613 42,2
Grau de instrucao
analfabeto 15 2,4 11 6,7 21 6,1 62 22,9 109 7,5
até 8 anos 369 58,2 107 64,8 156 45,2 157 58,1 789 55,8
mais de 8 anos 145 22,9 16 9,7 59 17,1 48 17,8 268 18,9
ndo determinado 105 16,6 31 18,8 109 31,6 3 11 248 17,5
Zona
urbana 532 82,9 66 38,4 244 67,8 169 61,2 1011 69,7
rural 104 16,2 79 45,9 109 30,3 99 35,9 391 26,9
periurbana 3 0,5 23 13,4 6 1,7 3 1,1 35 2,4
ignorada 3 0,5 4 2,3 1 0,3 5 1,8 13 0,9

Fonte: Caldart e colaboradores.

Conforme Tabela 2, o critério de confirmacdo da LTA foi laboratorial em
86,3% (1252/1451) dos casos e clinico-epidemioldgico nos demais; a forma clinica cutanea
foi predominante (88,3%, 1281/1451), casos novos corresponderam a 90,8% (1317/1451) das
notificacBes, a cura foi relatada em 92,2% (1240/1451) dos casos, enquanto 2,9% (40/1451)
abandonaram o tratamento.

Coinfeccdo com HIV foi observada em 0,8% dos casos (12/1451), no
entanto, 459 pacientes (31,6%) tinham o estatus de HIV ignorado. O diagnostico da
coinfec¢do Leishmania-HIV pode ter implicagdes na abordagem da leishmaniose quanto a
indicacdo terapéutica, ao monitoramento de efeitos adversos, a resposta terapéutica e a
ocorréncia de recidivas (BRASIL, 2017). Recomenda-se maior atencdo dos profissionais de

salide no sentido de solicitar o teste rapido para HIV em todos os casos de LTA.
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Foi notificado 6bito por LTA em 0,3% dos individuos (4/1451), todos
apresentavam a forma mucosa da doenca e idade acima de 70 anos, trés eram da 15% RS, um
dos casos era recidiva (Tabela 2). Idosos apresentam maior risco de ir a 6bito por LTA por
apresentarem comorbidades que podem ser exacerbadas com o tratamento (BRASIL, 2017),
esse achado reforca a necessidade de avaliacdo clinica rigorosa antes da prescricdo do
medicamento e acompanhamento durante o tratamento (NASSIF et al., 2016).

Em 8,1% (117/1451) dos casos ndo houve sucesso no tratamento inicial com
antimoniato de meglumina, sendo a anfotericina B escolhida como segunda opc¢do em 53,0%
(62/117) desses casos (Tabela 2). O antimoniato de meglumina vem sendo usado ha mais de
90 anos no Brasil (RATH et al., 2003) e € o medicamento de primeira escolha para tratamento
da LTA segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2017), apesar de apresentar consideravel
nefrotoxicidade. No entanto, outros estudos relataram a ocorréncia de falha no tratamento por
esse medicamento, devido, principalmente, a resisténcia por parte dos parasitos (PONTELLO
JUNIOR; GON; OGAMA, 2013; STRAZZULLA et al., 2013; NASSIF et al., 2016). A
anfotericina B (AB) € a segunda droga de escolha no Brasil, ndo € indicada para cardiopatas,
hepatopatas e, especialmente, nefropatas; além disso, exige a internacdo do paciente para que
seja administrada com seguranga. Em pacientes com insuficiéncia renal a molécula indicada é
anfotericina B desoxicolato (NEVES et al., 2011), por apresentar uma menor nefrotoxicidade.
Segundo Rath et al. (2003), a indUstria pouco tem contribuido no desenvolvimento de novos

medicamentos para o tratamento da leishmaniose
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos 1451 casos de leishmaniose tegumentar americana
notificados nas 152, 168, 172 e 182 regionais de saude do estado do Parana no periodo de 2007
a 2016.

15RS 16RS 17RS 18RS Todas as RS do estudo
n % n % n % n % n %
Forma clinica
cutanea 557 86,6 145 84,3 314 87,2 265 96,0 1281 88,3
mucosa 86 23,4 27 15,7 46 12,8 11 4,0 170 11,7
Tipo de caso
novo 582 90,5 161 93,6 318 88,3 256 92,7 1317 90,8
recidiva 55 8,6 10 58 28 78 20 7,2 113 7,8
Coinfecgdo com HIV
sim 6 0,9 0 0 6 1,7 0 0,0 12 0,8
nao 503 78,2 92 53,5 188 52,2 197 71,4 980 67,5
ignorado 134 20,8 80 46,5 166 46,1 79 28,7 459 31,6
Critério diagnostico
laboratorial 577 89,7 155 90,1 263 73,0 257 93,1 1252 86,3
clinico-epidemiolégico 66 10,3 17 9,9 97 26,9 19 6,9 199 13,7
Resposta ao tratamento 9,5 9,5 24,7 4,7
cura 560 91,9 125 88,0 298 91,7 257 95,5 1240 92,2
abandono 24 39 4 2,8 12 3,7 0 0,0 40 2,9
morte por LTA 3 0,5 0 0,0 0 0,0 1 0,4 4 0,3
morte por outras causas 19 31 6 4,2 8 2,5 6 2,2 39 2,9
transferéncia de caso 2 0,3 5 3,5 3 0,9 0 0,0 10 0,7
mudanca de diagnéstico 1 0,2 2 14 4 1,2 5 1,9 12 0,9
Droga usada
antimoniato de meglumina 600 93,3 158 94,6 320 91,7 273 98,9 1351 93,1
anfotericina B 6 0,9 2 1,2 10 2,9 2 0,7 20 1,4
pentamidina 2 0,3 0 0 3 0,9 0 0,0 5 0,4
outros 30 47 5 29 11 3,1 1 0,4 a7 3,2
néo usado 5 0,8 2 1,2 5 1,4 0 0,0 12 0,8
Droga usada em caso de falha
pentamidina 8 15 3 2,4 13 7,3 7 2,7 31 2,9
anfotericina B 24 47 8 6,3 27 15,2 3 1,2 62 5,8
outros 17 33 1 0,8 4 2,2 2 0,8 24 2,2

Fonte: Caldart e colaboradores.

Conforme Tabela 3, a pesquisa direta pelo parasito foi 0 exame laboratorial
mais solicitado pelos médicos (65,2%; 835/1281), seguido do teste de Montenegro
(55,0%;705/1281) e a histologia (29,3%; 376/1281) nos casos de forma cutanea de LTA. Em
se tratando da forma mucosa, o teste de Montenegro foi solicitado em 57,6% casos (98/170), a
histologia em 37,6% (60/170) e o exame parasitolégico em 35,3% (60/170). Em 10,6%
(154/1451) dos casos nenhum dos trés exames supracitados foram solicitados, 78,6%
(121/154) eram casos novos. Os municipios da 172RS foram o0s que mais concluiram o
diagnostico por meio do critério clinico-epidemiolégico (26,9%). Dentre os 121 casos cujo
diagndstico foi clinico-epidemiolégico (sem solicitagdo de exame laboratorial), quatro foram
a Obito por outras causas, um foi transferido e dois tiveram mudanca de diagnostico. Levando-
se em consideracao a disponibilidade dos exames laboratoriais na rede publica de salde e os

riscos inerentes ao tratamento, situacbes como essa devem ser investigadas em especifico
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pelas RS com o intuito de verificar se houve falha de conduta profissional ou dificuldades
para coleta e envio de material para diagnostico.

Tabela 3. Caracteristicas do diagndstico laboratorial dos 1451 casos de leishmaniose
tegumentar americana notificados nas 15 16% 172 e 18?2 regionais de salde do estado do
Parana no periodo de 2007 a 2016.

Forma cutanea Forma mucosa
n=1281 n=170
Teste/resultados n % IC* 95% n % IC 95%
Exame parasitoldgico
positivo 749 58,5 55,7-61,1 49 28,8 22,1-36,3
negativo 86 6,7 55-8.2 11 6,5 3,3-113
ndo realizado 446 34,8 32,2-374 110 64,7 57,0-71,9
Teste de Montenegro
positivo 655 51,3 48,4 - 53,9 90 52,9 45,1 -60,6
negativo 50 3,9 29-51 8 4.7 2,0-9,0
nao realizado 576 449 423 - 47,7 72 42,3 34,8 - 50,1
Histologia
presenca do parasito 187 15,2 13,3-17,3 19 11,9 7,3-18,0
compativel 119 9,7 8,1-11,4 29 18,2 12,6 -25,1
ndo compativel 70 5,7 45-71 12 7,5 3,9-12,8
ndo realizado 857 69,5 66,9 -72,0 99 62,2 54,2 - 69,8

Fonte: Caldart e colaboradores.

Na analise de regressdo as variaveis altitude, temperatura, pluviosidade,
clima e IDH-M ndo se mostraram como uma influéncia significativa na incidéncia da LTA
nos municipios. Por outro lado, foi observado que quanto menor a propor¢do de Mata
Atlantica remanescente, maior a incidéncia de LTA no municipio (p=0,004) (Figura 4),
corroborando com a hip6tese de que a LTA humana se expande em locais com desmatamento
(CHAVES et al., 2006). Lima et al. (2002), por meio de imagens de sensoriamento remoto no
Parana observaram gque municipios com alto grau de destruicdo da mata nativa apresentam
uma maior concentracdo de casos de LTA. Essa associacdo ocorre por que 0 parasito
Leishmania, seus vetores e reservatorios estdo presentes em éareas de florestas ndo
modificadas pelo ser humano, quando o homem invade e modifica essas areas, passa a ter
contato intimo com o ciclo de transmissdo. Além disso, as modifica¢cbes ambientais acarretam
em mudancas na ecologia do parasito, seus vetores e reservatorios que precisam se adaptar
para sobreviver, dessa forma, encontram abrigo em ambientes peridomésticos formando
novas areas de risco (VALERO, 2017).
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Figura 4. Incidéncia de casos de leishmaniose tegumentar americana notificados nos
municipios das 152, 162, 172 e 182 regionais de salde do estado do Parana no periodo de 2007

a 2016 de acordo com o uso do solo.
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Fonte: Caldart e colaboradores.

Por meio da analise de agrupamentos, quando avaliada a concentracdo de
recidivas em relagdo a casos novos, foi observado um cluster na 15°RS ndo significativo
estatisticamente (p=0,0680) (Figura 5). Ainda que sem significancia estatistica, € uma
informacao intrigante, visto que o cluster abrange varios dos municipios de maior incidéncia
de LTA do presente estudo e também de estudos prévios (ROBERTO et al. 1997; CURTI et
al., 2009; MONTEIRO et al., 2009; NASSIF et al., 2016), demonstrando que os individuos
residentes nesses municipios sofrem elevada pressdo de infeccdo, provavelmente devido a

grande quantidade de vetores e reservatorios infectados.
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Figura 5. Andlise de grupamentos para avaliar a concentracdo de recidivas em relagdo aos
casos novos de leishmaniose tegumentar americana notificados nas 152 162 172 e 18?2
regionais de saude no periodo de 2007 a 2016.

Treatment @

* Recidive
New
[ Recidive infection cluster
R Municipality limits

16 [J Regional Health limits
0 15 30 km

Fonte: Caldart e colaboradores.

Em municipios da 15°RS foram observados clusters estatisticamente
significativos de abandono de tratamento em relacdo aos casos curados, sdo eles: Maringa
(cluster 1, p=0,0003) e Ourizona (cluster 2, p=0,031) (Figura 6). Segundo Nassif et al. (2016),
0 abandono do tratamento pode levar ao desenvolvimento da forma mucosa da LTA, observar
a ocorréncia de um cluster da ocorréncia de abandono de tratamento na RS com maior
ocorréncia leishmaniose mucosa (23,4%) e com elevado percentual de recidivas (8,5%)
sugere um padréo de comportamento inadequado dos pacientes e demonstra a necessidade de
um acompanhamento de abandono de tratamento e maior conscientizagdo desses pacientes e
treinamento do pessoal envolvido. S&o escassos 0s estudos que explicam as causas do
abandono do tratamento da LTA (ALCANTARA et al., 2016); levando-se em considerac&o
gue o tratamento é oferecido pelo sistema Unico de satde (SUS) no Brasil e que o prognostico
¢ bom quando tratada adequadamente, sugerimos que o tempo de tratamento e os efeitos

adversos sdo os principais fatores que influenciam na desisténcia, demonstrando, mais uma
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vez, a necessidade de investimento massivo no desenvolvimento de novas moléculas para o
tratamento de LTA.

Figura 6. Andlise de grupamentos para avaliar a concentracdo de abandono de tratamento em
relagcdo aos casos curados de leishmaniose tegumentar americana notificados nas 152, 16?8, 172
e 182 regionais de saude do estado do Parana no periodo de 2007 a 2016.

15,17-_.:-;?‘"

0 10 20 km

‘ ot o Treatment
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' @) Municipality limits
[ Regional Health limits

0 5 10 km

Fonte: Autores

Seis clusters de casos de LTA cuja forma clinica era mucosa foram
identificados na andlise de agrupamentos, no entanto, somente os clusters 1 (p=0,0008), 2
(p=0,0110) e 3 (p=0,0410) apresentaram significancia estatistica (Figura 7). O agrupamento 1
envolve os municipios de Cambé e Londrina (172RS), enquanto que o 2 foi identificado no
municipio de Maringa (15°RS). O grupamento 3 envolve 20 municipios, sete da 17°RS
(Cambé, Londrina, Pitangueiras, Rolandia, Jaguapitd, Prado Ferreira e Miraselva), cinco da
162 RS (Apucarana, Arapongas, Cambira, Sabaudia e Jandaia do Sul), por fim, oito das 15°RS
(Astorga, Mandaguari, Marialva, Maringd, Munhoz de Melo, Santa Fé, Sarandi e Iguaragu).

A 15°RS apresentou mais casos de LTA com forma clinica mucosa do que
as demais (23,4%) no presente estudo (Tabela 2), resultado que corrobora com Nassif et al.
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(2016), que afirmam que a forma clinica mucosa vem apresentando aumento progressivo nos
municipios da 15?RS. Essa forma clinica pode estar associada a cepas especificas da espécie
L. (V.) braziliensis na regido Norte do Parana (SILVEIRA et al., 1999; CASTRO et al., 2002)
e também pode ter relacdo com a ocorréncia de abandono de tratamento, como ja previamente

citado.

Figura 7. Analise de grupamentos para avaliar a concentracdo de casos de forma clinica
mucosa em relacdo aos casos cuja forma clinica foi cutanea de leishmaniose tegumentar
americana notificados nas 152 168 172 e 182 regionais de salude do estado do Parand no
periodo de 2007 a 2016.

6,

17
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Fonte: Caldart e colaboradores.
Estudos epidemiologicos e de andlise espacial sdo importantes, pois
permitem avaliar o perfil dos pacientes e estabelecer padrdes, desta forma geram informacoes

que colaboram para que as ac¢Oes de prevencao e controle sejam direcionadas e efetivas.

Concluséao

Os dados apresentados no presente trabalho demonstram que medidas

preventivas e de educacdo em salde devem ser principalmente direcionadas a areas de maior
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degradacdo da mata nativa; bem como, o desmatamento deve ser contido para que se possa
evitar a expansdo da LTA no Norte do Parana. Além disso, demonstram a necessidade de
acOes imediatas por parte dos gestores nos municipios da 152RS principalmente no sentido de

conscientizar os pacientes com relacao as consequéncias do abandono do tratamento.
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Abstract

Dogs are considered the main reservoirs of visceral leishmaniasis for humans, which also
present a chronic and severe clinical picture when affected. The objective of the present report
was to describe a canine visceral leishmaniasis case diagnosed in Londrina, an indene city,
and its investigation. A street animal with extensive dermatological lesions, onychogryphosis,
mild anemia and leukopenia was attended at a veterinary hospital in Londrina, where
positivity was reported for Leishmania spp. in serological tests. Cytology was positive in bone
marrow, PCR and parasite culture were positive in skin, spleen, liver, lymph node and bone
marrow, and DNA sequencing confirmed the species of the parasite as L. (L.) infantum. The
official diagnosis was made by the Central Laboratory of Parana, and through an official
report, an investigation of the case was started for the confirmation of autochthony. An active
search for the vector and other canine cases in the neighborhood was carried out along with a
search for information on the origin of the animal in question. However, the species,
Lutzomyia longipalpis, new canine cases, or origin of the sick animal were not identified.
Although, the present case cannot be confirmed as autochthonous, we suggest that it is
necessary to disseminate the present report to serve as a warning to veterinarians and other
public health professionals in the northern region of Parand to be attentive to suspicious cases
and to not fail to investigate these cases to the end.

Key words: Leishmania (L.) infantum. Lutzomyia longipalpis. Street dog.
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Resumo

Os cdes sdo considerados os principais reservatorios da leishmaniose visceral para 0s
humanos e também apresentam quadro clinico crénico e grave quando acometidos. O objetivo
do presente relato foi descrever um caso de leishmaniose visceral canina diagnosticado em
Londrina, um cidade indene, e sua investigacdo. Um animal de rua com extensas lesfes
dermatoldgicas, onicogrifose, anemia leve e leucopenia foi atendido em um hospital
veterinario em Londrina, onde a positividade foi relatada para Leishmania spp. em testes
soroldgicos. A citologia foi positiva na medula déssea, a PCR e a cultura parasitaria foram
positivas na pele, baco, figado, linfonodo e medula dssea. Com o sequenciamento de DNA
confirmamos as espécies do parasita como L. (L.) infantum. O diagndstico oficial foi feito
pelo Laboratorio Central do Parand e, através de um relatorio oficial, iniciou-se a investigacao
do caso para a verificacdo de autoctonia. Foi realizada uma busca ativa do vetor e outros casos
caninos suspeitos no bairro, bem como a procura de informagdes sobre a origem do animal
doente. No entanto, a espécie Lutzomyia longipalpis ndo foi identificada, nem novos casos
caninos foram identificados ou mesmo a origem do animal doente esclarecida. Embora o
presente caso ndo possa ser confirmado como autdctone, sugerimos que seja necessario
divulgar o presente relato para servir de aviso aos veterinarios e outros profissionais de saude
publica na regido norte do Parana para estarem atentos a casos suspeitos e nao deixar de
investigar esses casos até o fim.

Palavras-chave: Leishmania (L.) infantum. Lutzomyia longipalpis. Cao errante.

Introduction

The main etiologic agent of human and canine visceral leishmaniasis (VL)
in Brazil is Leishmania (Leishmania) infantum, and its vectors are Lutzomyia longipalpis and
Lutzomyia cruzi; the latter has been incriminated as a vector so far only in Mato Grosso do
Sul state (SANTOS et al., 1998). Approximately 58,000 new human cases of VL are reported
annually in the world; Brazil annually reports an average of 3,481 cases with an average
mortality rate of 7.2% (ALVAR et al., 2012). The transmission conditions of leishmaniasis
are continually changing in relation to environmental, demographic and human behavioral
factors that lead to changes in the geographical reach and density of vectors and reservoirs,
which increase human and animal exposure to infected sandflies (CALDART et al., 2017).
What has occurred in the southern region of Brazil in recent years is proof of the frank

geographical expansion of this disease. The vector was first identified in 2009 in Rio Grande
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do Sul (BRASIL, 2010), a state that now represents 19 confirmed human cases. Santa
Catarina had the first canine case reported in 2011 and the first human case reported in
August 2017 (WENZEI, 2017); thus far, the vector has not been found in this state. In the
state of Parana, the vector was first described in 2012 in Foz do Iguacu (SANTOS et al.,
2012), the southwest region of the state (500 km from Londrina), and in 2013, autochthonous
canine cases had already shown faster agent expansion (BISETTO-JUNIOR et al., 2014), and
the first human case was reported in 2015. Despite the efforts of the municipal and state
health agencies, it was not possible to contain the vector propagation and agent dispersion
between dogs and humans, leading to two deaths in just two years in Foz do Iguagu. It has
been reported that the vector has already advanced approximately 60 km, having been found
in the municipality of Medianeira (verbal communication). Allochthonous canine cases are
frequently diagnosed in municipalities, such as Curitiba and Londrina (THOMAZ-SOCCOL
et al., 2009). Taking into account that dogs are the main reservoir of this disease for humans,
the intense risk to the state is clear and depends on whether the geographical expansion of the
vector to this important zoonosis is stalled.

Visceral canine leishmaniasis is spreading rapidly from cities in the western
part of Sdo Paulo state (Presidente Prudente, 167 km from Londrina), which is the most
feasible route to be traveled by the disease (parasite and vector) toward the northern border of
the Parand state (D'ANDREA et al., 2015); these two states are separated by the
Paranapanema River. The objective of the present report was to describe a canine visceral

leishmaniasis case diagnosed in Londrina and its investigation.

Materials and Methods

In January 2017, a female canine of undetermined breed, of approximately
seven to twelve months of age, was attended after being found on the street. An anamnesis
and physical examination were done, blood and serum were collected for hemogram and for
indirect immunofluorescence test (IFAT) (OLIVEIRA et al., 2009) and an enzyme
immunoassay (ELISA) (SZARGIKI et al., 2009) for the detection of anti-Leishmania spp.
antibodies was performed. A serum sample was sent to the Central Laboratory of the State of
Parana (LACEN), where a series of official tests (rapid test and ELISA) were performed.

After clinical and laboratory diagnosis of canine visceral leishmaniasis
(CVL), euthanasia was recommended, since the animal had no responsible person and carried

a severe zoonosis at an advanced stage, posing a risk to public health. A necropsy of the
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animal was performed, as well as bone marrow puncture for cytology and the collection of
organ fragments for PCR of the ITS1 gene (SCHONIAN et al., 2003) and parasite culture.
The parasite culture was performed in diphase medium Blood Agar Base (BAB) and
Schneider.

The investigation of the case was carried out together with the Health
Surveillance Unit of the Municipality and with the 17th Regional Health Center of the State of
Parana to verify the autochthony of the same. Falcon automatic light traps were placed where
the animal was found (-23.324970°; -51.185379°), for three consecutive days from 6:00 p.m.
to 6:00 a.m., for the collection of sandflies in the month of March, which is suitable for this
type of collection because it still presents high temperature and humidity. Municipal agents of
endemics made an active search from house to house for new cases in the neighborhoods
where the sick dog was found and took photos of the sick animal with the objective of
identifying a possible owner.

This study was approved by the Ethics and Animal Experimentation

Committee of Londrina State University (UEL) and was approved (n°124/16) for execution.

Results and Discussion

The animal presented claudication in the right anterior limb with the
absence of proprioception, increased volume and angular deviation of the carpo-radio-ulnar
joint, extensive lesions of the skin, with alopecia, epidermal collars, crusting, scaling,
hyperpigmentation, hyperkeratosis and onychogryphosis (Apéndice A). In the radiographic
examination, an ulna fracture was identified with bad union and osteopenia. The hemogram
showed mild anemia with hematocrit of 32% and leukopenia of 4200.

Regarding the serological tests, the animal had a titer of 320 to IFAT and
positivity to the ELISA. In cytology, promastigote forms were observed inside and outside the
cytoplasm in bone marrow macrophages (Figure 1). The PCR and parasite culture were
positive in skin, spleen, liver, lymph node and bone marrow samples. The parasite species, L.
(L.) infantum, was confirmed after DNA sequencing of the ITS1 gene. At necropsy,
abdominal fluid and increased splenic white pulp were observed. The tests carried out at
LACEN, and both ELISA and the rapid test were positive, leading to the official confirmation

of the case and triggering of its investigation.
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Figure 1. Presence of amastigote forms compatible with Leishmania spp. inside and outside

the cytoplasm of macrophages.

The active search from house to house could neither find any new suspected
cases in the neighborhood nor obtain information about the origin of the sick animal.
Lutzomyia longipalpis was not captured in any of the traps for sandfly collections, although
the search was made during the period of great circulation of the vectors. Thus, the
investigation was inconclusive, not allowing for the notification of this case as the first
autochthonous case in the municipality of Londrina.

Because the place where the animal was found is close to a highway, we can
suggest that it may even have come, for example, from S&o Paulo. The animal’s age makes us
think that it may have acquired the disease through transplacental transmission.

According to reports from residents and watchmen, the place where the
animal was found, a valley bottom (Apéndice B), is a place where animals are abandoned,
which makes the investigation more complex, since the animal possibly did not acquire the
disease in that neighborhood. The absence of vectors does not exclude the possibility of local
infection. Santa Catarina state has notified of CVL cases since 2011, and so far, the vector has
not been identified in the state (WENZEI, 2017). In Rio Grande do Sul state, the vector was
identified one year after the notification of the first CVL case (BRASIL, 2010).

A study published in 2017, concerned with synanthropic rodents from the
municipality of Londrina, reported a specimen of the species Rattus rattus harboring the
protozoan L. (L.) infantum in blood (CALDART et al., 2017). Although the present case
cannot be confirmed, as autochthonous together with the discovery in the roof rat, we suggest
that it is necessary to disseminate the present report to serve as a warning to veterinarians and
other public health professionals in the northern region of Parand to be attentive to suspicious
cases and to not fail to investigate these cases to the end.

Conclusion
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The diagnosis of canine visceral leishmaniasis in the present case was based
on evident clinical signs, physical examination, complementary exams and an official
LACEN report. Although the present case cannot be confirmed as autochthonous, we suggest
that it is necessary to disseminate the present report to serve as a warning to veterinarians and
other public health professionals in the northern region of Parand to be attentive to suspicious

cases and to not fail to investigate these cases to the end.
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EVALUATION OF AN ACTIVE AND EARLY EPIDEMIOLOGICAL
SURVEILLANCE METHODOLOGY OF VISCERAL
LEISHMANIASIS BY MOLECULAR DETECTION IN RAN OVER WILD FAUNA.

AVALIACAO DE UMA METODOLOGIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICLA\
ATIVA E PRECOCE DA LEISHMANIOSE VISCERAL POR MEIO DE DETECCAO
MOLECULAR EM FAUNA SILVESTRE ATROPELADA

Eloiza Teles Caldart, Fernanda Pinto Ferreira, Andressa Maria Rorato Nascimento de Matos,
Aline Ticiani Pereira Paschoal, Amanda Bertdo Santos, Regina Mitsuka-Breagand, Italmar
Teodorico Navarro

ABSTRACT

Scientific studies have shown that wild animals can serve as important sentinels of the wild
cycle of visceral leishmaniasis, especially in places where it has not yet effectively established
in the urban cycle. The present study aimed to evaluate the methodology of active
surveillance of visceral leishmaniasis by detecting Leishmania (Leishmania) infatum DNA in
organs of wild animals run over from November 2016 to October 2018 in municipalities in
the North of Parana. Ran over wild animals were collected in four specific transects with
200km each; collections were also carried out by means of communication of the trampling to
co-participating institutions. The collection point was georeferenced and a form with
information regarding the place of the trampling and the animal was filled. The animals were
autopsied and samples of bone marrow, lymph node, liver, spleen and ear tip skin were
collected. Genomic DNA was extracted and submitted to PCR for amplification of
Leishmania spp. 18S and ITS1 genes, DNA sequencing for species definition and molecular
characterization of the parasite was performed. Of the 66 mammals collected, one lesser
anteater (Tamandua tetradactyla) collected near a bottom of valley in the municipality of
Cambé in the autumn of 2017 presented DNA of Leishmania subgenus Viannia in lymph
node, confirmed by DNA sequencing. The proposed methodology proved to be effective in
the active surveillance of visceral leishmaniasis, since it was able to detect the presence of
Leishmania spp. in organs of run over wild animals. Although in the present study no DNA of
L. (L.) infantum was detected in any of the organs of the animals evaluated, the active
epidemiological surveillance should be constant, once the risk remains real in North Parana
since it is proximity to endemic municipalities in the west of Sdo Paulo.

Key words: One Health. Active surveillance. Sentinel. Lesser-anteater. Running over.

RESUMO

Estudos cientificos demonstram que animais silvestres podem servir como importantes
sentinelas do ciclo silvestre da leishmaniose visceral, principalmente em locais nos quais ela
ainda n&o se estabeleceu de forma efetiva no ciclo urbano. O presente estudo objetivou avaliar
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uma metodologia de vigilancia ativa de leishmaniose visceral por meio de deteccdo de DNA
de Leishmania (Leishmania) infatum em Orgdos de animais silvestres atropelados de
novembro de 2016 a outubro de 2018 em municipios do Norte do Parana. Animais silvestres
atropelados foram coletados em quatro transectos especificos com 200km cada; também
foram realizadas coletas mediante comunicagdo do atropelamento a instituicdes co-
participantes. O ponto da coleta foi georreferenciado e um formulario com informac6es
relativas ao local do atropelamento e ao animal foi preenchida. Os animais foram autopsiados
e amostras de medula dssea, linfonodo, figado, baco e pele de ponta de orelha foram colhidas.
DNA genémico foi extraido e submetido a PCR para amplificagdo dos genes 18S e ITS1 de
Leishmania spp., sequenciamento de DNA para definicdo da espécie e caracterizacdo
molecular do parasito foi realizado. Dos 66 mamiferos avaliados, um tamandud-mirim
(Tamandua tetradactyla) coletado proximo a um fundo de vale no municipio de Cambé no
outono de 2017 apresentou DNA de Leishmania subgénero Viannia em linfonodo,
confirmado por sequenciamento de DNA. A metodologia proposta se mostrou eficaz na
vigilancia ativa da leishmaniose visceral, visto que, foi capaz de detectar a presenca de DNA
de Leishmania spp. em érgdos de animais silvestres atropelados. Embora no presente estudo
ndo tenha sido detectado DNA de L. (L.) infantum em nenhum dos 6rgdos dos animais
avaliados, a vigilancia epidemioldgica ativa no Norte do Parana deve ser constante, pois o
risco permanece real visto a proximidade com municipios endémicos do oeste paulista.

Palavras-chave: Saude Unica. Vigilancia ativa. Sentinela. Tamandua-mirim. Atropelamento.

Introduction

Parasites of the genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) are
protozoans that infect numerous species of mammals (GRAMICCIA, 2011). In nature, all
Leishmania species are transmitted to the vertebrate host by the bite of hematophagous
females of various sandfly species (Insecta, Diptera, Psychodidae). Infections by the above-
mentioned parasite can lead to diseases with a broad spectrum of clinical signs; these are
collectively known as leishmaniasis, which are neglected infectious diseases that afect 20
million people worldwide (DUJARDIN et al., 2008). The circumstances of transmission of
leishmaniasis are continually changing in relation to environmental, demographic and human
behavior factors, which lead to changes in the reach and density of vectors and reservoirs,
increasing human and animal exposure to infected sandflies (ROQUE; JANSEN, 2014).

A real geographical expansion of visceral leishmaniasis has occurred in the
southern region of Brazil in recent years. In the state of Parana, the vector (Lutzomyia
longipalpis) was first identified in 2012 in Foz do Iguagu (SANTOS; FERREIRA; BISETTO
JUNIOR; 2012), West region of the state. The autochthonous canines cases in 2013
demonstrated the rapid expansion of the agent (BISETTO JUNIOR; THOMAZ-SOCCOL,;
NAVARRO; 2014) and the first reported human cases occurred after 2015 (SINAN, 2019).
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Despite the efforts of the municipal and state health agencies, it was not possible to contain
vector propagation and agent dispersion between dogs and humans, causing four deaths from
2015 to 2017 (SINAN, 2019). The advance of the vector was confirmed by about 60 km
beyond Foz do Iguacu, and was found in the municipality of Medianeira (verbal
communication of Dr. Vanete Thomaz-Soccol). Taking into account the entire southern
region of Brazil, the vector was first identified in 2009 in Rio Grande do Sul (BRAZIL,
2010), a state that presented 27 notified human cases by 2017; Santa Catarina had the first
canine cases reported in 2011 (STEINDEL et al., 2013) and the first human case reported in
August 2017 (SINAN, 2019).

The northern region of the state of Paran is considered indene for visceral
leishmaniasis; however, findings in synanthropic rodents and dogs have indicated that the
agent is circulating in the region (CALDART et al., 2017; CALDART et al., 2018). The most
intriguing is the absence of the vector in this region of the state, both in scientific studies of
fauna surveys of sandflies (OLIVEIRA et al., 2000; MEMBRIVE et al., 2004; DIAS-
SVERSUTTI et al., 2008; SILVA et al., 2008; CERINO; TEODORO; SILVEIRA, 2010;
REIS et al., 2011; SANTOS; FERREIRA; BISETTO JUNIOR, 2012; MELO et al., 2013), as
well as in studies carried out by the Entomological Surveillance of the Health Department of
the State of Parana (verbal communication). Canine visceral leishmaniasis spread quickly in
cities of the western state of. S&o Paulo, being the most feasible route to be covered by the
disease (parasite and vector) towards the northern border of the state of Parana (D’ANDREA
et al., 2015), the two states are separated by the Paranapanema River, which may justify the
delay in the entry of the disease in the municipalities of Paran, which border S&o Paulo.

In Brazil, opossums and wild canids are potential reservoirs of L. (L.)
infantum and some scientific studies have demonstrated that they can serve as important
sentinels of the wild cycle of this infection, especially in places where it has not yet been
effectively established in the urban cycle (ROQUE; JANSEN, 2014), that is, they are even
more precocious sentinels than domestic dogs in the active surveillance of visceral
leishmaniasis for humans.

The present study aimed to evaluate a methodology of active and early
surveillance of visceral leishmaniasis by detecting L. (L.) infatum DNA in organs of wild
animals run over from November 2016 to October 2018 in municipalities in the North of

Parana.



76

Material and Methods

Ethical Aspects

The project was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA)
of the State University of Londrina on October 2017 under number 30/2017 (Annex C) and
was approved by the System of Authorization and Information on Biodiversity (SISBIO) on
October 2016 under number 55384-1 (Annex D).

Study Area

The state of Parand is divided into 22 health regions (HR), the municipalities
participating in the study are those attended by the 15th, 16th, 17th and 18th HR (Figure 1),
whose main municipalities are Maringa, Apucarana, Londrina and Cornélio Procépio,
respectively. The HR are co-participating institutions, as well as the 2nd Environmental

Police Company and the Londrina City Hall.

Figure 1: Map of the state of Parana, with emphasis on the municipalities participating in the

research project.
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Collecting Run Over Animals

Run over wild animals found in the municipalities covered by the 18th,
17th, 16th and 15th HR of the state of Paranad during the period from November 2016 to
October 2018 were collected. The project team traveled four specific transects (Figure 2), one
each week, that cover 89 municipalities of the North of Parana. Transect 1, also called South
transect, involves the 16th and 17th HR and has as boundaries the municipalities of Londrina
California and Maué da Serra. Transect 2, or East, covers the 17th and 18th HR, is bounded
by the municipalities of Londrina, Cornélio Procopio and Sertaneja. Transect 3, or North,
covers the 17th HR, the cities of Rolandia, Prado Ferreira, Alvorada do Sul, Bela Vista do
Paraiso and Londrina are its limits. Transect 4, or West, involves the 15th, 16th and 17th HR
and has as boundaries the municipalities Mandaguari, Maringa, Astorga, Jaguapitd. The point
of departure and arrival of the transects was always Londrina (-23.2927°, -51.1732 23°), the
average speed used was 40 to 60km/h. Collects were also made through communication of the
trampeling to the 2nd Company of Environmental Police, 2nd Road Police Company.

The animals were collected dead, without evisceration, without crushing in
the abdomen and skull, absent from fly larvae, preferably rigor mortis. They were then placed
in specific bags for biological material and transported to the State University of Londrina
(UEL) where they were kept in a cold room until the autopsy was performed.

Georeferencing and Epidemiological Research

The coordinate reference system used was EPSG:31981 and all the
trampling points of the study were mapped using the global positioning system (GPS). The
spatial analysis of the occurrence was performed in the QGIS program, version 2.14.1, using
the Kernel intensity estimator.

For the epidemiological investigation a form was filled out for each animal
collected for the purpose of obtaining data of the trampling site, trampled animal conditions

and autopsy information (Appendix A).
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Figure 2: Transects traveled weekly in the active search of wild animals run over in
municipalities of the North of Parand from November 2016 to October 2018.

N

CAMBE A
ROLANDIA

SERTANEJA

RTANO S
S

LEOPOLIS
INA SEl

IBIPORA o PROCOPIO

b A=

LONDRINA

TRANSECT 1 TRANSECT 2 0 10 204

FLOREZTOPOLIS

BELA VISTA DO PARAISO

MIRASELVA

JAGUAPITA

LONDRINA LONDRINA

APUCARANA
CAMBIRA

TRANSECT 3 — TRANSECT 4 -

Source: Caldart and collaborators.

DNA Extraction and PCR

DNA extraction from bone marrow, lymph node, spleen, liver and ear tip skin
was performed with the commercial PureLink Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher
Scientific) according to the manufacturer's recommendations. A negative control (ultrapure
water) was added to each extraction set. The extracted material was aliquoted into 1.5 ml
sterile polypropylene tubes, identified and stored at -20 ° C, for use in the PCR. In order to
control the quality of the DNA extraction, quantification was performed using L-QUANT
(Loccus Biotecnologia), the samples whose extracts had no minimum concentration of
30ng/uL were submitted to extraction again, those that did not present the minimum quantity

in the second extraction were excluded from the study.
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For the DNA amplification of the parasites of Leishmania genus, two
different PCR protocols were used with the aim of increasing the sensitivity. The first
protocol was a nested-PCR (nPCR) whose target is a fragment of the smaller ribosomal
subunit (18S), a highly conserved region among Leishmania species. In this nPCR the first
reaction was performed with primers R221 and R332 (VAN EYS et al., 1992) amplifying
parasites of the order Kinetoplastida, the conditions of the reaction were denaturation 94°C
for 5min, followed by 35 cycles of 30 sec to 94°C, 55°C, and 72°C, and a final extension at
72°C for 5min. The resulting amplification of the first reaction was 603bp and was used as a
sample for the second reaction. The conditions of the second reaction of nPCR were similar to
those of the first, except that the annealing temperature was 60 ° C, of which the primers used
were R222 and R333 and the generated fragment was 353bp (VAN EYS et al., 1992). To
avoid inhibition in the second reaction of nPCR due to the large amount of DNA, the second
reaction was performed twice, once without diluting the result of the first reaction and once
diluting the result of the first reaction in a 1: 4 ratio. The second protocol used was a simple
PCR that amplifies the gene ITS1 of the genus Leishmania, region more polymorphic than the
18S, which allows better discrimination of the different species through DNA sequencing.
LIT.SR and L5.8S primers were used (SCHONIAN et al., 2003) and the reaction conditions
were denaturation 94°C for 5 min, followed by 35 cycles of 30 sec at 94°C, 55°C, and 72°C,
and a final extension at 72°C for 5 min. The size of the fragment generated varies from 300 to
350bp according to the Leishmania species amplified.

For the amplifications, Platihnum®Taq DNA Polymerase (Life
Technologies) was used. The two PCR protocols employed had an analytical sensitivity of
25fg, that is, they detected one parasite. All the reaction sets included a negative control
(ultrapure water) and a positive control whose Leishmania species did not occur in Brazil (L.
(L.) tropica IOCL0571 or L. (L.) major IOCL0581) to avoid any suspicion of contamination.
The amplified products generated in the PCR reactions were visualized after 1.5% agarose gel
electrophoresis (Invitrogen®) stained with syBr safe DNA stain (Invitrogen®) in a horizontal
vat with TEB 1X solution pH 8.4 (89mM Tris, 89mM boric acid, 6mM EDTA) as running
conducting fluid. The gel was visualized under UV light using Loccus biotechnology software
to obtain the images.

In order to avoid errors due to non-specific amplification, only samples with

DNA sequencing confirmation were considered positive in the present study.
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DNA Sequencing by Sanger

PCR products were purified with PureLink Gel Extraction Kit (Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA) and quantitated using L-QUANT. Direct sequencing
was performed using BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA) on the 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, USA)
according to the manufacturer's instructions.

The sequences obtained were examined for quality by the PHRED software
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph). Consensus sequences were determined by CAP3
software (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/cgi-bin/phph/cap3.pl) and sequence identity
was obtained by comparison with all sequences deposited on GenBank using the BLAST
software (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). Other analyzes were carried out with

BioEdit and Chromas software.

Results

In the 24-month period (November 2016 to October 2018), 66 mammals
were collected in 24 different municipalities (Figure 3 and 5); it is estimated that one in five
specimens observed were in collecting conditions. The most collected animal species was
Didelphis albiventris, representing 37.9% of the total (25/66). We highlight the large number
of carnivores (24.2%, 16/66) represented by eight species; among them Leopardus wiedii,
which is considered almost threatened by the International Union for the Conservation of
Nature and Natural Resources (IUCN) and Leopardus guttulus, already among the
endangered and classified species as vulnerable by IUCN (Figure 4).

Most of the animals were collected in autumn (34.9%), followed by spring
(28.6%) and winter (26.9%); 59.1% were males; 61.3% were adults, 35.5% were young and
3.3% were puppies. The death of the collected animals, in 72.6% of the cases, occurred by
single contusion predominantly in the head. Among the trampling sites, 3.5% had traffic signs
indicating the presence of wild animals on the highway, 48.2% had speed limit signs and
83.6% were near water courses (considering a radius of 2km). All the animals were less than
5km away from some kind of green area. Regarding the transects, 15 animals were collected
inT1,9in T2, 3in T3 and none in T4, 59.1% (39/66) were collected outside transects.
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Figure 3. Geographic distribution of trampled wild animals collected in streets and highways

of 24 municipalities belonging to the 15 th, 16 th, 17 th and 18 th regional health centers of

the state of Parana from November 2016 to October 2018.
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Figure 4. Conservation status of trampled wild animals collected from streets and highways of

24 municipalities belonging to the 15 th, 16 th, 17 th and 18 th regional health centers of the

state of Parana from November 2016 to October 2018.
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Figure 5. Kernel map demonstrating the concentration of trampled wild animals collected on
streets and highways of 24 municipalities belonging to the 15 th, 16 th, 17 th and 18 th

regional health centers of the state of Parana from November 2016 to October 2018.
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Source: Caldart and collaborators.

Table 1 shows the success rate of DNA extraction and amplification results
per organ evaluated, Table 2 shows the results of amplifications and DNA sequencing per
positive animal. Figure 6 shows the phylogenetic relationship between the sequences obtained
in the present study and those available in GeneBank.

Table 1. Results of DNA extraction and polymerase chain reactions for DNA amplification of
Leishmania spp. of bone marrow, lymph node, spleen, liver and skin of wild animals run over

in municipalities of the North of Parana from November 2016 to October 2018.

. . PCR
Tissue DNA extraction ITS1 185 18S (1:4)
Liver 65/66 (98.5%) 0 0 0
Ear skin 54/63 (85.7%) 6 0 2
Bone marrow 47/60 (78.3%) 5 1 1
Lymph node 43/56 (76.8%) 0 0 1
Spleen 46/65 (70.8%) 3 0 0

*Differences in the number of samples submitted to DNA extraction are due to the collection conditions of each
animal
Source: Caldart and collaborators.
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Table 2. PCR for Leishmania spp. and DNA sequencing results for wild animals run over in

municipalities of Northern Parana from November 2016 to October 2018.

ID Species Tissue PCR DNA sequencing
Puma concolor BM ITS1 Inespecific amplification

7 Dasypus novemcinctus BM ITS1 Inespecific amplification

10  Leopardus weidii ES ITS1 Waiting results

15  Tamandua tetradactyla BM,LN,S  ITS1,18S (1:4), ITS1  Viannia subgenus™™ %

24 Procyon cancrivorus ES 18S (1:4) Waiting results

42 Leopardus pardalis ES ITS1 Inespecific amplification

46  Didelphis albiventris ES 18S (1:4) Waiting results

51  Tamandua tetradactyla ES ITS1 Waiting results

52 Dasypus novemcinctus ES ITS1 Waiting results

59  Tamandua tetradactyla S, ES ITSL, ITS1 Waiting results

77 Galictis cuja BM ITS1 Inespecific amplification

80  Leopardus guttulus BM, S, ES ITSL, ITSY, ITS1 Waiting results

85 Nasua nasua BM 18S and 18S (1:4) Waiting results

BM- bone marrow, ES- ear skin, LN- lympho node, S- spleen.

Source: Caldart and collaborators.

Figure 6. Phylogenetic reconstruction by the Maximum Likelihood method with 1000

bootstraps, Tamura-Nei evolution model.
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Partial sequences of the minor subunit (18S) of ribosomal RNA from the Viannia subgenus (OKGQ332355,
OKGQ332358 and OKJN003595) and from the Leishmania subgenus (OKEU825208, OKFJ263545,
OKFJ263546 and OKGQ332354) were used in the alignment and a Trypanosoma cruzi sequence were used as
an outgroup.

Source: Caldart and collaborators.
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Discussion

According to the Brazilian Center for Road Ecology Studies (CBEE), 15
animals are killed on highways every second in Brazil, which represents more than 1 million
per day. Of these, 90% are small vertebrates such as frogs and snakes, 9% correspond to
medium-sized mammals such as owls, opossums and monkeys, finally 1% are large
vertebrates such as jaguars, for example. The Brazilian regions with the highest rate of
trampling are the Southeast and South, and among the states, Parand occupies the second
position and Sdo Paulo the first (CBEE, 2019), which is probably due to the high flow of
vehicles on the highways of these states. According to Richini-Pereira et al. (2014), carcasses
of wild animals run over are a rich source of information and should be used for
epidemiological studies aimed at zoonoses, the authors concluded that this type of study
generates useful information related to parasite-host interaction and, in the specific case of
leihsmaniases, help in the identification of reservoirs in different environments.

The quality of the material used for DNA extraction is essential to be able to
rely on the results of molecular methods (SCHRADER et al., 2012). The nature of the
samples from the present study may be a problem in this aspect due to postmortem autolysis;
in an attempt to control this bias, a rigorous quality measurement of the extracted material
was performed (Table 1). In the specific case of the bone marrow, it is known that the
autolysis occurs faster when compared to the other organs evaluated due to the low cellularity
(DABOIN et al., 2008), on the other hand, the climatic conditions and the place affected with
the collision may influence the time of organ autolysis. For in vivo parasitological diagnosis
of visceral leishmaniasis, the bone marrow together with the lymph node, spleen, liver and
skin are organs of choice (BRASIL, 2014; CRMV-PR, 2016), so they were chosen for
diagnosis in the present study.

The results obtained in PCR showed that the use of the LIT.SR and L5.8S
primers (SCHONIAN et al., 2003), which amplify the ITS1 gene, must be especially careful
when DNA sequencing is not performed for confirmation of the result, considering the
occurrence of non-specific amplification in four samples (Table 2).

The primers designed by (VAN EYS et al., 1992), whose target is the 18S
gene, amplify a well conserved region and, in the present study, have been shown to be the
best option for a screening when the interest is to detect DNA from parasites of the genus
Leishmania. One animal was confirmed infected with Leishmania, it is importante to observe

that the positivity occurred after a second DNA extraction, since the first attempt was
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unsuccessful, and when the result of the first PCR reaction amplifying the 18S gene was
diluted in the proportion 1: 4 to be used in the second reaction, proving the need for the care
taken.

Brazilian studies that aimed to investigate the presence of Leishmania DNA
in the organs of wild animals run over were found in the literature. Soares et al. (2013),
worked with 49 animals from the state of Mato Grosso and 132 animals from Pard, Brasil; the
authors used primers that amplify DNA from Trypanosomatidae family parasites and did not
identify any positive animals in spleen or lung, even if the states which they worked are
known to be endemic for leishmaniasis. Alves-Palmeira (2018), evaluated 297 animals
collected on highways in the state of Santa Catarina, whose capital had the first autochthonous
case of human visceral leishmaniasis reported in 2017, and did not find any positive animals
for L. (L.) infantum using spleen, liver, heart, lung and skin. Richini-Pereira et al. (2014), in a
study using 70 animals from the state of S&o Paulo detected DNA from parasites of the genus
Leishmania in Cavia aperea, Cerdocyon thous, Dasypus septemcinctus, Didelphis albiventris,
Hydrochoerus hydrochoeris, Myrmecophaga tridactyla, Procyon cancrivorus, Sphiggurus
spinosus and Tamandua tetradactyla. The DNA of L. (L.) infantum was confirmed in
mesenteric lymph node of a Cerdocyon thous. The evaluated organs were lung, spleen, liver,
kidney, lymph node, heart and adrenal gland, all positives were confirmed by DNA
sequencing and the kinetoplastid DNA (KDNA) was the target of the amplification.

In the Tamandua tetradactyla species, DNA from Leishmania (Viannia)
guyanensis (LAINSON et al., 1981) and Leishmania (Leishmania) infantum (ARAUJO et al.,
2013) were detected in the state of Pard, Brazil; and Leishmania (Leishmania) amazonensis in
Ecuador (MIMORI et al., 1989). The role of the anteater in the epidemiology of leishmaniasis
is not well known, for the time being they are considered only hosts (ROQUE; JANSEN,
2014). This animal species has behavioral and biological specificities that make) it especially
susceptible to leishmaniasis: anteaters are relatively large and slow, they spend a lot of time
climbing trees in close intimate contact with phlebotomines that inhabit tree trunks, such as
Lutzomyia umbratilis and Lutzomyia whitmani (LAINSON et al., 1981); in addition, they
present a deficient cellular immune response. These characteristics, according to (RICHINI-
PEREIRA et al., 2014), make them suitable models to study pathogen-host interaction. The
parasite identified in the present study is of the subgenus Viannia, which occurs in the New
World and contemplates the following species that cause LTA in Brazil: L. (V.) guyanensis, L.
(V.) shawi, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg and L. (V.) braziliensis, that is the
only species of this subgenus reported in the state of Parana to date (BRASIL, 2017).
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The state of Parand accounts for 3% of the Brazilian cases of American
tegumentary leishmaniasis (LTA) in humans and 98% of the human cases in the southern
region of Brazil (PONTELLO; GON; OGAMA, 2013) and autochthonous canine cases are
recorded in three regions: Vale do Ribeira, Central and North (CASTRO et al., 2007). The
primary reservoirs of the LTA are small wild mammals, the rodent species Necromys lasiurus
and Thrichomys laurentius are potential reservoirs of L. (V.) braziliensis, whereas the genus
Proechimys is a potential reservoir of L. (L.) amazonensis in Brazil (DANTAS-TORRES et
al., 2010). Several other species of wild animals have been reported as hosts of LTA parasites
in Brazil, such as: marsupials, armadillos, anteaters, wild cats and felines, primates and bats
(ROQUE; JANSEN, 2014).

Conclusion

The proposed methodology proved to be effective in the active surveillance
of visceral leishmaniasis, since it was able to detect the presence of Leishmania spp. in organs
of run over wild animals. No DNA of L. (L.) infantum was detected in any of the organs of the
evaluated animals, the active epidemiological surveillance in the North of Parand must be
constant, since the risk remains real since it is close to endemic municipalities of the west of

Sao Paulo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista a alta morbidade e capacidade desfigurante da leishmaniose
tegumentar no Brasil € no mundo, bem como sua endemicidade no estado do Parand,
principalmente na regido Norte; torna-se de vital importancia a producdo de estudos que
busquem reconhecer padrdes epidemioldgico-espaciais de ocorréncia desse agravo. Mais
importante do que a producdo e publicacdo desses estudos é que essa informacdo seja
direcionada e entregue para os gestores de salde capazes de usar essa informacgdo em
beneficio da populacdo. Verificando perfis e padrGes pudemos observar a necessidade de
maior atencdo por parte da 152 regional de satde no que diz respeito as recidivas e abandono
de tratamento da leishmaniose tegumentar americana, o que pode estar levando a um aumento
no numero de casos da forma clinica mucosa. A 162 regional de salde é a regional que mais
apresentou casos em area rural e a que apresentou menor numero de casos, demonstrando uma
estabilidade do agravo naqueles municipios. Para a 172 regional de salde chamamos mais
atencdo para a notificacdo de casos com critério clinico-epidemiolégico sem solicitacdo de
exames laboratoriais. Na 182 regional de saude pudemos observar a ocorréncia de uma
mudanga na epidemiologia da doenca que passou a atingir mais pessoas acima de 50 anos e
do sexo feminino. De forma geral é necessario um alerta relacionado a contencdo do
desmatamento, que historicamente estd relacionado ao aumento no numero de casos da
leishmaniose tegumentar americana.

Considerando-se a alta morbidade e letalidade da leishmaniose visceral no
Brasil e no mundo, bem como sua alarmante recente entrada no Sul do Brasil, cremos ser de
vital importancia a vigilancia epidemioldgica ativa de casos autctones da doenca em animais
no Norte do Parana, permitindo a tomada precoce de decisdes no sentido de prevenir a
ocorréncia de casos humanos. Identificamos um caso canino cuja autoctonia ndo pudemos
confirmar, dado que gerou um alerta para que a busca por novos casos caninos fosse
desencadeada. Além disso, avaliamos uma nova metodologia de vigilancia epidemiolégica
ativa da leishmaniose visceral, esta, por deteccdo molecular de DNA de Leishmania em fauna
silvestre atropelada, o que ndo impacta a fauna e nos traz informacgdo precoce, quando
comparada a busca ativa em cées.

As informagOes geradas pela presente tese de doutorado sdo de grande
utilidade para os gestores de saude de municipios do Norte do Parana e as metodoogias

utilizadas podem ser extrapoladas para outras regides do Brasil e do mundo.
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8 CONCLUSAO

Os dados apresentados no presente trabalho demonstram que medidas
preventivas e de educacdo em saude devem ser principalmente direcionadas a areas de maior
degradacdo da mata nativa; bem como, o desmatamento deve ser contido para que se possa
evitar a expansdo da leishmaniose tegumentar americana no Norte do Parana.

Além disso, demonstram a necessidade de agdes imediatas por parte dos
gestores nos municipios da 15? regional de saiude do estado do Parana principalmente no
sentido de conscientizar os pacientes com relagdo as consequéncias do abandono do
tratamento da leishmaniose tegumentar americana.

Apesar de ndo termos podido confirmar a autoctonia do caso de
leishmaniose visceral canina diagnosticado no presente trabalho, a divulgacdo desse caso se
faz necessaria para servir de alerta a médicos veterinarios e outros profissionais de saude
publica no Norte do Parana.

A metodologia de vigilancia ativa e precoce de leishmaniose visceral por
meio de deteccdo molecular de DNA de Leishmania em fauna silvestre atropelada proposta
nesse estudo provou ser efetiva, pois foi capaz de detectar a presenca de DNA de Leishmania
spp.

DNA de L. (L.) infantum n&o foi detectado nos 6rgaos dos animais avaliados
no presente trabalho; no entanto, a vigilancia epidemioldgica ativa no Norte do Parana deve
ser constante, visto que o risco permanece iminente diante da proximidade com municipios

endémicos do oeste paulista.
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APENDICE A
FICHA IDENTIFICACAO PROJETO SILVESTRES ATROPELADOS

~ IDENTIFICACAO DO ANIMAL
-
Numero do projeto: RG anatomia patoldgica: Nome vulgar:

Nome cientifico:

CARACTERISTICAS DO LOCAL DO ATROPELAMENTO

Data provavel do atropelamento: / / Data do recolhimento do animal: / /
Estacdo do Ano: Cidade do atropelamento:

Endereco do atropelamento:

Presenca de Sinalizacdo (limites): Sim () Néo ( ) Velocidade méaxima da via:

Sinalizacdo de Animais Silvestres: Sim () N&o ( )

Ocorreu queimada em local préximo ao atropelamento: Sim () Ndo ( )

Epoca de grande circulagéo de veiculos (feriado/final de semana)? Sim () Nio ( )
Radar proximo (raio de 500m): Sim () Ndo ( ) Quantidade de faixas na via (2 sentidos):
Pista dupla; Sim ( )Néao ( ) Pista simples: Sim ( )Nao( )

Trecho em torno do local do atropelamento de/com (raio de 50m):

Reta: Sim ( ) Né&o ( ) Curva: Sim( )N&o( ) Plano:Sim( )Né&o( )
Inclina¢do: Sim ( ) Néo ( ) Acostamento Sim () Nao ( )

Guard rail Central? Sim( ) N&o ( ) Guard rail lateral? Sim( )Né&o ( )

GEORREFERENCIAMENTO

Latitude: Longitude:
Rodovia estd proxima a (raio de 5km):
[0 Centro-urbano 1 Areaverde

Periurbano (] Mata Ciliar
Pecuéria
00 Agricultura

Rodovia estd proxima a area verde de acordo com SNUC (raio de 10km):
(1 Zonas de amortecimento (1) 1 Area de protecio ambiental (8)

[l Corredores ecologicos (2) 7 Area de relevante interesse ecoldgico (9)

[0 Estacdo ecoldgica (3) [J Floresta nacional (10)

[1 Reserva bioldgica (4) [J Reserva extrativista (11)

[0 Parque nacional (5) [J Reserva de fauna (12)

(7 Monumento natural (6) [ Reserva de desenvolvimento sustentavel (13)

[ Reflgio de vida selvagem (7) [ Reserva particular do patrimonio natural (14)
Animal coletado préximo a curso d’agua (raio de 2km)

Rio [0 Lago artificial [J Lago

[l Represa (1 Cébrrego

Trafego intenso (verificar classificacdo do Detran)? Sim( ) Né&o ( )
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NECROPSIA

4

Prenhez: Sim ( )Nao( )NSA( ) Classe Vertebrata:

RG anato-pato
5 Nome vulgar

Escore do estado de destruicao:

Data da necropsia: / / Nro projeto
Estado de conservagédo 1 2 3
Género:
Categoria da Espécie
(] Arboricola Faixa Etéria
(] Terricola
B [l Filhote
D Aguatica
i D Jovem
[ Dpiumo
L] Adulto
D Noturno
. L L] Indeterminado
[ Habito solitario
(] Habito gregario

Status de conservacédo (IUCN)

(I R R

1-  Fratura ou contusdo Unica

que provavelmente levou ao

o6bito

Fratura e contusdo que

provavelmente levaram ao

o6bito

3- Duas fraturas ou contusdes
que provavelmente levaram
ao Obito

4-  Mdltiplas fraturas e 6rgdos
encontrados fora do seu local

Menor preocupagio 2-
Quase ameacado
Vulneravel
Em perigo

Criticamente em perigo

Presenca de
Ectoparasitos: Sim () Ndo ( ) Espécie

anatdémico original

Endoparasitos: Sim () Ndo () Espécie

Conteudo géstrico

[J Ausente

[ Presente normal
Conteldo intestino delgado

[] Ausente

[1 Presente normal
Conteudo intestino grosso

[J Ausente

[ Presente normal
Material coletado

[ Baco

Bexiga
Cérebro
Coragéo
Coagulo
Coxim
Diafragma
Esofago
Estdmago
Fezes:
Figado
Figado para toxicologia
Intestino delgado
Intestino grosso
Linfonodo 1

OCopro  OPCR

I e o

Outros 6rgaos quando for Ave:
[ Bursa de fabricius
[0 Proventriculo
[ Ventriculo
[J  Musculatura peitoral
[0 Dedo

[] Presente anormal

[] Presente anormal

[J Presente anormal

local:

Linfonodo 2

local:

Lingua

Masséter

Medula dssea

Olho

Orgéo reprodutor
Pele focinho

Pele orelha

Pulméo

Rim

Urina

Lamina de Medula 6ssea
Imprinting linfonodo

O

OooooooOooooog

Observagdes:
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ANEXO A

Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa Evolvendo Seres Humanos da

Universidade Estadual de Londrina

"

Aoonw | wah vike

s eeie UNIVERSIDADE ESTADUAL DE .= PlotaRorme
mmRLz LONDRINA - UEL @M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGACAO ESPACIAL E MOLECULAR DA REDE EPIDEMIOLOGICA DAS
LEISHMANIOSES EM HUMANOS, ANIMAIE E VETORES

Pesquisador: Ekxza Teles Caldarnt

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 61688316 6.0000.6231

Instituiglio Proponente: CCA - Progrars dePis Gracuscho em Cincia Arsmal

Patrocinador Principal: Franciamenn Prépmo X

DADOS DO PARECER

Ndmeeo do Parecer: 1 508 840

Apresentagdo do Projeto;

Trate-s6 da um projeo de dosorado do Programa de pds-graduscho em Cidecia Aamal E um estudo caso-
controle, 08 casas do esludo serdo Os casos auldctones de leishmanioss am BUMANoSs OU ERNOOs
nubfcados pela Vigidnca Epldemiciogica a/ou Sanildeis

das Secretanas ge Salde dos municipos da Mescregso Nove Central Paransenss

Ao redor de cada case ncica. serdo ssleconados dos humanos ou caninos para PArScper 4o studa como
controles, esses controfes daverdo residie & no miome, 500 m de distinca do seu ESPRCIVG Caso Indice
Os controkes serc seleconados de forma pareada, ou 588, Sevarso apresentsr caracteristicas em comum
com o cs0 ingice. O tamanho da smostea var vanar de acardo com o ndman de notifcagdes, com previsdc
e no minimo B0 e, no maxima 120 cascs indice, totalizando 240 o 350 casos @ controlas. 08 Casos mas
recentas secdo pronzados, abrangende peld menos 3 casos Indce, quando houver, de cada uma das
micromagidas (Apucarans, Asiorga, Faoonal, Floral, Ivalpord, Londring, Manngs e Porscahs). Nas residéncas
das humanos ou Cannos seleGonsdus coma casos Ou controles sef30 cONAAs AMasiras 0w cutrss
epbaes animais no intra & extra domiclio (humenos. cannos, I=inos, equINes, roEdCres SNENORIcas &
sivistres @ velores) com & intengdo de tragar o caminhe o4&

TANSMIRSA0 058 BRI Cess nos respeciives focos.

Enderego:  LABESC - Sala 14

Balro: Cangas Unwerstiio CEF: 35957.570
ur: PR Mancpio.  LONORINA
Tefefore: (4900171 5444 Fmalt  cepdS8onl ¢

Fapnile M
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cun e UNIVERSIDADE ESTADUAL DE W
s LONDRINA - UEL

Communcio do Pamcar 1 50e by

Objetivo da Pesquisa:

Otetivo Geral:

Invessgacho das eishmanicses @m humancs, Anmas e velores para tragar o caminho da sua transmissiio
per meio de tAcnicas de tipagern motecular ¢ utilzazdo de Terramentas de gearrelerenciamentc para
CAractenzagho do Mao @ micro ecossistema de ocorréncla dos fooos

Cojetrvos Especitoas

* Isofar cepas de Leishmanka de humancs, equings, c3es, galos, roedores & velores A
¢ lgantifest hapkitpos de Leshmanis por meo de técnicas de bpagem mokecular

¢ Identificar f50ras Qua SUMEiem &3 chandes de ocorréncia das leshmanioses por mek de estudo de caso
sconttole

* ldantificar as sspécias de flebotomineos preseries nos focos 68 NMCEEO 36 s Manioiss @ 98 sapdcies
ce Leshmania que estho abwgendo

* Menitorar o entrada co vetor Lutzormyla ongpaipis ng mesarragdo Nore Cental parenaense, berm como
de casos autdciones de leshmaniose viscaral

* Roplzar caackricagho mokeculr da amiia de ganes A2 nos isolades am Guastio

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Ouanio 205 MSCOS A PESGUBHTON Cescreve gue serdo decomeries da cokta G SANQUE WONDSO (@ QU Sard
rexizada profssionals treinados ¢ com matenal novo @

descanavel) @ 0@ colita 08 respado de lesdo cutdnea (o qual serd realzada profssonais treinados, cam o
usa matenal novo @ descativel apanas

nos casos de lesdo cutinea compativel com laBhmanicss), Essas fiscos envavem desconforto e dor keves
no mamenio da pieads ds sgulha e da raspagem ca lesdo.

Quanto aos beneficics esperados relata que sardo dentficar os fatores de risco de infecgdo por
lsshmaniosa no iocal de residéncia, tanto pars o8 humanos guanto para

08 anmad. Aprender sobre COMO prevenic @ssa 2000088 Garar informaghes epidemioldgcas reals para
estabefecer programas profilalices o de cortrole mas efcazes

Comentarios ¢ Consideracdes sabem a Pesquisa:

A pisquiss & refevante considenando gue a lesimanioss estd. seaundo a Organzacsda Mundial da Sadde
(OMS). entra a5 seis doencss infecciosas de malor importdncia N0 mundd. © e3lado ¢o Parand 4 endémico
para a eishmanose egumentar $6nco responsavel por 88% dos casos humanos da regido Sul do Bragd

Conslderagtes sobre os Termos de apresentagdo obeigaticia:

Encersgo:  LARESC - Sofa

Baimoc  Campus Linkenaia CEF: a 05750
wF: R Municipio  LONDRNA
Telelone: (4353715455 Tl o NARine

Prais e o
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Aprasentou folha de rosto adequada e assinada. Apresentou deckescho da institugio coparticpants 174
Reglona de Sa0da NSO spreseniou dedaragdo das outras instituigdes co-panticipantas Ageasaniau 1emo
ce sigio e confderciaidode assinado Agreseotou TCLE na fooma de convite e em acorco com a resolugso
Apresaniou instrumentos para coleta da dades. Apresenioy deckiraclo de banto de materas boldgico. O
cronograma tem data de ooleta prevista para 01032017, Q orgamanta previsio ¢ de RS 15 300 00 & sera

CUSIRRAC paln peaguissdors

Conclusdes ou Penddncias ¢ Lista de inadequagdes:

Fies spravado o inloo da pesquisa aparas em Londrina @ nos munidgios pertencentes & 17 Regional de
Salde, @ qual consta ulorZacio. A pesquiss nos cutros municipios nio esta aprovada e 56 podera sor
nicada apds apresentacsa das aulornizactes das respectvas instituigles através de notificaglo via

Plalsdorms Bras|

Consideragdes Finais a critbrio ¢o CEP;

»
-~

Fica aprovado 0 ko da pasquisa 3panas em Landhing & nos muncipios pertencentes a 17* Regional do
S&dde, 3 qual consta sulonzagho. A pesquisa NOS OUITOE MUNKIRICS NGO ASLE SErovads & 8 poderd ser
INCIaca ApLs Aapresenacio das sulcnesgdos dos respectivas instiuipdes através de notficacdo via

Plaraforma Brasil,

Este parecer fol claborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

Tipa Docurmerto Argavo Pastagem Ao SHa a0
Informogies Dascas| PO ¥ DO_P | 13/1212018 Ao
Rc . o
mm_m_o&smi Lg pdf ' & |[Eloza Teles Cadan | Acwio
= - 083404 |
Folha de Rosto folraDeRasoAT UALIZADA_ASSINADA | 131212018 | Eloza Teles Cadan | Aceia
pdt ct 32 3
(Shitrew Reeposts_Parece! goex i% [Eioiaa Toles Galdan | Asena
PelTAEAR 20208 |
TCLE 7 Terms dn ook 121272016 |Ekiza Toka Caldan | Acaio
Astactimenio / 3251
Justhicativa de
Projeto Detalhado ) | PROJETO GER UEL coc 12/12/2016 |EXiza Tekes Caldar | Acemo
(Brechurs 232333

Eraderegs  LASESC - Sake 12
Raire: Camgus Ushensdino CE;. 88 057470
ur: PR Munigiphar  LONMDRINA

Talefore: (3133715455 Fmail oma 6Ol




grenu UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA - UEL

Cororamcie oo Parscet 1 Sl e

o™

100

Pvesigador PROJETO_GEP_UEL doc 12122016 |[Eloza Takes Calden | Aceio

— -— 2 i ap—

Dwclaragha o= DecRespBanccMalB iog Ko TaroAS w‘m‘aﬂmw Elxza Tebs Caldart | Aceio

Manuseio Matenal | SINADO pal 111503

Bialgico ¢

gioepoﬂnno i

Outros SESA_Teresiha pd 200102016 |Eicza Tows Coldad | Acaio
1232040

Suacho do Parecer;

Apeuvado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

NSa

LONDRINA, 24 du Jsnwro de 2017

Pl N e

Enderope  LABESC - S9ls 14
m Conpus Ushversdien

Ym (A3133TY

Nusiiiphs:  LORNDMINA
5458

Assinado por:

CEP: 33 08790

Emal cepdS8 el e

Fare M
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ANEXO B

Ficha de notificagdo de leishmaniose tegumentar americana

Bapuslics Fedemiva do Brmil SINAM
Miniaiibdo da Sedde EISTERA DF IRF ORWAEED DE AGRAYVDS OF ROTIFCA0AD W
FicHa o2 pvesTioscdo LESHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
CARD CORFIRMAOG:

Lo i v el =ittt ! Eoches inecliebodin oodm pleianiga o Oboera SUBSned o Tunds ranskeds & berdss el am mokdin
£ e L PPl g d o g Pl o e ot | v ot e ot s b o

Lot o rniral oo i tviia’ oy incindicing oo pieeiirns O Chodra M Prlbcsid: Mialiadl, O i dei . pesrfunaegdin ool perda do sepio
Pua, el @ligir Mhbieek & bofdl (Palabe & Ndofiinge], oo oenfimagis por dagndatdos Wbamaional o0 clnio pidemol g

e e 2 - iredduml
El Cedgs (D010 [T] Cutm dm haicache
! LEISHMAMIOSE TEGUMENTAR AMERICANA B351 | [ 1 |1
! [#]ur [F]sricipi de Moscacaa Citclign fE0IE)
| | ) I T
Eu—uﬂammmh—m Ccige [7] et do Eieg
L IR RS A NN
mmnm |I|n-|n|-r-|-|rrnu
1 010
EMIMDEEEH:: Dm-m P e D E D
C i- : A e i e DM B i il oy

E—h—lﬂu Y A e i e [l el . T e DA e ek b g el T
300 F ki el ke reeDg gedem s T gpns e Tarde el o uinio beigs pleme s ees  revaim mibl i ek edipe coesgis 5 e
L ey S = T T e e M ST S T

Humar do Car SUE Emurr-

SEENEEEEE NN,

Ei.lr [FE] mauricipin e skt |"=HPIIEIF [15] e )

[Ma] e meghe [ ol o b |

2 | wi [ cormctonr tum, mvmricta, Ew
g Eli.ru-n: EFmﬂlﬂItl:m_:—..: Maml
]
! e [ Forn e mserie A cer

[ oo Temtes B, turm 2o ftemt [] [0 e et o 2 B o=l
L jrrrrrrergl *- Parrbmew O - igrands

Dados ComMplemantarss oo Caso |

¢ B[] Dotm dm imemntigmctic Balocrma:
5|
o remmmeepees o
i [ wec==s 1-5m I-Hno |:| 1-Sm  2-Miz §-igrnomso
7 3| Pk i O B [3a] Hetoratoioge ]
jzﬂll-n-um 2 Magufez 3. ko Fesirsdo | - Posin z-m:-r-u:-ng ;:um_:“ﬁ“htl f_',.ir:::t
EET::::!E 2-Meodve  2-Trensferdncis n-h-mdnl:' Elfn'rrl-_ll'-:l':_ - Wi 3 igrorcio l:l
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I - Anamonial Pectrvaisnis 2. Anfclericrm b 0 - Pentemidioe 4 - 0ot 5 - Hilo USiiocds
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I | | I“ﬂ 1 - Meroe ous 10 2 - ar ou pale 10 s merer gus 15 3 - igaml w 15
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ANEXO C
Oficio de aprovacao de projeto de pesquisa emitido pela comisséo de ética no uso de animais

da Universidade Estadual de Londrina (CEUA-UEL)

o Universidade
Estadual de Londeiva

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANINAIS

OF. CIRC, CEUA N" 30v2017 Londrina, 10 de Margo de 2017,
Prazada Pesqumadora,

Conificamos que o praetn mitulado “Caracterizacdo epidemiclogica ¢ ecoldgica de
animais silvestros atropelados na mesomregido norte central paransense” procolo CEUA o
1784201741, =cb a resporsabitdade de Alics Femandes Alfieri, que erwolve 3 producdo,
manuiencho @0y uHizecio de animan pertencentes a0 flo Chordata, LBl VEreluatla {ex0H0 o
PO, paa Sné dé pesqusa oentifica (ou ansina), ercanira-se @ acordc com os preaceios da Le
" 11754, de 8 de outubro de 2008, do Deceto n* 6899, de 15 de jubo de 2008, @ com &= rormas
editadas pelo Conseino Naciona de Controle da Expenmnantscio Anmal (CONCEA), %o aprovado
poia Comissao éa EXca no Uso de Anmas da Unversdade Estadual de Londrina (CEUANJEL ), em
feuniBo reslzads em 07TRON2017.

O otyetivo do projeto ¢ obler dades 50018 65 PNCInES especes Slopelsdss na mesoregdo
nome central do Eslado do Paand A paie destes dados ecologicos, serdo analisados ponios
Importanius sobde &% princines sspéces aropeldas, qual a calzagdo de Maky coumines oo
BUOREAMANIon & s ostes OCOMET PrAXNMOS A5 CoRdes, 35 ARas ANORIZACES O 08 DRSKVICEs
ombienty. Para 1550 0% animas CoRIA0as SR80 AqUANS BlIopelndos & monos, ndo 5endo Necessana
C Manusea @ possivil ealrease por contengdes fisca cu quimica Os animas serd3o coktados por
profissionss capsutados usando EFY ~ equipamento de orotegio Isdividusl — (Tuvas @ miéscsra) no
local de sropelaments @ FANSEOMANCS aM CAXA ISOMIMICAs amokos am sacos plisticos brancos
(destracdes a residuo hosplaler) abé s cAmars fria do Lobomttno de Anatomia Patoidyca do
Deparamento 98 Meditng Vessrndra Prevertiva UEL Os octo @ endoparasiios enoonirakie @
COOta008 durants & nacropa sarSc fuades em Aconl etitco & 70%, Pame 006 BSUCs dos animas
wicfio fixados em formaing tampanada & 10% para preparacso 08 lamnas histoldgces & autr pars
werd congelada pard andlise molecular nos Laborattnos de Zoonosss & Saude Publca elou Virologia
Anvmal. do Hospital Vatennana UEL. GI 1

Vigénca do Propio 05032017 2 311272018
Espéceinhagem Espéce sivestre brastera 1 Diversos
Prmata ndo-bumano / Diverscs
- | Répt) Divarsos
. N* ge animas 85 (50 Espéoe sivestre brasiora, 5 Primats ndo-hursro, 10 Répti)
Pesu/idade Varsdos
Sexa 7 Machas e Fémeas
| Ongem . | ISBO55384Y i a]
Ameslras & serem coletadas | Lina, 19265 cArebro. massater, ingua, Infonods, obo pele, unha
o | Figado, bago, mm. meduls ossea bedga dalrsgma

Cumpre crientar que case prelendsm-oe quasquer alleagdes No protoodio expanmenta
B0V, BOWE-5@ SLBMAB 4 N pratnerin A apecincan da CELALIEL 3ntgionmenty @ exeuse
das modficsgdas

Calco-me § dBposcdo para QUASQUS RSCIARUMANISS que we (Lemm necessira Sem
S PAry 0 momentn, SuDSCreva. conialrents

'] '
r iy
Prota. Dra Gl%m Alves Femandes
[ da CELAMEL
lima. Sra,

Profa. Dra. Alice Fernandaes Alfien

Coordenadora do Projes

Departamento de Medcoa Vetarndss Prrsertivn | Conto de Dlecies Agraras

Cem copa paea Chele do Departamentn de Medona Veterndna Preseotin ¢ Deelos (i) do Ceanbo de Cocms
Agrivas

[ T T R S S g T L S T R w—————
AL ] e i
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ANEXO D
Oficio de aprovacdo de projeto de pesquisa emitido pelo Sistema de Autorizagéo e

Informacéo em Biodiversidade - SISBIO
Mirisidro oo e Ambeens - WA,

Irafiuitey Chicd Wandes on Gonseneagies di Bhdbearuicdecds - ICWMB
Emtema de : Endvericmds - SISEID

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
Wiimero: 553842 | Dats da Emissde: 210827 10:24 | Diata par s Roewaalichas o S000/2018

* e moordo com oo 38 de N O34, sxis suborzecio [em oiso e waiceds squiveisnis 10 poeesin oo oorogree de aivicedes 3o projeto,
THE e per revEld s EnusinEnis el BN § EprEsTEcEo do eRico oe Eivcades B e erisco por reeo fo Siebic nc orarc de abe 30 dies
A corrar dm dEie do mTVErEE D O s s Emiic

Diados oo Htuksr

Hor ANDITESSS RS HLA BORATD HASC N EN TO D MASTTE Ll S - B

Thudz d= Frofen Carncis-madic spdsmicigics 8 i de animeis sivesirss stopsiscos o Trescrsg o nodsosnirsl perenssres
Horms da Iretbegic - Unvereideds Deischusll 28 Lorcma CMPE T B0 ST -55

Cronograma de alfvidades

L] [ o Ervdscs Inicin |riateres] [P e et

B T T T T

[T |Frals doa oudca TR T [t

Dbhsemnarles & essalvas

[ [== T T i SEANgETL 8T & ek TG s T o8 Mealiod o &
TEEIN B ner b e anatnt AR PaRrEa S Tad bl e cd 8 PRl DR PR TETES E L EE ravie kb O TE pEsr, e RN & SRR

e L e e T - T - TR £ 2 bl ro 3 Clbrca s Teins

m&mﬂtmunqﬁmlpﬁﬂ s oo prvilos oros B reireds s sdsciios. noiosive oo crgle peator de teTe Irciigens FLEAL ds
o nwmm it | cu el o4 dE P EErG. AURrsE R PAERHET oL FePRAST 2@ 8 e drers oo irrbas oe ndass e corseran s
- 11 e 5y = b Kbt

n-n:l.ur:m Th LT AR CHONE praRArd rd [Jal ¥ |+l i P IO ET g T T TR oo S T R ] AT
sapifcn arm durrimeco s poderon B ST pare iR coTetiae, rousriae oo spotisa O ramenal boogics ool deeary B LEacs p o aovicE Sea

3

| |cherofioe oo dicacesn e ST d sy o

. mﬁmnpm*m T B TR o (e 30 SR B SR TRC s TR GO B [ igah o -
hEEﬂﬂEE%JigEE“I“-MIH:E’TﬁI

[1] ] TR B B s - FLESTL M MRS B 2 LT 2 S Ol B BTl Dk oA

e LR T e T SRS B R oL NG O ST B CLD LD & ST TR O CObSDN D CRDEEN Dk Hle COToNome § v iceds
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