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RESUMO

Os cdes sdo animais de companhia presentes em diferentes espagos compartilhados com seres
humanos, no entanto, o contato préximo pode facilitar a transmissdo de zoonoses, como a
leishmaniose visceral canina (LVC). Além disso, cdes podem hospedar diversos outros endo- e
ectoparasitos que podem afetar, dentro de um cendrio de salde Unica, o peridomicilio, parques
e pragas publicas. Diante disso, esse trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de
enteroparasitos em cdes domesticos soropositivos e soronegativos para LVC e associar 0s
helmintos intestinais com a sintomatologia clinica da leishmaniose visceral canina. Um total de
47 cdes soropositivos e 24 cées soronegativos para LVC foram incluidos no estudo. Para os
caes soropositivos foram realizados exame clinico, hemograma, eutanasia, necropsia e coleta
de fezes. Para 0s cdes soronegativos, apenas a coleta de material fecal. Os 47 cées soropositivos
para LVVC foram agrupados em estadiamentos baixo (40,4%), médio (34,04%) e grave (25,5%)
conforme os sinais clinicos apresentados. Entre os sinais clinicos mais frequentes nos grupos
foram observados alopecia, caquexia, onicogrifose e linfadenopatia generalizada. O grupo de
caes monoinfectados por L. infantum apresentaram anemias dos tipos macrocitica hipocromica
e normocitica normocrémica, enquanto o grupo dos coinfectados por helmintos intestinais,
apresentaram macrocitica hipocrémica (p= 0.0455) e microcitica hipocrémica (p= 0.01963).
Pelos métodos coproparasitoldgicos, os cdes soropositivos apresentaram frequéncia de 41,8%
para Ancylostoma sp., 27,9% para Giardia sp., 9,3% para Dipylidium caninum, 4,6% para
Toxocara canis e 4,6% para Sarcocystis sp.. Nos cdes com LVC resultou uma correlacéo
positiva entre 0 nimero de fémeas de ancilostomideos recuperados durante a necropsia e carga
parasitaria determinada nas fezes e indicada por ovos por grama de fezes (OPG) (odds ratio:
1.3258). Para os cées soronegativos, a frequéncia de enteroparasitos nas amostras fecais foi de
29,1% para Ancylostoma sp., 16,6% para Giardia sp., 12,5% para Cystoisospora sp., 4,16%
para Spirometra e 4,16% para Sarcocystis sp.. Nos animais soropositivos para LVC, a presenca
e a quantidade de helmintos intestinais aumentou a chance do desenvolvimento de sinais
clinicos médios e graves para a LVC (odds ratio: 3.3621 e 2.7969). Em relacdo a carga
parasitaria de Leishmania na medula 6ssea dos cdes soropositivos para LVC, os cdes do
estadiamento grave apresentaram a maior mediana (12,92 cp/ul) comparado aos caes do
estadiamento médio (3,20 cp/ul) e baixo (0,68 cp/ ul). Quanto aos parasitos intestinais,
Ancylostoma sp. e Dipylidium caninum, foram as espécies mais prevalentes nos cées
eutanasiados. Por fim, mapas sobre a distribuicdo de cées testados por sorologia e casos
positivos para LVC e para parasitos intestinais da zona urbana de Porteirinha, demonstraram
uma sobreposicdo e distribuicdo semelhante. Diante dos resultados obtidos, concluimos que a
coinfeccdo por helmintos intestinais € um fator agravante para o desenvolvimento da
leishmaniose visceral em cées, o que refletiu nos exames clinicos e nas alteracdes
hematoldgicas dos animais. Em relacdo a salde Unica no municipio, a ampla presenca de
parasitos intestinais com potencial zoon6tico em cdes com tutores chama atencdo e requer
medidas de controle com tratamentos periddicos dos animais, para evitar a contaminagdo de
ambientes externos as residéncias.

Palavras-chave: cdes; leishmaniose visceral canina; enteroparasitos; Ancylostoma sp.;
coinfeccdo; Porteirinha; norte de Minas Gerais.



ABSTRACT

Dogs are our pets and are present in different spaces shared with human beings. However, close
or intimate contact can facilitate the transmission of zoonoses, such as canine visceral
leishmaniasis (CVL). Furthermore, dogs can serve as hosts for many endo- and ectoparasites,
which, within a one health scenario, may affect the close neighborhood, as well as public spaces
like parks and others. Therefore, this study aimed to investigate the occurrence of
enteroparasites in seropositive and seronegative, domestic dogs for CVL and search for
associations between intestinal helminth infections and clinical symptoms of CVL. A total of
47 seropositive dogs and 24 seronegative dogs for CVL were included in the study. For
seropositive dogs, clinical examination, blood counts, euthanasia, necropsy, and collection of
fecal samples were done. For seronegative dogs, the collection of only one fecal sample was
done. The 47 seropositive dogs were classified into light (40.4%), medium (34.04%) and severe
(25.5%) clinical degrees for CVL, according to the clinical signs presented. Among the
frequently registered clinical signs were alopecia, cachexia, onychogryphosis and generalized
lymphadenopathy. The group of those monoinfected by L. infantum presented anemia of the
macrocytic hypochromic and normocytic normochromic types, while the group of those
coinfected with intestinal helminths presented macrocytic hypochromic (p= 0.0455) and
microcytic hypochromic anemia (p= 0.01963). According to coproparasitological methods,
seropositive dogs showed a frequency of 41.8% for Ancylostoma sp., 27.9% for Giardia sp.,
9.3% for Dipylidium caninum, 4.6% for Toxocara canis and 4.6% for Sarcocystis sp.. In dogs
with CVL there was a positive correlation between the recovery of adult female hookworms
and the measured parasite load in fecal samples, as defined as eggs per gram of feces (EPG)
(odds ratio: 1.3258). For seronegative dogs, the frequency of intestinal parasites was 29.1% for
Ancylostoma sp., 16.6% for Giardia sp., 12.5% for Cystoisospora sp., 4.16% for Spirometra
and 4.16% for Sarcocystis sp.. Besides that, dogs with VL, the presence and the number of
intestinal helminths increased the risk for the development of medium or severe clinical signs
for CVL (odds ratio: 3.3621 and 2.7969, respectively). Concerning the Leishmania parasite
load in the bone marrow of dogs seropositive for CVL, dogs with severe, clinical staging had
the highest median parasite load (12.92 cp/ul), compared to dogs with medium staging (3.20
cp/ul) and low, clinical staging (0. 68 cp/ul). Regarding intestinal parasites, Ancylostoma sp.
and Dipylidium caninum, were the most frequent parasites in euthanized dogs. Finally, mapping
of serological testing of dogs and distribution of seropositive LVC cases and of the distribution
of intestinal parasites in the urban area of Porteirinha showed overlapping and a similarity in
distribution. In view of the results obtained, we concluded that co-infection with intestinal
helminths is an aggravating factor for the development of visceral leishmaniasis in dogs, which
was reflected by increased clinical signs of CVL and hematological alterations in coinfected
animals. In regard to the scenario of One Health in the municipality, the elevated frequency of
intestinal parasites with zoonotic potential in dogs from pet owners calls attention and points to
the necessity of control measures with periodic treatment of domestic animals, in order to avoid
contamination of peridomiciliary spaces, public parks and nearby environments.

Keywords: dogs; canine visceral leishmaniasis; enteroparasites; Ancylostoma sp.; co-infection;
Porteirinha; north of Minas Gerais.
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1 INTRODUCAO

1.1 Zoonoses e saude publica

As zoonoses sdo doencas transmissiveis de animais silvestres e domésticos aos seres
humanos. Existem mais de 200 doencas consideradas zoonoses a partir de diferentes agentes
infecciosos (virus, bactérias, protozoéarios, fungos e helmintos) que podem ser transmitidos por
vetores bioldgicos ou &gua e alimentos contaminados (MAVROIDI, 2008). Entre os
organismos zoonéticos, os helmintos e protozoarios constituem- se como 0s principais agentes
de infecgdes acidentais. A auséncia de diagndstico e tratamento adequado dessas infeccbes
acidentais impede o controle de novas transmissdes. Algumas zoonoses parasitarias estdo
classificadas como doencas tropicais negligenciadas (DTNs), com uma associacdo forte a
pobreza, afetando principalmente paises tropicais e subtropicais com notabilidade para saude
publica (WHO, 2020).

Algumas parasitoses humanas séo consideradas zoonoses e demandam vigilancia
epidemiologica e sanitaria devido a facil disseminagdo associada a variedade de meios de
transmissdo. A transmissdo de zoonoses esta associada a alteracbes ambientais por acoes
antropicas, insalubridade e interacdo proxima de animais (KARESH, 2012). O controle no
avanco de novas infecgdes por zoonoses pode ser prevenido por medidas profilaticas, como
saneamento basico, vigilancia e educacdo em saude (CHOMEL, 2003).

Existem aproximadamente 60 zoonoses listadas como doengas tropicais negligenciadas
que possuem os animais de companhia como hospedeiros definitivos e reservatorios (INACIO
et al., 2021). Dentre os animais transmissores, destacam-se 0s cdes domésticos (Canis
familiaris Linnaeus, 1758), cujas infec¢des podem ser transmitidas ao ser humano por vetores,
mordidas, secrecOes e formas infectantes (ovos, larvas, cistos e oocistos) liberadas no ambiente
com as fezes (ROBINSON; PUGH, 2002). Entre as transmissdes indiretas por cdes destacam-
se a criptosporidiose, giardiase, leishmaniose visceral, equinococose, dipilidiose,
estrongiloidiase e manifestacdes de larva migrans cutéanea, ocular e visceral (ROBERTSON;
THOMPSON, 2002).

1.2 Relacdo humano-cao

A relacdo humana com o cdo é notoria em areas rurais e urbanas. Desde a sua
domesticacdo, a presenca desses animais no cotidiano é observada em diversas atribuicdes
conforme as diferentes culturas e ocupacgdes socioeconémicas de tutores devido aos mutuos
beneficios compartilhados (CABRAL; SAVALLLI, 2020). Ao longo do deslocamento humano

pelos continentes, 0 nimero populacional de cdes aumentou exponencialmente devido ao facil
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manejo e adequacdo aos diferentes ambientes. Esses canideos representam uma populagédo
mundial aproximada de 700 milhdes de individuos em domicilios e espacos peridomiciliares
(HUGHES; MACDONALD, 2013). Contudo, o aumento no nimero de cées errantes pode
representar um risco para a saide humana e animal. Em vista da aproximacéo entre humanos e
caes domésticos, a utilizacdo regular de farmacos é indispensavel para a manutencdo da
integridade do bem-estar animal e humano (WRIGHT et al., 2020).

No Brasil, de acordo com a Pesquisa Nacional da Saude realizada em 2019, estima-se
que 46,1% dos domicilios possuem pelo menos um cdo, que soma uma populacéo estimada de
54,2 milhdes de individuos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). No entanto, 0 aumento no
namero de caes abandonados pode contribuir potencialmente, para agravamentos de transtornos
urbanos. Dentre os problemas trazidos pelo abandono de cées, tem-se a procriacdo
descontrolada, aumento de poluicdo ambiental por dejetos, acidentes de transito, ataques a
animais silvestres, mordeduras e a propagacéo de epizootias e zoonoses (SILVA et al., 2013).
Diante disso, a estimativa em relacdo a quantidade de cdes domésticos e errantes presentes em
municipios e cidades é imprescindivel para decisdes de saude publica e aprimoramento da
mobilidade urbana. Fatores como a auséncia de politicas publicas, diagnostico e medidas
profilaticas contribuem para a persisténcia de parasitoses zoonoticas em cidades e municipios
do Brasil e no mundo (MCCARTHY; MOORE, 2000; KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA,
2007).

1.3 Enteroparasitoses caninas

A presenca de parasitos intestinais no pais € relatada em estudos de diferentes
localidades e pode apresentar pouca diferenca entre as espécies de acordo com as regides
geograficas. Estima-se que no Brasil existam cerca de 22 espécies de protozoarios, 34 espécies
de platelmintos, 20 espécies de nematoides, 1 acantocéfalo e 31 de artropodes que usualmente
infectam e parasitam os cdes domésticos (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2014). As
infeccBes causadas por enteroparasitos apresentam-se como as principais notificacdes de
disturbios intestinais em consultorios veterinarios e centros de pesquisas cientificas
(KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007).

A coinfeccdo entre helmintos e protozoarios intestinais em cées é reportada no mundo
inteiro e apresenta elevada frequéncia de infeccdo. Diferentes trabalhos na literatura
(GENNARI et al., 1999; MUNDIM et al., 2001; FUNADA et al., 2007; PALMER et al., 2008;
KLIMPEL et al., 2010; STALLIVIERE et al., 2013; SALDANHA-ELIAS et al., 2019;
LABRUNA et al., 2022) apontam Ancylostoma caninum Ercolani, 1859, Ancylostoma
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braziliense Faria, 1910, Toxocara canis Werner, 1782, Dipylidium caninum Linnaeus, 1758,
Trichuris vulpis Froelich, 1789, Strongyloides sp. Grassi, 1879, Taenia spp. Linnaeus, 1758,
Giardia sp. Kunstler, 1882, Cryptosporidium sp. Tyzzer, 1907, Cystoisospora sp. Frenkel, 1977
e Sarcocystis sp. Lankester, 1882 como 0s enteroparasitos de maior recorréncia em cées
domésticos e errantes. No geral, as helmintoses e protozooses intestinais possuem sinais
clinicos semelhantes, como anemia, emagrecimento e diarréia com muco e sangue, 0 que
dificulta o diagndstico exato por exame clinico (GENNARI, 2015). Desta forma e devido a
grande similaridade entre os sinais clinicos, o diagndstico laboratorial se torna uma ferramenta
importante na identificacdo da infeccdo para escolha do tratamento adequado. Além do impacto
veterinario pela possibilidade na propagacdo de zoonoses, essas infec¢des espoliam o
hospedeiro e podem agravar doengas cronicas existentes nesses animais (VANPARIJS et al.,
1991; SZWABE; BLASZKOWSKA, 2017).

1.3.1 Ancylostoma braziliense, Ancylostoma caninum

1.3.1.1 Epidemiologia

A distribuicdo de infecgbes por A. braziliense e A. caninum é relatada em diversas
regibes do planeta, principalmente nas areas subtropicais e tropicais. No Brasil, estudos
parasitologicos com fezes de cées detectaram a presenca de ancilostomideos em todas as regides
do pais, sendo assim, acdes de controle sdo necessarias para evitar contaminacdo ambiental
(CAPUANO; ROCHA, 2006; RODRIGUES et al., 2014; DE LIMA ROSALES;
MALHEIROS, 2017; DOS SANTOS ZANETTI etal., 2019; FERRAZ et al., 2019). O controle
da parasitose € realizado por acdo terapéutica de farmacos que visem a eliminacéo de vermes
adultos no hospedeiro e consequentemente diminuicdo da eliminacdo de ovos e contaminacgéo
ambiental (FREITAS, 1977). Ainda, a higiene do local onde os caes transitam pode dificultar
o desenvolvimento de larvas e impedir o sucesso de infeccdo. Areas com grande incidéncia de
sol podem também auxiliar no controle, visto que a temperatura elevada e a falta de umidade,
alteram a viabilidade dos ovos e larvas (GENNARI, 2015).

1.3.1.2 Morfologia e ciclo biolégico

Entre as infeccbes helminticas de maior prevaléncia nos cées, destacam-se 0sS
ancilostomideos A. braziliense e A. caninum, responsaveis pela ancilostomiase canina. Esses
nematoides sdo parasitos de intestino delgado, possuem o corpo delgado, de coloragédo
esbranquicada e hébito hematofagico (TAYLOR; COOP; WALL, 2015). Os ovos das duas

espécies sdo semelhantes em fezes frescas, possuem uma casca fina e podem conter 2-8
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blastdmeros com tamanho variavel de 75-95 x 41-45 um (Fig. 1-A). Os adultos das duas
espécies possuem dimorfismo sexual, as fémeas sdo maiores que 0s machos, medindo 9-20 mm
e 7,5-12 mm, respectivamente. Os machos possuem na porg¢ao posterior uma estrutura auxiliar
de cdpula, denominada bolsa copuladora (Fig. 1-B). As fémeas possuem uma cauda apontada
e uma estrutura terminal filiforme. Esses ancilostomideos possuem estruturas bucais que séo
importantes no auxilio da fixagdo na mucosa intestinal e de carater taxondmico. Observa-se
em A. caninum, uma céapsula bucal grande com um par de trés dentes marginais (Fig. 1-C). E
para A. braziliense um par de placas dentarias dorsais proeminentes (Fig. 1-D).

O ciclo biolégico das duas espécies é de forma direta com infeccdo comumente pela
penetracdo da larva filaridide L3 na pele ou pela ingestdo de hospedeiros paraténicos infectados.
Apos a infecgdo, as larvas migram pela corrente sanguinea até os pulm@es, local onde ocorre a
muda para L4 nos brénquios, sendo deglutidas e chegam ao intestino delgado onde ocorre a
muda final e desenvolvimento para o verme adulto. Ao atingirem a maturidade sexual, 0s
adultos fazem a copula e a fémea realiza a oviposicao. Os ovos sdo entdo eliminados junto as
fezes do hospedeiro. Quando a infeccdo acontece por ingestdo da larva filaridide, as larvas
podem penetrar ativamente pela mucosa oral ou pela mucosa intestinal e realizar a migracéo
pulmonar. Independente do trajeto das larvas, a infeccdo por ancilostomideos tem um periodo
pré-patente de 14-21 dias (URQUHART et al., 1996).

Figura 1 — Caracteristicas morfoldgicas de Ancylostoma sp.. (A) Ovo de ancilostomideo, com casca hialina e

blastémeros formados; (B) bolsa copulatéria do macho; (C) cavidade bucal de Ancylostoma caninum, com um par
de trés dentes bucais de tamanho igual (®); (D) cavidade bucal de Ancylostoma braziliense, com um par de dois

dentes bucais desiguais (). Fonte: Allan de J. M. Severino.

1.3.1.3 Sinais clinicos e patogenia

Em cdes, a sintomatologia observada por infec¢es por ancilostomideos sdo anemia,
diarréia, melena, vomitos e perda de peso, sobretudo em cées jovens infectados via lactacéo
(LEFKADITIS et al., 2006). Em vista da migragdo das larvas pelo tecido pulmonar, na fase
aguda, os animais podem apresentar cansaco e dificuldade respiratoria em infeccbes com
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grande quantidade de larvas. O cdo pode também apresentar irritacdo e inflamag&o no local de
penetracdo da larva. Devido ao h&bito hematofagico do parasito, os animais podem desenvolver
anemia hemorrégica aguda ou cronica e consequentemente perda de ferro. Os ancilostomideos
adultos retiram cerca de 0,1 mL de sangue do hospedeiro por dia, € por isso, em infecgdes
macicas, 0s cdes sdo diagnosticados com anemia microcitica hipocrémica, diarréia,

hemorragias, pelagem opaca e emagrecimento (URQUHART et al., 2001).

1.3.1.4 Diagnéstico

O diagnéstico da infeccdo pode ser constituido de uma anamnese com exame dos sinais
clinicos associado a exame hematoldgico a fim de verificar eosinofilia. Ainda assim, para
confirmacdo da infeccdo, métodos de diagnostico parasitoldgico de fezes de rotina (método de

sedimentacdo espontanea, método de Willis) sdo recomendados para encontrar 0S ovos.

1.3.1.5 Aspectos zoonoticos

Esses helmintos possuem impacto zoonotico devido a manifestacdo de larva migrans
cutanea (LMC) e enterite eosinofilica provocadas pela presenca e migracdo de larvas
infectantes em tecidos e 6rgdos humanos (WALKER et at., 1995). A LMC, esté associada ao
contato direto do ser humano ao solo contaminado com larvas filaridides, decorrentes da
liberacdo de ovos em fezes de cdes. Ao entrar em contato com a epiderme, as larvas migram
para o tecido subcutaneo desenvolvendo reagdes imunoldgicas como dermatose, pruridos e
erupcdes cutaneas (SANTAREM; GIUFFRIDA; ZANIN, 2004). Essas reacdes S&o
visualizadas comumente em pes, pernas, maos e nadegas que sdo regides mais expostas em
caixas de areia de parques e praias e menos frequente na regido facial. Embora ndo haja
gravidade em muitas infecgdes, a utilizacdo de tratamento topico a base de tiabendazol pode
ser necessaria para melhora clinica e evitar infecgdes secundarias (LIMA; CAMARGO;
GUIMARAES, 1984). Essa infeccdo ocorre em maior frequéncia em criangas, devido ao hébito
de brincar em contato direto com o solo. A enterite eosinofilica estd associada a presenca de
larvas na mucosa intestinal de seres humanos, embora nao atinjam a maturidade adulta, podem
desencadear episodios autolimitantes de nausea, dor abdominal, diarréia e emagrecimento
(CABRERA,; E SILVA, 2008).
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1.3.2 Toxocara canis

1.3.2.1 Epidemiologia

A toxocariase € uma doenca de distribuicdo mundial, principalmente nos tropicos. No
Brasil é uma das infecgdes recorrentes em cées domésticos e errantes devido a diferentes formas
e vias de infeccdo pelo ciclo biologico. Fatores como a auséncia de diagndstico, grande
liberacdo de ovos nas fezes do hospedeiro adequado, resisténcia do ovo no solo e cadelas que
podem albergar larvas na musculatura, permitem que o parasito tenha uma facil disseminacao
e propagacdo pelo ambiente (DESPOMMIER, 2003). Como prevencdo, é recomendado o0
descarte correto de fezes, vermifugacdo peridédica em casos de histérico da infeccdo e impedir
0 acesso de cdes a areas recreativas devido ao risco de contaminacdo do solo e ao potencial

zoonotico do parasito.

1.3.2.2 Morfologia e ciclo biologico

O ascarideo Toxocara canis € um nematoide parasito de intestino delgado de canideos
pertencente a familia Ascaridoidea. E um helminto de coloracio esbranquicada, e tamanho
variavel, os machos medem cerca de 10 cm e as fémeas podem chegar a 18 cm. Os machos
possuem dois espiculos e uma cauda com projecédo digitiforme. Os helmintos se alimentam de
substancias digeridas disponiveis no intestino, e alguns casos do tecido intestinal. A porcéo
anterior € eliptica e cercada por trés labios envoltos na boca e com a notavel presenca de asas
cefalicas longas e estreitas (Fig. 2-A). Os ovos de T. canis (Fig. 2-B) possuem uma membrana
grossa e rugosa de coloracdo castanho-escuro e medindo cerca de 90 x 75 um (TAYLOR,;
COOP; WALL, 2015).

Os hospedeiros definitivos de T. canis sdo canideos predatorios, como caes e raposas,
no entanto infeccbes em gatos domésticos também ja foram descritas (MUNDIM et al., 2004).
Em cées, a infeccdo por T. canis ocorre via transmamaria, transplacentaria por larvas em
hipobiose, ingestdo de hospedeiro paraténico infectados ou ingestdo de ovos larvados
(OVERGAAUW; NEDERLAND et al., 1997). A forma basica de infeccdo por T. canis ocorre
pela ingestdo de ovos embrionados no ambiente, contendo a larva L3. Apos a ingestdo dos ovos
larvados ocorre a eclosdo das larvas no intestino, penetracdo da parede intestinal e subsequente
migracdo da L3 pela corrente sanguinea até figado e pulmdo (DESPOMMIER, 2003;
SCHNIEDER; LAABS; WELZ, 2011). No pulméo, as larvas sofrem a muda, seguem para
faringe, sdo deglutidas e no intestino desenvolvem a forma adulta. No intestino delgado, os
adultos ao atingir a maturidade sexual fazem a cépula, a fémea faz a ovipostura na luz do

intestino, e os ovos eliminados juntos as fezes. Durante a fase larval, em cadelas, as larvas
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podem migrar para tecidos musculares e infectar os filhotes pela via transmamaria e
transplacentaria (GILLESPIE, 1988). A infeccdo pela via transmamaria ocorre durante a
lactacdo quando as larvas L3 sdo ingeridas no leite pelo filhote. E a via transplacentaria pela

migracdo de larvas na corrente sanguinea da placenta até os pulmdes dos neonatos.
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Figura 2 — Caracteristicas morfoldgicas de Toxocara canis. (A) parte anterior de um adulto de T. canis com asas
cefalicas longas e estreitas (&), visualizacdo em microscépio estereoscopico; (B) ovo ndo larvado de T. canis.

Fonte: Allan de J. M. Severino.

1.3.2.3 Sinais clinicos e patogenia

Os cées podem apresentar diferentes sinais clinicos para a infeccdo como diarreias,
desidratacdo, inapeténcia, falta de apetite, respiracdo ofegante, constipacGes, fraqueza e
eosinofilia (SANTAREM et al., 2009). Em infeccdes macicas pode haver obstrucio completa
ou parcial do intestino. Na fase larval do helminto, a migracédo de larvas pode provocar quadros
de tosse e inflamacdo no tecido pulmonar (TAYLOR; COOP; WALL, 2015). A toxocariase €
uma doenca de maior prevaléncia e carga parasitaria em cées filhotes e jovens devido a maior
chance de infec¢do ocorrer durante a gestacdo e a lactacdo e devido a falta de uma resposta
imune adequada para controlar o parasito. Os animais neonatos e filhotes sdo 0s que mais
registram Obito da doenca devido a transmissao transplacentaria e durante a amamentacdo de
larvas infectantes em quantidade bem elevada, visto que a cadela pode abrigar larvas encistadas
na musculatura (MORAES et al., 2004). Em cédes adultos infectados, as larvas podem
permanecer em hipobiose, e em casos de imunodepressdo ocorre uma ativacdo das larvas
hipobioticas e o ciclo hepato-traqueal se completa, permitindo o desenvolvimento de helmintos
adultos (FERNANDES, 2010). Nos cées adultos, a imunodepressdo € um dos fatores para o
ressurgimento da infeccdo, visto que os hospedeiros previamente infectados podem adquirir

imunidade contra a infeccdo pelo helminto.
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1.3.2.4 Diagnéstico

Para o diagndstico da toxocariase, a anamnese e exames hematoldgicos associados a
técnicas coproparasitologicas sdo eficientes para confirmacdo da infeccdo (KATAGARI;
OLIVEIRA-SIQUEIRA, 2007). A partir de técnicas coproparasitolégicas de rotina, o
diagndstico pode ser realizado para deteccdo de ovos que diariamente sdo liberados em grande
quantidade junto as fezes. O diagndstico por imagem também pode auxiliar em casos graves,
para detectar lesdes nos drgdos do cdo causadas pelos helmintos. Além disso, o cdo pode expelir
helmintos adultos quando em infeccGes com alta carga parasitaria, o que também contribui para
o diagndstico.

1.3.2.5 Aspectos zoonoticos

A infeccdo por T. canis em humanos esta associada a larva migrans visceral (LMV) e
ocular (LMO) devido a ingestao acidental de ovos embrionados infectantes em dgua e alimentos
contaminados (GILLESPIE, 1988). O ser humano é um hospedeiro acidental das manifestacdes
de larva migrans. A LMV, ocorre quando ha uma migracéo de larvas de Toxocara em tecidos
e 6rgdos humanos. Apos a ingestdo do ovo embrionado e ecloséo da larva, a mucosa intestinal
se torna porta de entrada para a corrente sanguinea. Ao entrar na circulacdo sanguinea, a larva
pode atingir 6rgdos como figado, coracdo, pulmao e cérebro onde se manifestam os principais
sintomas. Entre os sinais clinicos observados, estdo a febre, tosse seca, desconforto abdominal,
lesbes no tecido hepatico e pulmonar, reacdo inflamatoria aguda e granulomas (PERUCA,;
LANGONI, 2012). A maioria das infeccOes tem carater assintomatico e o diagndstico
parasitologico se torna dificil, contudo a anamnese do paciente e eosinofilia permite presumir
a infeccdo. O diagnostico por métodos sorolégicos pode ser usado para detectar a presenca de
anticorpos anti-Toxocara. Essa manifestacdo normalmente dispensa tratamento, no entanto, um
quadro clinico mais agudo e grave com manifestagdes musculares, oculares e/ou neurolégicas,
0 uso de drogas anti-helminticas pode ser recomendado (ROLDAN et al., 2010). A LMO é
caracterizada pela presenca de larvas no tecido ocular, e entre os sinais clinicos descritos estao
a endoftalmia cronica, leucocoria, febre, estrabismo, vermelhiddo ocular, falha de viséo, e em
casos graves granulomas e hemorragias (GLICKMAN et al., 1987). Para o diagndstico dessa

infeccdo, o exame oftalmoldgico e soroldgico associado a anamnese pode confirmar a infeccéo.
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1.3.3 Dipylidium caninum

1.3.3.1 Epidemiologia

A infecgdo por D. caninum é descrita mundialmente e principalmente em cées errantes
que se infestam com maior facilidade por ectoparasitos. A endemicidade do hospedeiro
intermediério e a auséncia de sinais clinicos do hospedeiro sdo fatores que contribuem na
persisténcia da parasitose (ROUSSEAU et al., 2022). A dipilidiose € mais comum em areas
com altas populacGes de pulgas, com climas quentes e umidos. Além disso, a infeccdo é mais
frequente em filhotes e cées jovens, que s&0 mais propensos a ingerir 0s insetos enquanto se
limpam (WANI et al., 2015). O controle deve ser realizado com a integragéo de inseticidas e
no uso de anti-helminticos. Como zoonose, crian¢as possuem um risco maior de infec¢éo,
especialmente se elas brincarem com cées infectados. Por isso, medidas profilaticas como

praticas de higiene pessoal e tratamentos periddicos em animais de estimagdo sdo necessarias.

1.3.3.2 Morfologia e ciclo biologico

Entre os platelmintos de cées de potencial zoonotico, destaca-se a espécie Dipylidium
caninum causador da dipilidiose. Esse parasito € hermafrodita, pertence a familia Dipylidiidae
e pode medir cerca de 80 cm de comprimento. Entre os cestodeos, esse helminto possui uma
alta recorréncia em cées domesticos e errantes. O escOlex é retratil com rostelo armado com
quatro ou cinco fileiras de ganchos (Fig. 3-A). O corpo dividido em colo e proglotes, que se
dividem em jovens, com 0Orgdos reprodutivos em desenvolvimento (Fig. 3-B). Proglotes
maduras, com dois conjuntos de 6rgaos reprodutivos formados (Fig. 3-C) e proglotes gravidas
contendo capsulas ovigeras que abrigam os ovos (Fig. 3-D) (CABELLO et al., 2011).

O ciclo biolégico é heteroxeno, e tem como hospedeiro intermediario artrépodes, como
pulgas e piolhos. A infeccdo nos cées ocorre quando insetos infectados com a larva cisticercoide
sdo ingeridos durante o ato de cocar a pelagem. Ao chegar no intestino delgado, a larva
cisticercoide eclode, se desenvolve em adulto e fixa-se na mucosa intestinal. Apds o
desenvolvimento e reproducdo do helminto, as proglotes gravidas sdo liberadas pelas fezes, ao
chegar no ambiente essas proglotes se rompem liberando capsulas ovigeras, e 0s ovos contidos
serdo ingeridos pelo hospedeiro intermediario no ambiente. No hospedeiro intermediario, a
larva eclode e se desenvolve na cavidade corporal até o inseto adulto ser ingerido pelo céo
(BOREHAM et al., 1990). Esses cestddeos ndo possuem sistema digestério e a alimentagdo
ocorre por absor¢do de moléculas digeridas no intestino do hospedeiro por sua epiderme

especializada.
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Figura 3 — Caracteristicas morfolégicas de Dipylidium caninum. (A) Escélex com rostelo e quatro ventosas; (B)

proglotes jovens com sistema reprodutor em desenvolvimento; (C) proglote madura com sistema reprodutor
desenvolvido com dois conjuntos de 6rgdos sexuais; (D) proglote gravida com capsulas ovigeras e ovos no interior
(®). Fonte: Allan de J. M. Severino.

1.3.3.3 Sinais clinicos e patogenia

Nos cées as infecgdes por D. caninum se caracterizam quando sintomaticas por enterites,
prostracdo, prurido anal, diarréias e comportamento de rastejar o anus no chdo. Com tudo, a
maioria dos cdes apresenta infeccbes de carater assintomatico, quando em baixa carga
parasitaria (SAINI et al., 2016). Outro sintoma recorrente sao hemorragias focais na mucosa
intestinal onde o parasito se fixa. O helminto adulto ndo possui alto grau de patogenicidade,
além da espoliacdo nutricional do hospedeiro. E descrito que muitas infeccbes podem ser
toleradas sem apresentar qualquer sinal clinico. No entanto, a presenca de pulgas e piolhos

podem provocar no cdo quadros de alergias dérmicas severas.

1.3.3.4 Diagnéstico

O diagnostico dessa parasitose baseia-se no encontro de proglotes gravidas nas fezes ou
na regido perianal do animal, que pode ser feito por swab anal, exame direto das fezes, ou por
peneiracdo delas (ROUSSEAU et al., 2022). As proglotes liberadas possuem movimentacao

ativa e podem ser observadas proximas das fezes.

1.3.3.5 Aspectos zoonoticos

As infecces humanas causadas por D. caninum ocorrem pela ingestdo de pulgas
infectadas, tendem a ser assintomaticas e estdo associadas a criancas (JIANG et al., 2017).
Quando héa sintomas podem variar entre desconforto e dor abdominal, diarréia, perda de apetite,
febre e nduseas. O diagndstico em humanos pode ser realizado pela observacéo de proglotes

nas fezes ou nas roupas intimas e tratamento seguido com praziquantel (ROUSSEAU et al.,



27

2022). A menor prevaléncia da infeccdo em adultos pode ser explicada pelo sistema
imunolégico desenvolvido e melhores habitos de higiene pessoal que diminuem o risco de
infeccdo (PORTOKALIDOU et al., 2019).

1.3.4 Trichuris vulpis

1.3.4.1 Epidemiologia

A tricuriase canina possui ampla distribuicdo mundial, ndo sendo restrita a regido
tropical e subtropical. A recorréncia de infeccdo em cédes tem como fatores a alta viabilidade
dos ovos no ambiente, 0s animais adultos sdo os mais afetados com a alta carga parasitaria
comparado aos registros em animais jovens (TAYLOR; COOP; WALL, 2015). As infeccdes
possuem maiores registros nas localidades onde ha baixas condi¢des sanitarias, alta densidade
de cées e auséncia na utilizacao de antiparasitarios (AREEKUL et al., 2010). Como controle da
parasitose, recomenda-se medidas sanitarias acompanhadas pelo uso de anti-helminticos como

estratégia para reduzir a contaminagdo ambiental (RAZA et al., 2018).

1.3.4.2 Morfologia e ciclo biolégico

A tricuriase canina é causada por um nematodeo da espécie Trichuris vulpis, pertencente
a familia Trichuridae e ordem Trichocephalida. E um parasito de intestino grosso, os adultos
possuem coloracdo branca com comprimento de 4,5 a 7,5 cm (Fig. 4-A), possuem a regido
anterior longa e afilada que fixa e penetra na mucosa intestinal (YEVSTAFIEVA et al., 2019).
Os ovos possuem coloracdo castanha com dois opérculos polares de tamanho 85 x 40um (Fig.
4-B) e tem como hospedeiros canideos e felinos.

O ciclo biolégico é monoxeno, o estagio infectante € o ovo embrionado, contendo a
larva L1 que pode ser ingerida em agua e alimentos contaminados. Apos a ingestdo do ovo e
digestdo do opérculo, a larva eclode e penetra na mucosa, onde se desenvolve até a
diferenciacdo para a forma adulta. Os adultos no intestino grosso, quando atingem a maturidade
sexual, fazem a copula e o0s ovos sdo eliminados juntos as fezes (TAYLOR; COOP; WALL,
2015). Esses nematoides se alimentam do tecido intestinal, fluidos intestinais, além de

possuirem habitos hemato6fagos.
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Figura 4 — Caracteristicas morfoldgicas de Trichuris vulpis. (A) Fémea adulta com o es6fago fino e alongado (®),

visualizacdo em microscopio estereoscopico; (B) Ovo operculado e ndo larvado de T. vulpis. Fonte: Allan de J. M.

Severino.

1.3.4.3 Sinais clinicos e patogenia

Em cées sintomaticos observa-se colite, diarréia com muco, desidratacdo, perda de peso,
melena, anemia e ictericia como sintomas classicos. A presenca do verme adulto pode servir de
entrada para patdgenos oportunistas devido a danos e aberturas na mucosa intestinal. A maioria
das infeccbes ocorrem de forma assintomatica, o que dificulta o diagndstico, mas em grande
quantidade de helmintos podem ocasionar em colite hemorragica e inflamacéo tecidual extensa
na mucosa cecal (HENDRIX et al., 1987).

1.3.4.4 Diagndstico

A infeccdo pode ser diagnosticada por metodologias coproldgicas de rotina, visto que
pela anamnese dos sinais clinicos do cdo ndo é possivel confirmar a infeccdo (TRAVERSA,
2011).

1.3.4.5 Aspectos zoonoticos

Ainda existem controvérsias sobre os relatos de infeccdes pelo tricurideo T. vulpis em
humanos, mas as infeccBes relatadas estdo associadas a crian¢as com sintomatologia variavel
de enterites, anemia, eosinofilia e manifestacdo larva migrans visceral (SAKANO et al., 1980;
MARQUEZ-NAVARRO et al., 2012). O diagndstico dessa infeccdo pode ser realizado por
bidpsia e métodos soroldgicos, contudo métodos moleculares precisam ser usados para
confirmar a ocorréncia da LMV associada a essa espécie de tricurideo e caracterizar como

helminto de potencial zoono6tico transmitido por cdes (TRAVERSA, 2011).
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1.3.5 Giardia sp.

1.3.5.1 Epidemiologia

A giardiase ¢ uma protozoose de distribuicdo mundial, principalmente em paises
subdesenvolvidos localizados nas regides tropicais e subtropicais. A infecgdo acomete diversos
mamiferos, e com a facilidade de dispersdo de cistos que atingem corpos d'agua facilitam a
transmissdo entre outros hospedeiros. E uma protozoose intestinal comum em &reas com alta
densidade de cées, como canis e abrigos (UPJOHN et al., 2010). Nesses locais, 0s cdes podem
ser infectados por contato direto com outros animais infectados ou por meio de objetos
contaminados, como tigelas de comida. Outro fator importante relacionado a dispersédo de
cistos, € que muitas infeccGes permanecem de forma assintomatica, impossibilitando o
diagnostico correto e tratamento (LEUNG et al., 2019). O controle da giardiase em cées deve
ser realizado com a utilizagao de antiparasitarios, controlar o contato com cées errantes, limpeza

e desinfeccdo do local onde os animais se alimentam e defecam.

1.3.5.2 Morfologia e ciclo biolégico

Entre as protozooses gastrointestinais de maior prevaléncia em cdes com potencial
zoonotico esta a giardiase. A giardiase canina € causada por espécies do género Giardia,
pertencente a familia Hexamitidae, protozoario cosmopolita com habitat de intestino delgado
de diversos mamiferos, incluindo seres humanos e caes. O protozoario possui duas formas
evolutivas. A forma de trofozoito, encontrada no intestino delgado do hospedeiro, e o cisto,
encontrado nas fezes eliminadas no ambiente. O trofozoito tem um formato piriforme, com
disco de fixacdo, dois ndcleos, oito flagelos e um par de corpusculos (Fig. 5-A). O cisto tem
formato ovoide e contém quatro nucleos (Fig. 5-B).

O ciclo bioldgico ¢ direto e simples, a infeccdo ocorre via fecal-oral com ingestdo de
cistos em agua ou alimentos contaminados Apés a ingestdo do cisto, ocorre 0 processo de
desencistamento, os trofozoitos sdo liberados e iniciam a colonizacdo da mucosa intestinal por
meio da reproducdo assexuada. Na luz do intestino, os trofozoitos se encistam e sdo eliminados
juntamente as fezes do hospedeiro (TAYLOR; COOP; WALL, 2015).
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Figura 5 — Caracteristicas morfolégicas de Giardia sp. (A) Trofozoito com flagelos, disco ventral e nicleos
centrais; (B) cisto elipsdide com nucleos e axonema. Observagdo em microscopio éptico (100x). Fonte: Stefan
Michael Geiger.

1.3.5.3 Sinais clinicos e patogenia

Em cées essa infeccdo pode se apresentar de forma assintomatica, ou sintomatica com
desidratacdo, desencadear diarréias com esteatorréia ou ser auto-limitante (IVANOV, 2010).
Os sinais clinicos também podem ser acompanhados de perda de peso e cansaco. Pode haver
atrofia da mucosa intestinal e das microvilosidades impedindo a absor¢ao de nutrientes visto

que os trofozoitos se fixam entre as vilosidades (SANTANA et al., 2014).

1.3.5.4 Diagndstico

O diagndstico clinico é inespecifico, por isso méetodos coproparasitolégicos podem
confirmar a infeccdo pela observacdo de cistos nas fezes (SANTANA et al., 2014). Em fezes
diarreicas, € possivel observar a presenca de trofozoitos. Em geral € necessario analisar

diferentes amostras fecais visto que a eliminacgéo de cistos ndo é recorrente (QUADROS, 2013).

1.3.5.5 Aspectos zoonoticos

O potencial zoonotico da espécie Giardia duodenalis é bastante discutido devido as
diferentes linhagens que a espécie apresenta em varios hospedeiros e regides do mundo. De
acordo com FENG e XIAOQ, 2011, ndo ha davidas que os cdes podem albergar diferentes cepas
da espécie com grande potencial como agentes zoondticos. Entretanto, é necessario estudos de
carater molecular associado a epidemiologia, para melhor compreensao da dindmica da doenca
entre diferentes linhagens em diferentes hospedeiros (FENG & XIAO, 2011).



31

1.3.6 Protozodrios coccideos

Protozoérios dos géneros Cryptosporidium, Cystoisospora e Sarcocystis sdo
comumente diagnosticados em cdes, mesmo em baixa frequéncia, sdo epidemiologicamente
importantes devido ao potencial zoonotico. A criptosporidiose é uma infeccdo intestinal
provocada pelo coccideo Cryptosporidium spp.. Em cées e humanos séo relatados infeccbes
pelas espécies de C. parvum, C. hominis e baixa frequéncia de C. canis em pessoas (XIAO;
FENG, 2008; LUCCA et al., 2009; WIDMER et al., 2020). Frequentemente, as infec¢es em
caes sao causadas por C. canis, enquanto outras espécies do género Cryptosporidium sdo
encontradas no trato gastrointestinal de gatos, humanos e outros animais. No entanto, como a
espécie C. parvum infecta seres humanos e outros mamiferos, inclusive os cées, é destacada
sua importancia zoonotica (ABE et al., 2002; RAZA et al., 2018). A infeccdo ocorre pela
ingestdo de oocistos e a maior parte das infeccdes sdo assintomaticas. Sinais clinicos mais
graves sdo observados em cées filhotes e imunocomprometidos. Da mesma forma em seres
humanos, criangas e individuos imunossuprimidos sdo 0s grupos mais afetados pelos
protozoarios e que mais desenvolvem sinais clinicos mais graves durante a infeccéo
(QUEIROZ, 2012). Em cées, sdo observados sinais clinicos variaveis como diarreia,
desidratacdo, perda de peso, letargia e vomitos. Por infectar diversos hospedeiros silvestres e
domésticos, este coccideo tem importancia epidemiolégica em agdes de controle de zoonoses.
Entretanto, a deteccdo da forma infectante de Cryptosporidium spp. pelos métodos
coproparasitologicos de rotina possui limitagdes, sendo os métodos moleculares mais
adequados. Dessa forma, para o diagndstico & necessario aplicar técnicas de maior
sensibilidade, com aumento microscépico maior e com coloracdes especificas para 0s oocistos,
como a técnica de Zeel-Nielsen (ORTOLANI et al, 2000). Além das técnicas
coproparasitologicas, as metodologias moleculares sdo fundamentais para a determinacao da
espécie infectante.

Outra parasitose intestinal recorrente em cées € a cistoisosporiase, ocasionada por
coccideos do género Cystoisospora, anteriormente nomeado Isospora (DUBEY; ALMEIRA,
2019). As trés principais espécies de Cystoisospora que infectam cées sdo C. canis, C. ohioensis
e C. burrowsi, enquanto C. neorivolta é menos comumente relatada (RAZA et al., 2018). A
maioria das infec¢des é assintomatica, contudo, sinais clinicos sdo relatados em cées jovens e
filhotes. A infeccdo ocorre por ingestdo de oocistos esporulados no ambiente ou predacdo de
hospedeiros paraténicos (LEAL et al., 2013). A infeccdo em humanos ocorre majoritariamente
pela ingestdo de oocistos esporulados da espécie C. belli em adgua ou alimentos contaminados.

Os casos sintomaticos em humanos de cistoisosporiase estdo associados a quadro cronicos de
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diarréias em criancas e imunodeficientes. Em individuos imunocompetentes a infecgcdo tem
carater assintomatico e ha cura espontanea (FREGONESI, 2013).

A sarcocistose € uma parasitose causada por protozoarios do género Sarcocystis de
distribuicdo mundial. As principais espécies que infectam cées sdo especificas, e dependem do
hospedeiro intermediério envolvido. Entre essas especies, destacam-se S. cruzi, S. tenella, S.
capracanis e S. bertrami (RAZA et al., 2018). A maioria dos cées ndo apresentam sinais
clinicos, no entanto, quando sintomaticos quadros de diarreia, vémitos, letargia, perda de peso
e anemia sdo observados (CASTRO-FORERO et al., 2022). A infeccdo em cdes ocorre pela
ingestdo de musculos e tecidos infectados de hospedeiros intermediarios ou ingestao de oocistos
no ambiente (TAYLOR; COOP; WALL, 2015). Em humanos, a infeccdo pode ocorrer pela
ingestdo de carnes cruas e de oocistos em agua e alimentos contaminados. Em pessoas
imunocompetentes, a infecgdo € autolimitante com episodios de diarreia, dor abdominal e
nauseas. No entanto, em individuos imunossuprimidos a sarcocistose pode se tornar cronica e
desenvolver hepatite, miocardite e encefalite (FAYER; ESPOSITO; DUBEY, 2015). A
prevencdo dessas parasitoses causadas por coccideos consiste na higienizacao e desinfeccdo do

local onde os cies habitam e uso regular de antiparasitarios (PIRAO, 2018).
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1.4 Leishmaniose visceral canina

1.4.1 Biologia de Leishmania infantum e ciclo biologico

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenga de carater zoonético causada pelo
protozodrio Leishmania (Leishmania) infantum Nicolle, 1908 da ordem Kinetoplastida e
familia Trypanosomatidae. Protozoarios do género Leishmania sdo pleomorficos e apresentam
diferentes formas bioldgicas de acordo com o hospedeiro infectado. O protozoério possui um
ciclo biolégico heteroxeno em hospedeiro invertebrado e vertebrado (Fig. 6).
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Figura 6 — Ciclo biolégico de Leishmania (Leishmania) infantum no hospedeiro invertebrado e nos hospedeiros
vertebrados. Fonte: Adaptado de ESCH; PETERSEN, 2013.
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O hospedeiro invertebrado ¢ um inseto holometabolo, pertencente a ordem Diptera,
familia Psychodidae e género Lutzomyia, conhecidos popularmente como mosquito-palha ou
birigui (Fig. 7).

Figura 7 — Flebotomineo fémea. Fonte: CDC.

Dentre as espécies, destaca-se Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 e Lutzomyia
cruzi Mangabeira, 1938 de importancia epidemiol6gica devido a ampla distribuicdo pelas
regides no pais e diferentes hospedeiros vertebrados como possiveis hospedeiros definitivos e
fontes de infeccdo. Os flebotomineos machos e fémeas se alimentam de carboidratos
disponiveis em sucos vegetais, seiva e secrecdes de afideos, no entanto, apenas as fémeas
possuem habito hemat6fago para a maturacao oocitaria (DE SOUSA et al., 2021). Esses insetos
tém maior atividade bioldgica no amanhecer e entardecer, sendo encontrados proximos a locais
com disponibilidade de matéria organica, importante para o desenvolvimento do estagio larval
(RANGEL; LAINSON, 2003).

Durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, formas amastigotas sao
ingeridas e no sistema digestivo do inseto ocorre a diferenciacdo para forma evolutiva de
promastigota (Fig. 8-A). Posteriormente ao desenvolvimento no sistema digestivo do inseto, a
forma promastigota se diferencia em promastigotas metaciclicas, estas possuem alta motilidade,
um longo flagelo e sdo a forma infectante para os hospedeiros vertebrados. A infeccdo para o
vertebrado ocorre quando as fémeas realizam o repasto sanguineo.

Em hospedeiros vertebrados, a forma promastigota metaciclica inoculada possui
tropismo por células do sistema monofagocitario em especial, macrofagos (DAVIES et al.,
2003; MURRAY et al., 2005). No interior do vacuolo parasitéforo do macrofago, diferenciam-
se para amastigotas (Fig. 8-B), formas arredondadas e sem flagelos exteriorizados. As

amastigotas sdo disseminadas pela corrente sanguinea, apdés o rompimento das células
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infectadas devido ao excessivo numero de divisbes binarias. Essas formas pela via
hematogénica podem infectar linfonodos e diferentes érgdos como figado, baco, e medula
6ssea. Quando hé infeccdo nesses 6rgaos tem-se o inicio de manifestacfes sintomatoldgicas da
doenca no hospedeiro. No ambiente silvestre e rural, os hospedeiros reservatorios sao 0s
roedores e didelfimorfos, enquanto os cdes domésticos destacam-se devido a importancia

epidemioldgica nos ambientes urbanizados, domiciliares e peridomiciliares.

Figura 8 — Caracteristicas morfoldgicas de Leishmania (Leishmania) infantum. (A) Formas promastigotas; (B)

formas amastigotas em célula fagocitica do hospedeiro definitivo (&). Fonte: CDC modificado.

1.4.2 Sinais clinicos e patogenia

A LVC é uma doenca cronica, de patogenia grave, onde 0s cdes podem permanecer
assintomaticos, sintomaticos ou oligossintomaticos para a doenga e apresentar diferentes sinais
clinicos (Fig. 9). Entre os sinais clinicos de LVC, destacam-se a caquexia, febre, anemia,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, epitaxia, vasculite, palidez de mucosas, atrofia muscular
e manifestacbes dérmicas como Ulceras crostosas, descamacdo furfuracea, onicogrifose e
alopecia local ou generalizada (SILVA, 2007; BRASIL, 2014). As lesdes pela doenca podem
ter carater cutdneo ou visceral, sendo as lesdes cutaneas mais comuns. Inicialmente, a doenca
apresenta febre intermitente, perda de peso e linfadenopatia, seguidas por lesdes nodulares e
oculares, alopecia multifocal, descamacéo furfuracea e ulceracoes (SILVA, 2007). Conforme a
doenca progride para casos crénicos, € comum que o cdo apresente aumento de linfonodos,
hepatoesplenomegalia e, em alguns casos, evolua para obito. E importante ressaltar que os
sinais clinicos podem se desenvolver de forma gradual, e o cdo pode apresentar apenas alguns
sintomas no inicio da doenga. Além disso, em alguns casos, o cdo pode ficar assintomatico por

um periodo de tempo, o que torna o diagnostico mais dificil (FONSECA, 2013).
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Figura 9 — Sinais clinicos caracteristicos da leishmaniose visceral canina. (A) Onicogrifose; (B) caquexia; (C)

alopecia periocular e vasculite ponta de orelha; (D) ceratoconjuntivite, alopecia, ulceracdo cuténea; (E)

hiperqueratose nasal. Fonte: Allan de J. M. Severino.

Em cées aumenta-se a tendéncia de gravidade da LVC quando coinfectados por
parasitos intestinais, hemobactérias e hemoprotozoéarios devido a desregulacdo do sistema
imunologico (TOEPP et al., 2019). A interacdo em caso de coinfecgdes com L. infantum e
outros patogenos € um dos fatores que podem induzir o surgimento dos sinais clinicos
caracteristicos da leishmaniose visceral canina. Em humanos e em infecgdes experimentais ha
registros de agravo clinico da patogenia e aumento no tempo no uso de antimoniais em
infeccdes por Leishmania spp. quando coinfectados por helmintos intestinais, principalmente
devido a mudangas no perfil de resposta imunolégica dos infectados (O’NEAL et al., 2007;
AZEREDO-COUTINHO et al., 2016; CLASSON et al., 2019; MIRANDA et al., 2021). As
infeccbes humanas por L. infantum sdo potencialmente fatais quando ndo tratadas
principalmente em criancas e individuos imunocomprometidos, as manifestacdes sistémicas
sdo semelhantes as que ocorrem em cées e a ocorréncia de casos caninos tem relacdo direta aos
casos humanos (GONTIJO; MELO, 2004; SILVA, 2007).

A relacdo entre sinais clinicos graves da LVC e a coinfeccdo com helmintos intestinais
em infeccdes ativas de Leishmania spp., € pouco conhecida e limitada comparado aos estudos
desenvolvidos envolvendo coinfec¢fes humanas. No entanto, nos estudos de DE CASTRO
(2019) e AZEVEDO (2020) com cées, apontam que o inicio das manifestacdes clinicas da LVC
e agravos da doenca na presenca de helmintoses sdo comuns devido a interferéncias da resposta
imunologica. Nesses trabalhos foi relatado que a resposta imunoldgica do tipo Thi,
predominante em protozooses intracelulares pode ser suprimida pela ocorréncia da resposta do
tipo Th2, comum em infeccdes extracelulares causadas por helmintos. Essa interferéncia
imunoldgica pode influenciar como um dos fatores iniciadores da manifestacdo sintomatoldgica
da doenga nos cées. Além da resposta imunoldgica, a cepa do parasito, a carga parasitaria de L.
infantum, acesso a espaco externo, pelagem do céo, raga, idade, estado fisico e nutricional séo

outros fatores de importancia na manifestacdo da doenca (GONGCALVES, 2014).
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1.4.3 Diagnéstico da leishmaniose visceral canina

O diagndstico da LVC pode ser realizado pela anamnese considerando a origem do céo,
os sinais clinicos apresentados e por métodos laboratoriais. O exame clinico € inconclusivo,
visto que os sinais clinicos apresentados pelo cdo podem ser confundidos com outras infeccées.
Devido a possibilidade de cdes permanecerem assintomaticos e com um amplo espectro de
sinais clinicos, o diagnostico laboratorial se torna imprescindivel para confirmacéao da infeccéo.
Entre os métodos de diagnéstico para confirmacdo, podem ser utilizados o parasitoldgico,
imunolégico, soroldgico ou molecular. O diagnostico parasitolégico consiste na visualizacao
do parasito, e pode ser realizado por puncéo aspirativa ou bidpsia de 6rgaos como baco, figado,
pele, medula 6ssea e linfonodos (GONTIJO; MELO, 2004). Pela utilizacdo de fragmentos
desses tecidos € possivel visualizar formas do protozoario em Iaminas coradas por técnicas
histopatolégicas ou em exames rapidos por ‘imprint’ e coloragao pandtica. Para o diagnostico
imunologico e sorologico em cées, comumente métodos como DPP® (Dual Path Platform) para
triagem de testagem répida e ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e RIFI (reacéo
de imunofluorescéncia indireta) séo utilizados para detec¢do de antigenos e/ou anticorpos anti-
Leishmania. De acordo com as diretrizes do Ministério da Satde (2014), atestagem paraa LVC
deve ser realizada em cdes que vivem em areas endémicas, independentemente da
sintomatologia apresentada. Em casos de resultados inconclusivos por outras metodologias, o
diagnostico molecular se torna uma ferramenta aliada na confirmacdo da infeccdo. As
metodologias moleculares possuem alta sensibilidade e especificidade. As técnicas de PCR,
gPCR e PCR-RFLP sdo Uteis e eficientes para identificacdo da infeccdo, caracterizacdo do
parasito e quantificacdo de carga parasitaria em cdes assintomaticos ou sintomaticos
(QUARESMA, 2007; FARIA & DE ANDRADE, 2012). Para a testagem molecular, diferentes
amostras bioldgicas contendo material genético podem ser utilizadas como sangue, fragmentos

de pele, raspagem de mucosas e aspirado de medula dssea.

1.4.4 Epidemiologia

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca endémica de 83 paises localizados em
regides tropicais e subtropicais (WHO, 2020). Inicialmente, essa zoonose estava associada ao
ambiente rural com cerca de 90% dos casos notificados em pessoas de baixa condigdes
socioecondémicas (MARCONDES; ROSSI, 2013). No entanto, conforme a expansdo e
modificagdo do ambiente pelo ser humano e mudancas na ecologia do vetor, a doenga se
espalhou para areas antes consideradas indenes, como a regido Sul do Brasil (DANTAS-

TORRES, 2009). Além disso, a introducdo de cdes oriundos de areas endémicas para LV
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contribuiu como um dos fatores para expansao da zoonose para as areas urbanas. Com o0 avango
da urbanizacdo, o crescimento demografico relacionado a auséncia de coleta de lixo e
saneamento béasico, o ambiente urbano tornou-se propicio para o desenvolvimento e
manutencdo do ciclo biolégico do vetor (MIRANDA, 2008; MARCONDES; ROSSI, 2013). A
doenca hoje é descrita por toda a América Latina, desde regifes do México até a Argentina,
atingindo os paises da regido do mar do Caribe, Colémbia, Venezuela e Brasil (ALVAR et
al., 2012). ALV e a LVC sdo infec¢cdes de importancia epidemioldgica no pais, principalmente
em Minas Gerais, estado onde concentra-se as maiores taxas de infeccdo da regido Sudeste
(PEREIRA DA SILVA, et al., 2017). De acordo com o Boletim Epidemiolégico das Doengas
Negligenciadas (2021) disponibilizado pelo Ministério da Saude, em 2019 a regido Sudeste
registrou 323 (12,77%) de casos notificados e o estado de Minas Gerais continuou a registrar
as maiores taxas de infeccdo. A presenca de cées infectados representa um elo importante na
dindmica do ciclo bioldgico de L. infantum no ambiente domestico e peridomestico na atracao
de flebotomineos e consequentemente maiores chances de infecgdes em seres humanos
(SILVA et al., 2005). A importancia epidemiologica deve-se ao fato de que os cdes podem
permanecer assintomaticos ou oligossintomaticos, o que impede o reconhecimento inicial da
doenca. A distribuicdo, incidéncia e prevaléncia de casos humanos de leishmaniose visceral
pode estar relacionada com casos de LVC ndo diagnosticados (D'ANDREA; GUIMARAES,
2018).

1.5 Fatores de infeccdo em cées

Cées de todas as idades podem ser infectados espontaneamente por diferentes grupos
parasitarios (artropodes, helmintos e protozoérios), contudo as infecgdes comumente ocorrem
nos individuos filhotes e jovens, isto pelo fato de muitas vias de transmissdo ocorrerem via
placentéaria, contato de secrecdes maternas e ao sistema imunoldgico incapacitado de produzir
resposta imune eficaz contra patdgenos (BALASSIANO, 2007; GUEX; MATTOS, 2020).

Diante as parasitoses que acometem o0s cdes domésticos e errantes, a vigilancia
epidemioldgica torna-se aliada na prevencdo de casos de zoonoses Vvisto que muitas infeccdes
intestinais podem permanecer assintomaticas, porém com continua liberacdo de formas
infectantes ao ambiente. Para além da presenca do cdo e suas caracteristicas intrinsecas (raca,
idade, estado nutricional e imunoldgico), os fatores genéticos do parasito e a interacdo com o
hospedeiro sdo decisivos para o0 sucesso do ciclo bioldgico e inicio da patogenia e
sintomatologia da infecgéo.

As infeccOes intestinais por diferentes espécies de parasitos estdo relacionadas a cées
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debilitados, expostos a vetores, com acesso a locais insalubres e ingestdo de alimentos
contaminados. O manejo do tutor com a alimentacdo e agua oferecida, a utilizacdo correta de
antiparasitarios, eliminacdo de potenciais vetores, coabitacdo com outros animais domésticos
ou silvestres, procedéncia do cdo e nivel socioecondmico do tutor sdo fatores de importancia
associados as infeccOes, transmissdo e controle de doengas (BALASSIANO, 2007; PINTO et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2015; SNAK et al., 2019). Outro fator de importancia no progresso
biolégico de parasitoses sdo os fatores abioticos, a localizacdo geogréafica, mudancas na
umidade, temperatura e incidéncia da luz solar podem afetar a viabilidade de formas infectantes
no ambiente e impedir continuidade do ciclo biolégico (ALVES et al., 2018).

Apesar de algumas infec¢bes zoondticas parasitarias ndo causarem 6bitos de forma
direta, ocasionam impactos na saude do infectado, provoca quadros de morbidade, abertura a
infeccdes oportunistas e podem intensificar doencas crénicas existentes (DE OLIVEIRA et al.,
2009). Devido a presenca e o0 convivio de cdes domésticos em diversos ambientes
compartilhados com seres humanos, novos interesses e avangos s&o observados nos estudos nos
ciclos bioldgicos de helmintos e protozoarios patogénicos para producéo de farmacos, métodos
diagnosticos sensiveis e vacinas (MORIELLO, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Esse estudo faz parte de um projeto de pesquisa que estd sendo desenvolvido no
Municipio de Porteirinha, Norte de Minas Gerais, com cdes domésticos da regido urbana.
Devido a ocorréncia de casos humanos de leishmaniose visceral e ao elevado indice de cées
soropositivos para LVC, pesquisadores do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG iniciaram
um projeto de saude Unica. Esse projeto, propds um novo inquérito sobre LVC na cidade e no
municipio, visando agfes para o controle e prevencdo da leishmaniose visceral e outras
possiveis parasitoses de relevancia veterinaria e humana. Na regido urbana de Porteirinha,
estima-se que existam cerca de 3.793 cdes, de acordo com o inquérito feito pelo Programa
Nacional de Controle da Dengue do municipio (2020). Embora a ocorréncia de parasitos
intestinais de importancia médico-veterindria seja descrita em diversas regides do pais, a
dindmica entre enteroparasitoses e a leishmaniose visceral canina é escassa, principalmente de
estudos em areas endémicas para LV. Os estudos parasitoldgicos realizados na cidade de
Porteirinha, localizado na regido Norte do estado Minas Gerais, até 0 momento, tinham como
abordagem principal a transmisséo de L. infantum entre flebotomineos, seres humanos e caes
devido aos indices de endemicidade da LV e as recorrentes infeccdes no perimetro urbano
(BARATA et al., 2004; FRANCA-SILVA et al., 2005; ROMERO et al., 2009; BARATA et al.,
2011; GUSMAO et al., 2014). Portanto, esse estudo constitui-se como o primeiro levantamento
de parasitoses intestinais em cdes domésticos na regidao urbana do municipio.

Com isso, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar a hipOtese se a presenca de
helmintos intestinais agravam as manifestacées clinicas e a carga parasitaria de Leishmania em
caes soropositivos para LVC. Devido ao carater cronico e imunossupressor da LVC, o estudo
entre coinfecgdes é de relevancia cientifica para preencher lacunas sobre alteracfes sistémicas
no hospedeiro, agravos e exacerbacdo de sinais clinicos associados a presenca e auséncia de
helmintos. E além disso, contribuir no conhecimento cientifico e de extensdo universitaria, para
avaliar a ocorréncia de enteroparasitos com potencial zooné6tico em cédes domésticos

soropositivos e soronegativos para leishmaniose visceral em um municipio endémico para LV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Verificar a ocorréncia de parasitos intestinais em cdes sorologicamente positivos e
negativos para leishmaniose visceral canina na cidade de Porteirinha, Regido Norte de Minas,
Minas Gerais.

3.2  Especificos:

Determinar as frequéncias de ovos e larvas de helmintos, cistos e oocistos de
protozoarios nas fezes por métodos coproparasitologicos (método de Ritchie e método de
Hoffman, Pons e Janer) em cées soronegativos e soropositivos de tutores, residentes na regido

urbana de Porteirinha.

Quantificar a carga parasitaria dos helmintos intestinais (ovos por grama de fezes) pelo

método de McMaster em cées soronegativos e soropositivos.

Correlacionar a presenca e carga parasitaria de parasitos intestinais com 0s sinais

clinicos dos cées soropositivos para leishmaniose visceral canina.

Correlacionar marcadores hematolégicos com sinais clinicos para LVC e com a carga

parasitaria de L. infantum na medula éssea dos cées soropositivos.

Correlacionar a carga parasitaria de L. infantum na medula 6ssea dos cées soropositivos

para LVC com a presenca e com as cargas parasitarias dos parasitos intestinais.

Mapear a localizacdo das infeccbes parasitarias com potencial zoonético na regido

urbana de Porteirinha, de acordo com a localizacdo dos cées.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Considerac0es éticas
Os procedimentos realizados com os cées neste estudo foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob o protocolo 8/2022.

4.2 Areade estudo

Este estudo foi realizado no Municipio de Porteirinha, localizado na regido Norte do
estado, a 598 km da capital Belo Horizonte (MG). Segundo dados do IBGE (2021), a populagédo
é estimada em 37.823 pessoas, IDH médio de 0,651 e a area constitui-se pelos distritos de
Gorutuba, Mocambinho, Paciéncia, Mulungu de Minas, Serra Branca de Minas e Tocandira. O

municipio possui a pecuéaria e agricultura como principais atividades econdmicas.

Mapa de localizagdo do municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.
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Figura 10 — Mapas com imagens de satélite com a localizagdo do municipio de Porteirinha no Estado de Minas
Gerais (em vermelho, mapa menor) e mapa com maior aumento, indicando bordas do municipio (linha branca) e
area urbana de Porteirinha (linha vermelha).
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4.3  Amostra canina

Para o estudo imunopatoldgico e epidemiolégico da LVC, foi feito um calculo amostral
baseado em dados publicados em estudos anteriores da média e da variacdo de parametros
hematoldgicos (REIS et al., 2006), que chegou em um nimero representativo de 47 animais por
grupo. Desta forma, um total de 94 animais foram incluidos no estudo (Tabela A-2; SAMPAIO,
2002; pagina 226).

Para 0 estudo menor de associacdo entre sinais clinicos e carga parasitaria da LVC e
presenca e carga de parasitos intestinais, foram incluidos 47 animais soropositivos para LVC e
24 animais soronegativos como controle. Todos os cdes participantes do presente trabalho eram
de origem domiciliar da regido urbana de Porteirinha, provenientes de areas com histérico de
infec¢Bes por leishmaniose visceral. Os cdes desse estudo, de raga, sexo e idade variavel,
passaram por testagem sorologica e imunolégica para LVC e foram separados em grupos
Soropositivos e soronegativos. A coleta dos animais soropositivos para eutanasia ocorreu entre
Maio de 2022 a Dezembro de 2022. Para 0s animais soronegativos, a coleta de material fecal

ocorreu em fevereiro de 2023.

4.4  Exame sorologico e hematologico de cées

A confirmacdo da infeccdo por L. infantum nos cées foi realizada por métodos
soroldgicos e as coletas de sangue dos cées para o diagndstico sorologico foram realizadas na
presenca dos tutores. Inicialmente, a testagem sorologica ocorreu pelo método
imunocromatografico DPP® realizada por agentes do Centro de Controle de Endemias do
municipio de Porteirinha na residéncia dos cdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O DPP®
é um teste rapido de triagem para deteccdo de anticorpos e oferece o resultado em cerca de 15-
20 minutos. Para esse teste pode ser utilizado sangue, plasma ou soro, de facil execucao e leitura
de resultados. Os grupos soropositivos foram encaminhados para confirmacdo soroldgica e
imunolodgica da infeccdo pelos métodos ELISA in house sanduiche e RIFI e analisados pelo
Laboratério de Biologia das Interac6es Celulares, Departamento de Morfologia (ICB, UFMG).
Os cées soropositivos foram eutanasiados como medida de controle preconizada pelo
Ministério da Saude (2014).

Para realizacdo das analises hematoldgicas foram coletadas amostras de sangue dos caes
pela puncdo preferencial da veia braquio-radial ou da veia jugular para avaliar as alteragdes
celulares sanguineas dos cées estudados. Para avalia¢cdo do hemograma, foram coletados 5 mL
de sangue e armazenados em tubos contendo anticoagulante EDTA (K3 EDTA, Biocon). O

sangue coletado foi encaminhado e analisado no Laboratorio de Patologia Clinica da Escola de
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Veterinaria da UFMG, de modo que foi realizado o hemograma da série vermelha e branca. As
amostras sanguineas foram avaliadas e processadas pelo equipamento Diagno I-Counter Vet
pelo método de impedancia, que fornece a contagem automatica de leucdcitos totais, hemacias,
concentracdo de hemoglobina e valores de VCM, MCHC, HCM. A contagem diferencial de
leucécitos, foi realizada a partir da contagem de 100 células, e a analise citomorfoldgica foi
realizada em microscopia Optica, em objetivas de 20x, 40x e 100x, utilizando esfregacos
sanguineos corados com pandptico. Os parametros hematoldgicos foram analisados conforme
predisposto por Weiss et al. (2010). A classificacdo das anemias dos cdes soropositivos para
LVC foi de acordo com McGavin e Zachary (2009).

45  Exame clinico e eutanasia

ApoOs a confirmacdo da infeccdo por L. infantum, os cdes soropositivos foram
transferidos para o canil municipal de Porteirinha, onde permaneceram até o momento do
exame clinico e eutanasia. Os animais foram examinados clinicamente com a sintomatologia
compativel para LVC. Entre os sinais clinicos utilizados como carater diagnostico, tém-se a
alopecia, onicogrifose, caquexia, alteracdes sistémicas, oculares, musculares, cutaneas,
ulceracdes, secrecoes e coloracdo de mucosas (BRASIL, 2014). Os 47 cées soropositivos para
LVC foram separados em grupos de acordo com a sintomatologia apresentada. A partir do
exame, 0s cdes foram separados em estadiamentos da leishmaniose canina baseado em uma
avaliacdo cuidadosa dos sinais clinicos apresentados. Posterior ao exame e a partir dos sinais
clinicos apresentados, os caes foram separados em grupos de estadiamento baixo, médio e grave
conforme proposto por Solano-Gallego et al. (2011). Para o procedimento da eutanasia, 0s cées
foram sedados e submetidos a doses de acepromazina 0,2% 0,025 via intramuscular — 0,1
mL/kg (se o cdo ndo possuir historico de convulsdo) e cloridrato de tramadol 2-4 mg por kg de
peso corporal. Seguido de tiopental (dose 2x a anestésica anterior) e depois aplicada uma
ampola de cloreto de potassio (KCI) para cada 5kg, todos os procedimentos sob a

responsabilidade dos médicos veterinarios.

4.6 Necropsia e coleta de amostras

Ap0s a eutanasia dos cdes, o0 intestino delgado e grosso de cada animal foi retirado para
analise macroscopica do conteudo intestinal, mucosas e presenga de helmintos adultos. O trato
intestinal foi aberto com auxilio de tesoura, pinga e bisturi. Os parasitos foram retirados com o
auxilio de um pincel, separados em placas de Petri para lavagem em solucdo de cloreto de sodio

0,85% em temperatura ambiente, seguido de fixacdo em formalina 4% e armazenamento em
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alcool 70%. Os platelmintos coletados foram lavados e armazenados em solugdo de cloreto de
sodio 0,85% no qual permaneceram refrigerados até o processamento de coloracdo em
laboratorio. Apds a eutanasia dos cées soropositivos para leishmaniose visceral, as fezes foram
coletadas diretamente da ampola retal. A amostra fecal permaneceu armazenada em geladeira,
até o momento do processamento pelas técnicas coproparasitolgicas. Para 0s cées
soronegativos, a coleta de fezes foi realizada pelos tutores apds a entrega de coletores
especificos para cada cdo cadastrado. Posteriormente a coleta de fezes, todas as amostras foram
organizadas de acordo com os dados pessoais e emergidas em solugdo conservante MIF (520
mL de agua destilada, 52 mL de formaldeido a 10%, 0,416 mg de mertiolato e 10 mL de
glicerina) e levadas para processamento no Laboratério de Helmintoses Intestinais,
Departamento de Parasitologia (ICB, UFMG).

4.7  Esfregaco sanguineo e carga parasitaria de Leishmania infantum

Os cées soropositivos foram submetidos a coleta de sangue dos capilares da orelha para
realizacdo do esfregaco sanguineo durante a necropsia. O esfregaco sanguineo é uma técnica
utilizada para o diagndstico parasitologico de hemoparasitoses que consiste na visualizacdo
morfologica do parasito no interior ou exterior das células sanguineas. Para esse procedimento
uma gota de sangue foi colocada na extremidade da lamina microscopica e com o auxilio de
outra ldmina o sangue é espalhado e deslizando rapidamente por toda lamina de vidro. Apos a
realizacdo do esfregaco, a lamina microscopica passou pela fixacdo do material, em processo
rapido de coloracdo panética e lavagem do corante excedente para analise em microscopio
Optico de luz com objetiva de maior aumento (100x) em 6leo de imersdo. A leitura da lamina
ocorreu na regido final denominada de cauda, local onde ha maior separacdo das células do
sangue.

Amostras da medula 6ssea foram utilizadas para a quantificacdo da carga parasitaria de
L. infantum em todos os cdes soropositivos. Para isso, foi utilizada a técnica de qPCR. A
extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit PureLink ® Genomic DNA Kit (Invitrogen,
TermoFisher Scientific, Walthan, MA, EUA), de acordo com as recomendac6es do fabricante.
Logo apos, o DNA foi dosado utilizando espectrofotometro DeNovix DS-11 (DeNovix,
Wilmington, DE, EUA). Para reacdo de gPCR, o gene do KDNA foi o DNA alvo, e as
sequéncias dos primers utilizados para a amplifica¢do foram: 5’-CCA CCC GGC CCT ATT
TTACAC CAA-3’e5-CTT TTC TGG TCC TCC GGG TAG G-3’, e da sonda 5’-/56-FAM/
TTT TCG CAG /ZEN/ AAC GCC CCT ACC CGC /3IABKFQ/-3’. O volume final da reagéo
foi de 10uL, contendo 5uL do tampdo iTag Universal Probes Supermix (Bio-Rad, EUA),



46

0,25uL de cada primer, 0,4pL da sonda (Integrated DNA Technologies, EUA), 1,1uL de agua
e 3uL de amostra de DNA. A amplificacdo das amostras foi feita em duplicata, utilizando o
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, EUA). Foi utilizado como controle
negativo da reagdo, o mix de reacao e agua, e ndo foi colocado DNA. Para obter a curva padréo,
foi realizada diluicéo seriada (1:10) de DNA de L. Infantum. A carga parasitaria foi determinada
da seguinte forma: (equivalentes de DNA do parasito por reacdo) / (quantidade de DNA do
tecido por reagdo) x 102, tendo como resultado o nimero de parasitos por pg de DNA do tecido
(SEVILHA-SANTOS et al., 2019). Esse procedimento foi realizado pelo Laboratorio de
Biologia das Interagdes Celulares, Departamento de Morfologia (ICB, UFMG).

4.8 Diagnostico coproparasitologico

Para a deteccdo qualitativa de formas parasitarias presentes nas fezes dos cées foram
utilizado os metodos parasitolégicos de Ritchie modificado (RITCHIE, 1948) e de
sedimentacdo espontanea (HOFFMAN et al., 1934). O método quantitativo, usado para
determinar a carga parasitaria de algumas espécies de helmintos, foi 0 método de McMaster
(GORDON; WHITLOCK, 1939). Os metodos parasitoldgicos tém como base a observacao
macroscopica das fezes, onde se observa a consisténcia, presenca de muco, sangue e a presenca
de helmintos adultos ou fragmentos e a microscépica para o encontro de formas parasitarias
infectantes. Para os métodos de sedimentacdo espontanea e método de Ritchie foram lidas duas
laminas coradas com lugol. O método de McMaster dispensa produtos de coloracdo quimica
para observacdo e quantificacio dos ovos dos helmintos. Todos os métodos
coproparasitologicos foram usados para o diagnostico dos cées soropositivos e soronegativos
para LVC.

A sedimentacdo espontanea conhecida também por método de Lutz ou HPJ
(HOFFMAN, PONS e JANER, 1934), é um método eficaz na deteccdo de ovos e larvas de
helmintos, cistos e oocistos de protozoarios. E um método de rotina laboratorial e que possui
resultados satisfatdrios (LIMA et al., 2020). O método € de facil execucdo, de inicio a dilui¢do
das fezes em 4agua, filtragem do liquido com auxilio de gaze no célice e completado o volume
com agua filtrada e deixado em repouso por 2 horas. Uma gota do sedimento, presente no fundo
do célice, foi utilizado para montagem em lamina, adicionando uma gota de Lugol, e leitura em
microscopio optico de luz com objetivas de aumento 10x e 40x. De cada amostra fecal, foram
montadas e examinadas duas ldminas.

O método de Ritchie consiste na sedimentacdo por centrifugacdo em formalina-éter,

entretanto neste trabalho substituiu-se por acetato de etila por ser menos inflamavel, menos
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toxico e mais adequado para experimento laboratorial (AZEVEDO, 2016). O método é indicado
para a observacao de oocistos, cistos, larvas e ovos de parasitos (NEVES et al., 2016). As fezes
foram homogeneizadas em agua, filtradas e tamisadas com gaze duplamente dobradas em copo
descartavel. Do liquido de fezes filtradas, 7 ml foram transferidas e colocadas junto a 5 ml de
acetato de etila em tubo de fundo conico tipo Falcon de 15 ml. Apds a insercao do filtrado de
fezes e o solvente, o tubo foi homogeneizado e centrifugado a 1.740 rpm por 4 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, foram desprezados os tipos fasicos formados no tubo cénico
durante a centrifugacdo. Pela acéo da centrifugacéo, artefatos, gordura e detritos vegetais foram
separados pelo solvente e o sedimento com as formas infectantes ficaram retidos no fundo do
tubo. O sedimento no fundo do tubo foi utilizado para montagem de duas laminas (com Lugol)
e leitura em microscopio éptico com objetivas de aumento 10x e 40x.

O método de McMaster modificado, descrito por GORDON & WHITLOCK (1939), é
uma tecnica quantitativa e qualitativa amplamente utilizada na medicina veterinaria
originalmente para contagem de ovos por grama em fezes de ovinos. Entretanto, é empregada
também para o diagndstico de helmintoses de outros hospedeiros pelo principio de flutuacao
em uma solucdo acucarada ou saturada de cloreto de sddio. Para o procedimento, 4g de fezes
foram homogeneizadas em 58 mL de solucéo saturada de NaCl, filtradas em gaze dobrado para
retencdo de residuos maiores e posteriormente pipetado para duas camaras de McMaster por
amostra. Essa camara é composta por duas laminas separadas por 1,5 mm de distancia e em
cada ldamina ha um espaco para preenchimento do liquido. A amostra em cada uma das duas
camaras apresenta um volume de 0,3 mL. A leitura e contagem de ovos em microscopio optico
foi sob objetiva de 10x ap6s 3 minutos, tempo suficiente para que os ovos flutuassem. Para a
determinacg@o do nimero de ovos por grama de fezes (OPG), foi somado o niUmero presente nas
duas camaras e multiplicado pelo fator 50 (UENO & GONCALVES, 1988). A partir do calculo
de OPG, os cées foram classificados como de baixa (50-100 OPG), média (150-500 OPG) ou
alta (>500 OPG) carga parasitaria para as espécies de ancilostomideos e Toxocara canis
(RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2011).

4.9 Identificacdo de enteroparasitos e quantificacdo de helmintos adultos

A analise morfologica e taxonémica dos parasitos adultos e formas infectantes foi
realizada em microscépio 6ptico de luz. A identificacdo dos protozoarios encontrados pelos
métodos coproparasitoldgicos dos cdes soropositivos e soronegativos, foram a nivel de género
baseado na morfologia e medida morfométrica do cisto e oocisto disponivel na literatura

(ZAJAC et al., 2012). Em relagdo aos cistos de Giardia sp., a morfologia elipsdide com parede
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cistica, a presenca do axonema, corpos basais e nucleos foram caracteristicas taxonémicas
relevantes. Para os oocistos de Sarcocystis sp., foi analisado o formato elipsoidal com parede
fina, esporulado com dois esporocistos e granulos polares. Para os oocistos de Cystoisospora
sp., a presenca de 2 esporocistos ou 4 esporozoitos e o formato elipsdide com parede fina sem
grénulos no interior (TAYLOR; COOP; WALL, 2015).

Para os helmintos adultos, a identificacdo foi feita com os espécimes adultos coletados
durante a necropsia, e analisados por dados morfométricos e morfoldgicos disponiveis na
literatura (TAYLOR; COOP; WALL, 2015). Os nematdides foram quantificados e separados
em grupos de machos e fémeas para célculo de carga parasitaria. A identificacdo a nivel de
espécie, ocorreu pela montagem de laminas semi-permanentes com lactofenol de Amann entre
lamina e laminula para clarificacdo corporal. Os ancilostomideos foram identificados pela
observacdo da regido anterior do aparato bucal. Adultos que possuiram um par de trés dentes
foram classificados como A. caninum e os adultos que possuiam um par de placas dentarias
dorsais e desiguais como A. braziliense. Para os ascarideos, a identificacdo morfoldgica do
género Toxocara ocorreu pela analise morfolégica do esdfago, espiculos subiguais e asas
cefalicas retas e lisas na regido anterior. Nos machos, a presenca de asas caudais e morfometria
dos espiculos de medidas entre 0,75 e 0,95mm foi confirmada. Em relacéo a tricurideos, a
identificacdo morfologica do espécime fémea coletado foi comparado segundo descrigdes
morfometricas e morfoldgicas disponiveis no estudo de Yevstafieva e colaboradores, 2010.
Para os ovos encontrados de Spirometra sp., a presenca de opérculo, extremidades desiguais
pontiagudas, coloracdo castanha e tamanho entre 45 e 75 um foram caracteristicas morfologicas
determinantes (TAYLOR; COOP; WALL, 2015).

Os platelmintos foram corados pela técnica de carmim cloridrico alcodlico, com
desidratacdo em série alcodlica (50°, 60°, 70°,80°, 90° e 100° GL), clarificados em creosoto de
faia e montados em laminas permanentes com balsamo do Canada e Entellan (AMATO, 1985).
A identificacdo para a espécie D. caninum, sucedeu-se pela analise morfologica do escélex e
proglotes. O escolex retratil com a presenca de rostelo com quatro fileiras de ganchos e quatro
ventosas. A proglote madura, com dois poros genitais em cada lado, e posicdo dos dois
conjuntos de 6rgdos sexuais. E a proglote gravida, contendo cépsulas ovigeras que podem
abrigar de 10-30 ovos.

Os helmintos intestinais coletados durante a necropsia dos céaes soropositivos para LVC
tiveram seus indices ecoldgicos calculados. Para essa avaliacdo foi calculado, a prevaléncia,
carga parasitaria média, intensidade média e amplitude de variagdo. A prevaléncia foi calculada

pelo nimero de cdes infectados por helminto sobre o nimero de cdes examinados, e
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multiplicado por 100. A carga parasitéria para cada espécie foi calculada pelo nimero total de
helmintos sobre o nimero total de individuos (ANDERSON; MAY, 1992). Esse valor forneceu
uma medida da média de parasitos por individuo na populacdo estudada. Para a intensidade
média, foi calculado o nimero total de helmintos coletados sobre o nimero total de hospedeiros
infectados. E para a amplitude de variacéo, foi calculado a diferenca entre a menor intensidade
parasitaria pela maior intensidade (BUSH et al., 1997).

4.10 Mapeamento da distribuicéo de infec¢des zoonoticas

Com o uso do GPS (Sistema de Posicionamento Global) foi possivel obter com precisdo
as coordenadas geogréficas das residéncias dos cdes participantes deste estudo. A partir dessas
informacdes geogréficas, foi confeccionado um mapa da cidade com a distribuicéo espacial dos
locais de ocorréncia das parasitoses intestinais. Por meio do mapeamento é possivel identificar
as localidades mais afetadas por LVC e parasitos intestinais e mensurar a distancia entre as
residéncias dos cées infectados. A producdo do mapa com a populacédo canina participante e
distribuicdo de parasitoses (LVC e coinfeccbes) foi realizada pelos programas de modelagem
espacial GeoDA e QGIS.

4.11 Analise estatistica

Para esse estudo foi utilizado o Microsoft Office Excel® (Microsoft Corp., Redmond,
WA, EUA) para armazenar os dados individuais de cada cdo em planilhas. A partir dos dados,
foram calculadas as frequéncias de raca, porte, sinais clinicos, OPG, carga parasitaria, formas
infectantes dos parasitos intestinais, monoinfeccdo para L. infantum e coinfecgdes com
helmintos intestinais. Os dados foram analisados tanto pelo software RStudio quanto pelo site
OpenEpi (Divisdo de Prevencdo e Controle de Doencas da Georgia, EUA), que é uma
plataforma gratuita online para célculos epidemioldgicos e estatisticos. Para verificar a
normalidade dos dados, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk no RStudio. Para a comparacéo entre
os diferentes grupos foram utilizados os testes qui-quadrado, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
No estudo também foi utilizado o modelo de Poisson e o célculo da razdo de chances (odds
ratio) para analisar os dados e investigar a associacdo entre as variaveis estudadas. Os
resultados foram considerados significativos quando p < 0,05 para os testes estatisticos

realizados.
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5 RESULTADOS

5.1 Populagéo canina

5.1.1 Caes soropositivos para LVC

Nesse estudo foram incluidos 47 cées, sendo 24 (51,06%) machos e 23 (48,9%)

fémeas. Desses cées, 38 (80,8%) eram sem raca definida e 9 (19,1%) com raca definida (Fig.
11). A idade dos cdes variou entre 2 e 11 anos, com média de idade total de 7 anos. Em relagéo
a pelagem, 44 (93,6%) apresentavam pelo do tipo curto e 3 (6,3%) do tipo longo. O porte dos
cées foi classificado como pequeno, médio e grande por medicdo da altura corporal (Fig. 11).
Quanto a aptiddo dos cées, 39 (82,9%) tinham acesso a areas externas da casa (quintal e rua) e

8 (17%) possuiam habito domiciliar.

Raca dos caes soropositivos Porte dos cdes soropositivos

@ SRD ® Pitbull & Pincher ® Pastor alem&o ® Basset HPequeno ® Médio s Grande

Figura 11 — Distribuicéo das ragas e portes dos cées soropositivos para LVC do municipio de Porteirinha, Minas

Gerais, Brasil.

5.1.2 Caes soronegativos para LVC
Para 0s cées soronegativos, foram incluidos 24 caes, sendo 14 (58,3%) fémeas e 10
(41,6%) machos. Desses cdes, 13 (54,1%) eram sem raca definida (SRD) e 11 (45,8%) com
raca definida (Fig. 12). Em relacdo a pelagem, 19 (79,1%) apresentavam pelo do tipo curto e 5
(20,8%) do tipo longo. O porte dos cées foi classificado como pequeno, médio e grande por
medicdo da altura corporal (Fig. 12). Quanto a aptiddo dos cées, 21 (87,5%) tinham acesso a
areas externas da casa (quintal e rua) e apenas 3 (12,5%) possuiam habito domiciliar. Para 0s

caes soronegativos, a idade nédo foi verificada.
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Raca dos cdes soronegativos Porte dos cdes soronegativos

1

@ SRD H Rottweiler & Pug
 Pincher i Pastor alemdo & Maltez & Pequeno ® Médio u Grande

Figura 12 — Distribuicdo das racas e portes dos caes soronegativos para LVC do municipio de Porteirinha, Minas

Gerais, Brasil.

5.2 Sinais clinicos da LVC

Dos 47 caes soropositivos para LVC, 19 (40,4%) cédes foram agrupados no
estadiamento baixo, 16 (34,04%) agrupados como médio e 12 (25,5%) como grave. Destes, 36
(76,6%) estavam coinfectados por ao menos uma espéecie de helminto coletados durante a
necropsia e 11 (23,4%) monoinfectados por L. (L.) infantum. Na tabela 1, é possivel observar a
diferenca entre as frequéncias de sinais clinicos nos grupos monoinfectados e coinfectados,
alem do valor de p para cada sinal clinico. Os cées soropositivos (n=47) foram divididos em
dois grupos: Cées monoinfectados apenas com Leishmania infantum (N=11) e cées
coinfectados com helmintos intestinais (N=36), resultados obtidos apds a necropsia. O cédo
infectado apenas com protozoarios intestinais foi incluido no grupo dos monoinfectados por L.
infantum. A partir da analise das frequéncias dos sinais clinicos ndo apresentou diferenca para
os grupos monoinfectados ou coinfectados por helmintos intestinais. Dados referentes aos
sinais clinicos hepatoesplenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia dos cdes ndo foram

contabilizados.
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Tabela 1: Sinais clinicos dos cées soropositivos para leishmaniose visceral do
municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

] Coinfectados por
Monoinfectados por

o ] helmintos e Valor de
Sinais clinicos L. infantum _
L. infantum p*
N=11
N= 36

Alopecia local 10 (90,9%) 28 (77,7%) 0.0035
Onicogrifose 8 (72,7%) 18 (50,0%) 0.04986
Caquexia 7 (63,6%) 27 (75,0%) 0.0006036
Alteracdes oculares 5 (45,4%) 17 (47,2%) 0.01052
(ceratoconjuntivite, conjuntivite,
blefarite, uveite)
Lesdes/ulceracdes cutaneas 4 (36,3%) 12 (33,3%) 0.0455
e mucosas
Mucosa normal 5 (45,4%) 22 (61,1%) 0.001069
Mucosa palida/amarelada 6 (54,5%) 13 (36,1%) 0.1083
Linfadenopatia generalizada 9 (81,8%) 29 (80,5%) 0.001177
Descamacéo furfuracea 6 (54,5%) 8 (22,2%) 0.593
Epistaxe 0 1 (2,7%) 0.3173

N, nimero total de cdes. *Teste qui-quadrado de Pearson.
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5.3 Esfregaco sanguineo
Entre os 47 cdes submetidos ao esfregaco sanguineo, em 2 (4,2%) cdes foram
observadas infec¢des por Babesia sp., sendo 1 cdo do grupo monoinfectado por L. infantum e
1 c&o do grupo coinfectado por helmintos intestinais. No entanto, o nimero de cées infectados
pode ser maior para cdes em infeccBes cronicas e ocultas. Os métodos soroldgicos,
imunolégicos e moleculares sdo mais sensiveis para deteccdo da doenca em comparacdo ao
esfregaco sanguineo.

10pm
Figura 13 — Hemécias infectadas com trofozoitos de Babesia sp. (W) observada em microscépio éptico (x100).
Fonte: Allan de J. M. Severino.

5.4 Diagnostico coproparasitologico
5.4.1 Caes soropositivos
Dos 47 cdes com LVC, apenas 43 possuiam fezes na ampola retal para o
diagndstico coproparasitoldgico. Destes, 38 (88,3%) estavam infectados por parasitos
intestinais. Dos 38 cdes soropositivos, 31 (65,9%) cdes foram positivos nos exames
parasitologicos de fezes e estavam monoinfectados por helmintos intestinais, 6 (12,7%)
estavam coinfectados por helmintos e protozoarios intestinais, e apenas 1 (2,1%) parasitado por
protozoario intestinal. O nimero e frequéncia de amostras positivas por parasito intestinal pode
ser observado na Fig. 14. A tabela 2, destaca as formas encontradas nas fezes e diagnosticadas

por microscopia Optica posteriormente a realizacdo dos métodos coproparasitologicos. A



54

frequéncia da carga parasitaria nos cées soronegativos por grama de fezes (OPG) pelo método
quantitativo de McMaster, encontra-se na Tabela 3. A tabela 4, demonstra o resultado da anélise
pelo modelo de Poisson, com objetivo de investigar a correlacéo entre a variavel quantidade de
fémeas de Ancylostoma e a contagem de ovos pelo método de McMaster. A partir desses dados,
é possivel observar a associacdo positiva (OR= 1,3258) entre as fémeas coletadas e ovos

eliminados nas fezes e calculados como OPG.

Tabela 2: Frequéncia de enteroparasitos em caes soropositivos para LVC (N=43) do
municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Enteroparasitos Frequéncia (N)

Ancylostoma sp. 41,8% (N=18)

Giardia sp. 27,9% (N=12)
Dipylidium caninum 9,3% (N=4)
Toxocara canis 4,6% (N=2)
Sarcocystis sp. 4,6% (N=2)

N: namero total de cées soropositivos.

Figura 14 — Formas parasitarias diagnosticadas em amostras fecais de cdes soropositivos do municipio de

Porteirinha, Minas Gerais, Brasil. (A) ovos de Ancylostoma sp.; (B) ovos de Toxocara canis; (C) capsula ovigera

de Dipylidium caninum; (D) cistos de Giardia sp.; (E) oocistos de Sarcocystis sp.. Fonte: A. J. M. Severino.
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Tabela 3: Classificagdo por carga parasitaria (OPG), pelo metodo de McMaster, dos
caes parasitologicamente positivos para ancilostomideos (N= 16) ou Toxocara canis (N=2) de
caes soropositivos para LVC do municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Helmintos intestinais Baixa N/ (%) Média N/ (%) Alta N/ (%)
Ancylostoma sp. 0 2 (2,12%) 14 (23,4%)
T. canis 0 0 2 (2,12%)

N, numero total de cdes positivos. Classificacdo da carga parasitaria: Baixa: 50-100 OPG;
média: 150-500 OPG; alta >500 OPG (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2011).

Tabela 4: Andlise estatistica pelo modelo de Poisson para associacdo entre fémeas e
adultos de Ancylostoma e OPG dos cées soropositivos para LVC.

OR Erro padrédo IC: 95%
Fémeas de Ancylostoma x OPG 1.3258 0.0024 1.1722 - 1.4962
Total de ancilostomideos adultos x OPG 1.0165 0.0002 1.0162 - 1.0169

OR: Odds-Ratio; OPG: ovos por grama de fezes; IC: intervalo de confianca.

5.4.2 Caes soronegativos

Entre os 24 cédes soronegativos, 11 (45,8%) caes estavam infectados por
parasitos intestinais. Destes, 7 (29,2%) estavam coinfectados por helmintos e protozoarios
intestinais, enquanto apenas 4 (16,6%) monoinfectados por helmintos. O nimero e frequéncia
de amostras positivas por parasito intestinal pode ser observado natabela 5. A figura 18 destaca
as formas parasitarias diagnosticadas por microscopia optica posteriormente a realizacdo dos
métodos coproparasitologicos. Em relacdo ao método de McMaster, para os cdes soronegativos
para LVC, foi detectado apenas ovos de Spirometra sp. em um cédo e de parametro alto com

>500 ovos por grama de fezes.
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Tabela 5: Frequéncia de enteroparasitos em cdes soronegativos para LVC (N=24)

do municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Enteroparasitos Frequéncia (N)
Ancylostoma sp. 29,1% (N=7)
Giardia sp. 16,6% (N=4)
Cystoisospora sp. 12,5% (N=3)
Spirometra sp. 4,16% (N=1)
Sarcocystis sp. 4,16 (N=1)

Figura 15 — Formas parasitarias encontradas em amostras fecais de cdes soronegativos para LVC no municipio de

Porteirinha, Minas Gerais, Brasil. (A) ovo de Ancylostoma sp.; (B) cisto de Giardia sp.; (C) oocisto de
Cystoisospora sp.; (D) ovo de Spirometra sp.; (E) oocisto de Sarcocystis sp.. Fonte: Allan de J. M. Severino.
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36 cées coinfectados por L.
infantum e helmintos intestinais

\ 11 cdes monoinfectados por L.
infantum

31cées positivos para helmintos
intestinais

6 caes positivos para helmintos e
- - S protozoarios intestinais

\ 1céo positivo para protozodrios
intestinais

7 cées positivos para helmintos e
protozodrios intestinais

- - \ 4 cades positivos para helmintos

intestinais

Figura 16 — Fluxograma de trabalho para o diagnostico de parasitoses intestinais.

5.5 Analise hematoldgica dos caes soropositivos para LVC

Para os resultados hematoldgicos, as tabelas 6 e 7 apresentam informacdes sobre
11 cdes monoinfectados por L. infantum e 36 coinfectados por helmintos intestinais. Dos 11
caes monoinfectados, apenas 10 possuiam hemograma completo, enquanto dos 36
coinfectados, somente 32 possuiam o exame completo. Na tabela 6, pode-se observar a média
hematoldgica das células sanguineas em cées soropositivos para LVC, tanto monoinfectados
quanto coinfectados. Na tabela 7, observa-se a relacdo hematoldgica na presenca e auséncia de
infeccdo por Ancylostoma sp.. A tabela 8 apresenta a anélise dos tipos de anemia nos cées
soropositivos para LVC. Ja na tabela 9 é possivel observar a analise do leucograma dos cées

soropositivos para LVC.
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Tabela 6: Meédia da analise hematoldgica de cées soropositivos para LVC
monoinfectados por L. infantum e coinfectados com helmintos intestinais do municipio de

Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Monoinfectados por Coinfectados por Valor de Valor de p
L. infantum N=10  helmintos intestinais referéncia
N= 32
Hemécias 5,15 ul (1C95%: 1,03) 5,29 pl (IC95%: 0,40) 5,5-8,5 (x 105ul)  0.9884109
Hematdcrito 37,48% 36,19% 37 a 55 (%) 0.7381705

N: nimero total de cdes, IC95%: intervalo de confianca de 95%.

Tabela 7: Média da analise hematologica para presenca e auséncia de infeccdo por
Ancylostoma sp. em cées soropositivos para LVC do municipio de Porteirinha, Minas Gerais,

Brasil.
Infeccéo por Auséncia de infeccao Valor de Valor de p
Ancylostoma sp. N= por Ancylostoma sp. referéncia
21 N= 26
Hemacias 5,35 pl (IC95%: 0,55) 5,19 pl (1C95%: 0,61)  5,5-8,5 (x 10%/ul)  0.6707126
Hematdcrito 35,57% 37,25% 37 a 55 (%) 0.7262891

N: namero total de cdes, IC95%: intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 8: Analise do tipo de anemias nos cées soropositivos para LVC monoinfectados

por L. infantum e coinfectados com helmintos intestinais do municipio de Porteirinha, Minas

Gerais, Brasil.
Anemias Monoinfectados por Coinfectados por Valor de p
L. infantum N= 10 helmintos intestinais
N= 32

Macrocitica hipocrémica 4 (40%) 12 (37,5%) 0.0455
Macrocitica normocrémica 1 (10%) 3 (9,37%) 0.3173
Microcitica hipocrémica 1 (10%) 8 (25%) 0.01963
Microcitica normocromica 0 5 (15,6%) 0.02535
Normocitica normocromica 4 (40%) 2 (6,25%) 0.4142
Normocitica hipocrémica 0 1 (3,12%) 0.3173
N&o anémico 0 1 (3,12%) 0.3173

Tabela 9: Analise do leucograma dos caes soropositivos para LVVC monoinfectados por

L. infantum e coinfectados com helmintos intestinais do municipio de Porteirinha, Minas

Gerais, Brasil.
Monoinfectados por L. Coinfectados por Valor de p
infantum N= 10 helmintos intestinais
N= 32
Eosinofilia 1 (10,0%) 4 (12,5%) 0.1797
Monocitose 1 (10,0%) 2 (6,25%) 0.3173
Linfocitose 0 2 (6,25%) 0.1573
Linfopenia 3 (33,3%) 7 (21,8%) 0.2059
Sem alteragéo 5 (50,0%) 17 (53,1%) 0.01638
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5.6 Quantificacdo de helmintos e analise multivariada

Os helmintos intestinais encontrados durante a necropsia dos cées soropositivos
para LVC foram identificados a nivel de espécie. Dos 36 cdes soropositivos parasitados por
helmintos intestinais, um total de 26 (72,2%) cées estavam monoparasitados e 10 (27,7%)
apresentaram coinfeccBes helminticas. Os cdes estavam monoparasitados em maior frequéncia
pelos parasitos Ancylostoma sp. e D. caninum (Tabela 10). A tabela 11 apresenta informagoes
sobre a prevaléncia, carga parasitaria média, intensidade e amplitude de variacdo das espécies
de helmintos identificadas nos cdes soropositivos. Em relacdo a identificacdo dos
ancilostomideos, a frequéncia de infeccdo pela espécie A. braziliense foi de 27,6% e de 17,02%
para A. caninum. Na tabela 12, é possivel analisar a correlacdo entre a idade dos animais
infectados e a frequéncia de infeccdo parasitaria e os valores de p. Os cdes que ndo tiveram as
idades confirmadas ndo entraram no célculo de frequéncia parasitaria. A tabela 13 ¢é possivel
observar a prevaléncia de helmintos intestinais e 0 sexo dos cdes e ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p=0.3065). A tabela 14 apresenta a comparacao a partir da media
de carga parasitaria de L. infantum na medula 6ssea e do OPG dos cdes monoinfectados e
coinfectados. Por fim, a tabela 15, destaca a associacdo entre a carga parasitaria de L. infantum

na medula 6ssea e Ancylostoma com diferentes variaveis dos cées soropositivos para LVC.

Tabela 10: Frequéncia de helmintos intestinais em cées soropositivos necropsiados do

municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Helmintos intestinais N= 36 Frequéncia (%o)
Ancylostoma sp. 12 33,3%
Dipylidium caninum 12 33,3%
Ancylostoma sp. + D. caninum 7 19,4%
Ancylostoma sp. + D. caninum + T. canis 2 5,5%
Dipylidium caninum + Toxocara canis 1 2,7%
Toxocara canis 1 2,7%
Trichuris vulpis 1 2,7%

N: nimero de cdes parasitados; %: porcentagem de cées parasitados.
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Tabela 11: Frequéncia, carga parasitaria media, intensidade média e amplitude de
variacdo de helmintos intestinais em 47 cédes necropsiados e soropositivos para LVC do

municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Helmintos Frequéncia Carga parasitaria Intensidade Amplitude de
(%) média de adultos média de adultos variagao
encontrados encontrados
A. braziliense 27,6% 9,13 33,0 1-213 (212)
A. caninum 17,02% 1,57 12,33 5-31 (26)
D. caninum 46,8% - - -
T. canis 8,5% 0,38 4,5 1-15 (14)
T. vulpis 2,1% 0,02 1,0 1

Tabela 12: Relacdo da frequéncia de parasitoses intestinais com a idade dos caes

soropositivos para LVC do municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Enteroparasitos 1-3anos (%) 4-6anos (%) +7 anos (%) Valor de p
Ancylostoma sp. 2,12% 6,38% 12,7% 0.7799
D. caninum 6,38% 4,25% 12,7% 0.1824
T. canis 8,51% 0 0 0.3679
Giardia sp. 4,25% 8,5% 2,12% 0.8286
Sarcocystis sp. 4,25% 0 0 0.3679

Coinfeccdes helminticas 2,12% 4,25% 10,6% 0.6547
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Tabela 13: Prevaléncia de helmintos intestinais e 0 sexo dos cées soropositivos para

LVC necropsiados do municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Helminto Macho (N= 24) Fémea (N= 23) Total (N=47)
intestinal
Ancylostoma sp. 13 (54,1%) 8 (34,7%) 21 (44,6%)
D. caninum 15 (62,5%) 8 (34,7%) 23 (48,9%)
T. canis 4 (100%) 0 0
T. vulpis 1 (100%) 0 0

N: nUmero total de caes.
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Tabela 14: Tabela comparativa entre a carga parasitaria de L. infantum na medula 6ssea, helmintos intestinais adultos e carga parasitaria

encontrada nas fezes (OPG) de cdes soropositivos para LVC do municipio de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Carga Leishmania vs. Carga

Helmintos

Estadiamentos LVVC vs. OPG

Monoinfectados Coinfectados por

) ) o Estad. baixo Estad. médio Estad. grave N= 12
por L. infantum  Helmintos Intestinais Valor de p Valor de p
N= 19 (n=8) N=16 (n=4) (n=4)
N=11 N= 36 (n=16)
Mediana c.p. 6,96 cp/ul 0,81 cp/ul 0,68 cp/ul 3,20 cp/pl 12,92 cp/ul
,96 cp/u 81 cp/p 68 cp/p 20 cp/pn ,92 cp/p
medula 0.6597905 0.4216
) (0,00-285.834,13)  (0,00-1.957.978,43) (0,00-267.957,93) (0,00-28.160,98) (0,00-1.957.978,43)
(Min-Max)
Média OPG 0 1.204 X 444 2508 814 0.6929

N: nimero total de caes, n: nimero total de cdes da média do OPG, c.p.: carga parasitaria, Estad.: estadiamento, HI: helmintos intestinais, OPG: ovos por grama,
cp/pl: copias por microlitro; Min: minimo; Max: maximo. Baixa OPG: 50-100 OPG; média OPG: 150-500 OPG; alta OPG: >500 OPG (RODRIGUEZ-VIVAS

etal., 2011).
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Tabela 15: Tabela de associagdo entre a carga parasitaria de L. infantum na medula
Ossea e Ancylostoma com varidveis dos cdes soropositivos para LVC do municipio de
Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

OR Erro padréo IC: 95%
CPM x Sinais clinicos 1.0296 0.002 1.0256 - 1.0336
CPM x Estadiamento grave 1.5899 0.0087 1.5630 - 1.6172
CPM x Estadiamento médio 1.3553 0.0081 1.3339 - 1.3771
CPM x Hemédcias 0.6623 0.0023 0.6594 - 0.6652
Ancylostoma x Estadiamento grave 2.7969 0.1354 2.1449 - 3.6473
Ancylostoma x Estadiamento médio 3.3621 0.1231 2.6413 - 4.2796
Ancylostoma x Sinais clinicos 1.1737 0.0283 1.1105 - 1.2405
Ancylostoma x Hemacias 0.9278 0.0327 0.8702 - 0.9893

CPM: carga parasitaria de Leishmania na medula 6ssea; OR: Odds-Ratio; IC: intervalo de confianca.

5.7 Mapeamento de cdes para Leishmaniose Visceral Canina e parasitoses
intestinais na zona urbana de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Figura 18 apresenta os dados dos exames soroldgicos de 98 cédes examinados para LVC
na zona urbana de Porteirinha. Uma analise espacial mais detalhada da distribuicdo dos casos
positivos para LVC néo foi feita, mas é possivel identificar bairros com uma concentragédo
maior de cdes positivos (bairros Sdo Judas e Unido, Cidade Alta). Em relacdo aos parasitos
intestinais, a plotagem da distribuicdo dos parasitos (Figura 19) também demonstrou uma
concentracdo semelhante de animais mono- ou poliparasitados nos mesmos bairros

mencionados anteriormente para a distribuicdo da LVC.
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Distribuicao espacial dos caes diagnosticados por ELISA da regido urbana de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Legenda

5 ; « C30 soronegativo para LVC

-15.730

e Cao soropositivo para LVC

-15.745 -15.740 -15.735

-15.750

Fonte: Allan de J. M. Severino;
Pietro Meirelles Brites, 2023.

-15.755

Sistema de referéncia geodésico: SIRGAS 2000.
Fonte: ANA; Google; Campo.

-15.760

-43.045 -43.040 -43.035 -43.030 -43.025 -43.020 -43.015 -43.010

Figura 17 — Distribuicdo espacial dos cées examinados (n=98) por ELISA in house sanduiche na regido urbana de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil. Pontos verdes

representam cées soronegativos e pontos vermelhos cées soropositivos para Leishmaniose Visceral Canina.



66

Distribuicao de enteroparasitos em cdes da regido urbana de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.

Legenda
E Caes soropositivos para LVC
)
b <> Dipylidum caninum
’ Ancylostoma sp.
@
E; ’ Toxocara canis, Ancylostoma sp., Dipylidium caninum
’ Ancylostoma sp., Dipylidium caninum
o £
f{_ ’ Toxocara canis
ﬂl ’ Toxocara canis, Dipylidium caninum
<> Trichuris vulpis
n
<
P
u‘% Caes soronegativos para LVC
A t .
o @ Ancylostoma sp
E ‘ Ancylostoma sp., Spirometra sp.
T 5
N Fonte: Allan de J. M. Severino;
N . . .
v Pietro Meirelles Brites, 2023.
3 Sistema de referéncia geodésico: SIRGAS 2000.
~N
o) Fonte: ANA; Google; Campo.

-43.045 -43.040 -43.035 -43.030 -43.025 -43.020 -43.015 -43.010

Figura 18 — Distribuigdo espacial de enteroparasitos em cdes da regido urbana de Porteirinha, Minas Gerais, Brasil.
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6 DISCUSSAO

Considerando que todos os cées analisados nesse estudo eram de origem doméstica, era
esperado que a frequéncia de infec¢des parasitarias intestinais fosse reduzida. A alta frequéncia
de parasitos intestinais, presume que ndo eram tratados com antiparasitarios regularmente pelos
tutores. Em um estudo realizado por Ferraz et al. (2022), os autores evidenciaram que 71,7%
das amostras fecais de cées apresentaram positividade para pelo menos um género de parasito
intestinal. Castro (2019) e Azevedo (2020), em estudos com cées soropositivos para LVC,
relataram positividade de 65% e 50%, respectivamente. Conforme os resultados
coproparasitoldgicos obtidos no presente estudo, foi verificada uma frequéncia de 86,04% para
0s cées soropositivos para LVC, e em contraste uma frequéncia de 45,8% observada nos
animais soronegativos para LVC. Essa alta taxa de infec¢Ges parasitarias intestinais pode ser
explicada devido a 82,9% dos cées soropositivos possuirem acesso ao ambiente externo da
residéncia. Em comparacgéo, 87,5% dos cées soronegativos possuiam acesso ao exterior, no
entanto tiveram uma menor taxa de infeccdo parasitaria. Essa menor taxa de infeccdo nos caes
soronegativos, pode estar associada a utilizacdo periddica de antiparasitarios por parte dos
tutores e pelo namero amostral de cdes. A alta frequéncia dos parasitos intestinais também
coincidiu com um namero maior de cées soropositivos para LVC e também com condicOes de
moradias mais precarias em certos bairros da zona urbana, conforme ja descrito por Franca-
Silva et al. (2005) e Barata et al. (2011).

Em relacdo aos helmintos e protozoarios intestinais diagnosticados do presente estudo,
Dado et al. (2012) e Trasvifia-Mufioz et al. (2017), demonstraram que 0 acesso ao ambiente
externo € um fator de alto risco para infeccdo por enteroparasitos. No estudo realizado em
parques publicos na Espanha, foi detectado uma variedade de enteroparasitos em amostras de
solo. Os resultados desse trabalho mostram que as areas publicas podem representar um risco
significativo para a salde publica, especialmente para grupos vulneraveis, como criancas,
idosos e pessoas em situacdo de rua. No segundo estudo, realizado no México, uma alta
prevaléncia de parasitos intestinais zoondticos como Toxocara canis, Ancylostoma caninum,
Ancylostoma braziliense e Giardia sp. foram diagnosticados. A partir desses estudos, 0s autores
concluiram que os cées errantes podem ser uma importante fonte de infeccdo para os seres
humanos e outros animais, bem como um indicador da qualidade do ambiente. Em ambos 0s
estudos, foi evidente a necessidade de medidas preventivas para reduzir a transmissdo de
parasitos intestinais, como a melhoria das condic¢Ges sanitérias e utilizacdo de antiparasitarios
(DADO et al., 2012; TRASVINA-MUNIOZ et al., 2017).

Outro fator para a alta prevaléncia de enteroparasitoses nos cées soropositivos para LVC
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desse estudo, pode estar associada a origem desses cées, de abrigos ou canis e 0 contato com
animais errantes. Outros estudos realizados no Brasil (LOPES et al., 2012; FERREIRA et al.,
2013; VATTA et al., 2015; CARNEIRO et al., 2016) também relataram Ancylostoma sp.,
Toxocara sp., Giardia sp. e Trichuris vulpis com alta frequéncia em cées de canis e errantes.
Nestes trabalhos anteriores, a infeccdo por Ancylostoma sp. foi a mais prevalente com variagao
de taxas entre 41,2% e 53,3%, enquanto Toxocara sp. foi 0 segundo parasito mais prevalente
com variacdo de taxas entre 9,6% e 35,2%. Para Giardia sp. as frequéncias de infeccoes
variaram entre 13,3% e 27,1%. Acerca das infec¢des por Giardia sp. nesses caes domésticos, é
crucial adotar medidas sanitérias eficazes com o objetivo de reduzir a contaminagdo ambiental
e diminuir o risco de infeccdo humana. Em relacdo aos enteroparasitos diagnosticados no
presente estudo, para os cdes soropositivos para LVC a infeccdo por Ancylostoma sp. foi
encontrada em mais de um terco dos cdes (41,8%), seguido por Giardia sp. (27,9%). Para os
caes soronegativos para LVC, a infeccdo por ancilostomideos foi ainda a mais frequente, mas
a frequéncia foi significativamente menor (29,1%) e o mesmo ocorreu para a infeccdo por
Giardia sp. (16,6%).

De forma geral, no presente estudo foram identificados um total de sete géneros de
parasitos intestinais, semelhante a resultados de estudos anteriores realizados em relacdo aos
géneros e espécies diagnosticados em caes mundialmente (PALMER et al., 2008; ORTUNO et
al., 2011; BECKER et al., 2012; SOMMER et al., 2017). Assim como observado em diferentes
trabalhos no Brasil, 0 género mais prevalente neste estudo foi Ancylostoma sp., causador da
ancilostomiase em cdes e, acidentalmente, da larva migrans cutanea em seres humanos. Gennari
et al. (1999); Blazius et al. (2005); Araujo (2006) e Bernardes et al. (2015) também encontraram
maior prevaléncia da contaminacdo ambiental por Ancylostoma sp. em analise de solo e
amostras fecais de cdes. As prevaléncias elevadas da parasitose em todos 0s grupos etarios de
caes podem ser explicadas pelo fato que ndo ha imunidade protetora durante a infecgédo e,
consequentemente, 0 cdo permanece suscetivel a reinfeccdes ao longo da vida dele, como
confirmado por Boag et al. (2003).

No que diz respeito a idade, a infeccdo por ancilostomideos foi mais frequente nos cées
com mais de 7 anos. Em estudos em diferentes paises, em que a idade dos cées era conhecida,
as infecgdes por Ancylostoma sp. ocorreram também em todas as idades, com destaque para 0s
animais mais jovens (PALMER et al., 2008; ORTUNO et al., 2011; BECKER et al., 2012;
SOMMER et al., 2017). Esse achado pode indicar que para esses cédes, ndo eram utilizados
antiparasitarios como forma de tratamento e prevencdo. Para Toxocara canis, causador da

toxocariase, foram observados ovos do parasito apenas no grupo dos soropositivos para LVC,
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de idade 1-3 anos e com frequéncia de 4,6%. Este resultado foi menos expressivo do que o
relatado por Fisher et al. (2003); Téaparo et al. (2006); Ferraz et al. (2022) que obtiveram
frequéncias de 19,3%, 20,7% e 9,0%, respectivamente. Visto que a maioria dos cées deste
estudo eram animais com idade superior a 5 anos, era esperado uma menor frequéncia de
infeccdo por T. canis, j& que a maioria das infeccbes acometem cdes filhotes e jovens
(SCHWARTZ et al., 2022). Nos cées adultos, a infeccdo é menos recorrente ja que os animais
conseguem obter uma certa imunidade contra reinfecgdes e contra o helminto adulto
(SCHNIEDER et al., 2011; OVERGAAUW et al., 2013). Devido a esses fatores, pode ser
explicado a baixa prevaléncia de T. canis nos cdes eutanasiados e necropsiados. Apesar do
baixo resultado, T. canis é um parasito zoon6tico presente em todas as regifes do Brasil. Ferraz
et al. (2022) destaca que em estudos realizados em criancas de escolas de varios estados
brasileiros constataram a presenca de anticorpos anti-Toxocara, que variou de 15,0% a 51,6%.
Esse valor expressivo demonstra uma importancia epidemiolégica no pais, em razdo das
possiveis manifestac@es clinicas por LMV e LMO em seres humanos.

A baixa prevaléncia de helmintos adultos de T. vulpis no presente estudo pode ter varios
fatores, como o periodo pré-patente da infeccdo ou auséncia local da forma infectante para o
cdo. Esse parasito € comumente diagnosticado em cdes de diversos estados do Brasil,
contrapondo os resultados do presente trabalho, em um estudo em Maringé, Capuano & Rocha
(2006) verificaram prevaléncia de 15,7% para T. vulpis em 303 amostras fecais. Em Santa
Catarina, Blazius et al. (2005) verificou 13,9% de positividade em 158 amostras de fezes, 0s
tricurideos estdo entre os helmintos de maior frequéncia em animais de companhia, junto a
Ancylostoma sp. e Toxocara sp.. A positividade de cistos de Giardia sp. detectados em ambos
grupos de cées ndo foi semelhante, com frequéncia de 27,9% em cées soropositivos para LVC
e 16,6% em animais soronegativos para LVC. Marques & Borges (2014) e Quadros et al.
(2013), em estudos com amostras fecais de caes, detectaram frequéncia de 27,33% e 9,26% de
cistos em amostras fecais, respectivamente, e com frequéncia semelhante a este estudo. Devido
a eliminacdo dos cistos nas fezes ndo seja continua, isso pode ter afetado o nUmero de caes
diagnosticados como positivos; quando o nimero de cdes pode ser superior ao encontrado.
Quanto aos resultados coproparasitoldgicos de D. caninum, Cystoisospora sp. e Sarcocystis sp.,
representaram um menor numero na frequéncia de positividade. A frequéncia encontrada para
D. caninum, foi de 9,3% semelhante ao diagnosticado por Azevedo (2020) em caes
soropositivos para L. infantum. Em cées nédo testados para L. infantum, Gennari et al. (1999) e
Tesserolli, Fayzano, Agottani (2005) detectaram frequéncia de 0,28% e 1,85% em 353 e 280

amostras, respectivamente. Para diagnosticar a infeccdo por D. caninum, que é transmitida pela
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ingestdo de pulgas e piolhos, 0 método recomendado é a observacao de proglétides proximos
as fezes, sendo a microscopia utilizada em poucas ocasides (ROUSSEAU et al., 2022). O
diagndstico por microscopia da dipilidiose pode ser subestimado, quando baseado apenas em
exames coproparasitologicos. Geralmente € recomendado o uso de multiplas amostras para
compensar possiveis resultados falso-negativos (ROUSSEAU et al., 2022).

O grupo dos cdes soronegativos foi 0 Unico a ser detectado infeccbes pelo coccideo
Cystoisospora sp., com frequéncia de 12,5%. Segundo Tesserolli, Fayzano e Agottani (2005) e
Ferreira et al. (2013), encontram frequéncia maior deste protozoéario intestinal de 38,90% e
23,74%, respectivamente quando comparado a Giardia sp.. A alta frequéncia também esta
associada aos oocistos, que sdo altamente resistentes e podem permanecer viaveis no ambiente
por longos periodos com transmissdo por alimentos ou dgua contaminados (BATCHELOR et
al., 2008; RIGGIO et al., 2013). Ambos 0s grupos de cdes apresentaram infeccOes para
Sarcocystis sp., com frequéncia de 4,6% para 0s soropositivos e 4,16% para 0s soronegativos.
Na literatura, os registros de Sarcocystis sp. em cées sdo variaveis conforme a localizacao
geografica, os habitos alimentares e de aptiddo, no geral, a frequéncia do parasitismo é baixa.
Labruna et al. (2006); Leal et al. (2015); Alves, Gomes, Silva (2023) relataram frequéncias de
positividade de 18,9%, 1,08% e 0,26%, respectivamente. No presente estudo, todos os cées
infectados por este coccideo possuiam acesso ao exterior do domicilio, o que facilita a predacéo
de hospedeiros intermediarios infectados.

Além dos parasitos intestinais usuais de cdes, no presente estudo também foi relatado
infeccdo pelo cestddeo Spirometra sp. no grupo dos cées soronegativos para LVC. As infeccGes
caninas sao relativamente raras, € podem ocorrer em areas que 0S caes SA0 expostos a animais
selvagens ou a carne crua infectada. Em estudos coproparasitolégicos no Brasil com amostras
caninas e felinas, a prevaléncia também foi baixa comparado ao presente estudo, com
frequéncias de 0,5%, 0,92%, 1,7%, 2,4% e 2,6% (DALL et al., 2010; PIVOTO et al., 2013;
MARQUES et al., 2017; FERRAZ et al., 2021; FERRAZ et al., 2022). Com base nesses
estudos, pode-se observar que a prevaléncia relatada de infeccGes por Spirometra sp. em cées
no Brasil é geralmente baixa. Em outro estudo realizado por Mudim et al. (2004) foi constatado,
a prevaléncia de Spirometra sp. em gatos de 4% de positividade no municipio de Uberlandia,
com animais necropsiados. Esse cestodeo pseudofilideo, possui potencial zoonético, causador
da esparganose, infeccdo causada pelo encistamento da larva plerocercéide no tecido
subcutaneo de humanos (QIU et al., 2009). Contudo, a ocorréncia de infec¢cGes humanas ndo é
relatada com frequéncia no pais e os casos diagnosticados sdo considerados isolados. As

infeccOes sédo relatadas em formas de casos esporadicos como publicado por Mentz et al. (2011)
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com o registro de esparganose ocular no sul do Brasil. Como nao ha informacg6es suficientes na
literatura sobre a prevaléncia e incidéncia da infeccdo, ainda ndo é possivel estabelecer a
epidemiologia da infeccdo e da doenca no pais.

Na comparac¢do dos resultados obtidos por meio de métodos coproparasitologicos com
resultados das necropsias, verificou-se que os helmintos Ancylostoma spp. e D. caninum foram
0s mais frequentes nos cédes soropositivos para LVC. A necropsia dos cées soropositivos
revelou um namero superior ao encontrado pelos métodos utilizando amostras fecais. Essa
divergéncia foi relatada também por Presotto (2009); Coelho et al. (2011) e De Lima et al.
(2011). Existem algumas razdes pelas quais a necropsia pode identificar mais parasitos do que
0s métodos coproparasitologicos. Uma delas é que a deteccdo de formas parasitarias nas fezes
pode ser afetada por varios fatores, como a fase do ciclo de vida do parasito, 0 metdédo de
diagnostico e a carga parasitaria presente no trato gastrointestinal. Na literatura, diferentes
autores destacam duas espécies como as de maior frequéncia em cées (DA SILVA et al., 1994;
BRESCIANI et al., 2008; PRESOTTO, 2009; DE LIMA et al., 2011; SALDANHA-ELIAS et
al., 2019; AZEVEDO, 2020). Da Silva et al. (1994), descreveu uma frequéncia de 90,9% para
Ancylostoma spp. e 86,4% para D. caninum na cidade de Belo Horizonte, Bresciani et al. (2008)
relatou para Ancylostoma sp., 75,38% e para D. caninum, 60% de positividade em estudo
realizado em Aracatuba. Presotto (2009) em um estudo também com cées adultos de
Hortolandia, descreveu para Ancylostoma sp., 72% e D. caninum, 64% de positividade. De
Lima et al. (2011) em um estudo feito em Recife, verificou 96,8% de positividade para A.
caninum e 83,3% para D. caninum. Em outro estudo realizado em Belo Horizonte com caes
errantes, Saldanha-Elias et al. (2019) verificou 63,4% de positividade para Ancylostoma
caninum, 24,7% para Ancylostoma braziliense e 61,3% para Dipylidium caninum. Azevedo
(2020) em um estudo com caes soropositivos para LV no estado do Rio de Janeiro, também
observou alta positividade de ancilostomideos e D. caninum em compara¢do a outros
enteroparasitos.

Os estudos citados acima demonstraram que os helmintos Ancylostoma spp. e D.
caninum sdo frequentes em cdes em diferentes regides do Brasil. As taxas de positividade
variaram um pouco de um estudo para outro, mas em geral, 0s resultados indicaram que esses
parasitos sdo comuns entre 0s cdes adultos e representam um importante problema de saude
publica. Esses helmintos possuem potencial zoonotico, para Ancylostoma sp., as larvas
filaridides sdo causadoras da LMC (larva migrans cutanea) durante a penetracdo e migracdo
das larvas na epiderme humana. Para D. caninum, a ingestdo de pulgas infectadas com a larva

cisticercoide provocam a dipilidiose, embora seja rara, os relatos de infecgdo intestinal humana
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merecem notoriedade devido a alta prevaléncia em cdes (ROUSSEAU et al., 2022). Portanto,
esses estudos destacam a importancia de medidas preventivas, como a desparasitagdo regular
dos animais de estimacdo, a fim de reduzir a prevaléncia desses parasitos intestinais e possiveis
infeccOes humanas. Em relacdo as espécies de ancilostomideos do presente estudo, a maior
frequéncia foi de A. braziliense com 27,6% e de 17,02% para A. caninum. Essa ocorréncia
difere dos estudos anteriormente citados, no entanto, Coelho et al. (2011) descreveu frequéncia
semelhante para infecgdes em gatos domésticos.

Em comparacdo ao sexo dos cdes, a maior taxa de infeccdo por enteroparasitos nos caes
soropositivos ocorreu nos cdes machos. Para o grupo dos cées soronegativos, a maior taxa de
infeccdo por enteroparasitos ocorreu nas fémeas, porém, com diferenca pequena entre 0s Sexos.
Os resultados em relacdo ao sexo obtidos neste trabalho sdo semelhantes ao encontrado por
Eguia-Aguilar; Cruz-Reyes; Martinez-Maya (2005); Papazahariadou et al. (2007) e Bwalya et
al. (2011) em estudos com cées no México, Grécia e Zambia, respectivamente. No presente
estudo, a partir da necropsia e dos métodos coproparasitologicos dos cées soropositivos,
ocorreu maior frequéncia dos helmintos Ancylostoma sp., D. caninum, T. canis e T. vulpis em
caes machos. Os resultados obtidos s@o semelhantes aos achados de Oliveira-Sequeira et al.
(2002), em que os machos adultos apresentaram uma prevaléncia maior de Ancylostoma sp., T.
canis, T. vulpis em comparagdo com fémeas da mesma faixa etaria. Embora ndo tenha
especificado possiveis influéncias do maior parasitismo nos machos.

Quanto a idade dos cdes, no presente trabalho, foi verificado uma diferenca entre as
idades para Giardia sendo a maior frequéncia nos cdes menores de 6 anos e semelhanca com a
prevaléncia de parasitoses nos machos como verificado por Oliveira-Sequeira et al. (2002).
Devido aos cées soropositivos terem a idade média de sete anos e pertencerem ao ambiente
domiciliar, previa-se que a prevaléncia de infeccdo por helmintos e protozoarios intestinais seria
baixa, uma vez que essas infeccdes sdo mais comuns em cées jovens e errantes. 1sso porque 0s
caes jovens, sao mais suscetiveis as helmintoses intestinais, pois ainda ndo desenvolveram
imunidade. Enquanto os adultos sdo menos predispostos devido a imunidade adquirida por
infeccdes anteriores (BALASSIANO, et al., 2009). Em relacdo aos cdes errantes, o parasitismo
possui maior ocorréncia devido a falta de cuidados de higiene e salde, ma nutri¢do, contato
com animais infectados e condicdo de vida insalubre (CASSENOTE et al., 2011).

Em relacdo aos resultados da utilizacdo de técnicas para o diagndstico
coproparasitologico, foi observado que a técnica de sedimentagdo espontanea apresentou maior
sensibilidade na deteccdo de ovos de helmintos e oocistos de protozoarios em amostras fecais

de cées, conforme também observado em estudos por Taparo et al. (2006). Ferraz et al. (2018),
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também com um estudo comparativo de métodos, concluiram que a técnica de centrifugo-
flutuacdo com sulfato de zinco e sedimentacdo espontanea apresentaram maior sensibilidade na
deteccdo de cistos de Giardia spp. em amostras fecais de caes. Esses resultados, corroboram
com o do presente estudo, que demonstrou maior sensibilidade na deteccdo das formas
infectantes de todos os protozoarios intestinais a partir da sedimentacdo espontanea. Taparo et
al. (2016), afirmam que a técnica de Willis foi pouco eficiente na detecgdo de ovos de helmintos
e ndo foi indicada para esse tipo de analise. A partir das diferentes comparagdes de métodos
coproparasitoldgicos na literatura, o método de Willis ndo foi incluido no presente estudo sendo
substituido pelo método de Ritchie, que abrange maior possibilidade no encontro de ovos leves
e pesados de helmintos. O método de Ritchie foi o Unico a detectar a presenca de cépsulas
ovigeras de D. caninum, semelhante ao resultado de Alves et al. (2016). No geral, a escolha da
técnica mais adequada para cada caso deve levar em consideragdo a sensibilidade e a
praticidade, além do tipo de estagio parasitario que se pretende identificar e além da composicéo
do material fecal a ser examinado. E recomendavel utilizar mais de uma técnica para o
diagnostico coproparasitologico, pois um unico método pode ndo ser capaz de detectar
completamente todos os enteroparasitos presentes (TAPARO et al., 2006). A utilizacdo de
diferentes métodos foi importante no presente estudo, considerando que muitos dos animais
apresentaram coinfeccdes intestinais por diferentes géneros de enteroparasitos.

O teste quantitativo e qualitativo de McMaster apresentou um bom desempenho na
deteccdo de ovos de helmintos intestinais, em individuos com média e alta carga parasitaria.
Com isso, 0 método nao se adequa como Unica técnica utilizada para diagnéstico de helmintoses
intestinais em cdes. Embora sua sensibilidade possa variar, esse método € considerado util na
determinacdo da carga parasitaria na area de medicina veterinaria. Embora haja modificacdes
na metodologia para aumentar a sensibilidade no diagnostico de diferentes cargas parasitarias,
Cardoso et al. (2023) concluiram que a técnica padrdo Gordon e Whitlock (1939) continua a
ser a mais eficiente em comparacdo com as modificacBes existentes. Quando comparado a
outras técnicas e métodos de diagnostico de carga parasitaria por OPG na medicina veterinaria,
0 método de McMaster apresenta menor sensibilidade na deteccdo de formas parasitarias de
enteroparasitos. Em um estudo comparativo entre 0 método de McMaster com método de
FLOTAC com ruminantes, Johnson et al. (2022) concluiram que o método de FLOTAC obteve
uma maior sensibilidade na deteccdo de parasitos intestinais. Cringoli et al. (2011) em um
estudo com amostras fecais de cées, utilizaram diferentes métodos para avaliar a eficacia de
diferentes métodos para detec¢do de ancilostomideos. Os resultados mostraram que 0 método

FLOTAC também apresentou uma maior sensibilidade em relacdo ao método de McMaster,
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detectando um niimero maior de ovos por grama de fezes. Apesar desses resultados, no presente
estudo, houve associacao significativa entre a carga parasitaria de fémeas de Ancylostoma com
0 método de OPG. Esse resultado demonstra que o método de McMaster foi satisfatério devido
aos hospedeiros apresentarem carga parasitaria média e alta. Pelo método de McMaster, apenas
ovos de Ancylostoma sp. e T. canis foram identificados para os cdes soropositivos para LVC.
Para os cées soronegativos, apenas ovos de Spirometra sp., foram identificados, isso sugere que
0s cdes positivos para ancilostomideos tiveram apenas uma carga parasitaria baixa.

No que se refere ao OPG para cada estadiamento, observou-se que os cées do
estadiamento médio apresentaram maior média de OPG. Nesses cdes, a maioria estava infectada
por ancilostomideos, o que corrobora com o valor da média do OPG, visto que esses helmintos
produzem grande quantidade de ovos diariamente (SOWEMIMO & ASAOLU, 2008). Os caes
do estadiamento grave, obtiveram a segunda maior média de OPG. E importante destacar que
a grande parte desses cdes estavam infectados por D. caninum, o que pode ter dificultado a
deteccdo de ovos de ancilostomideos pelo método McMaster. Esses cées infectados por D.
caninum estavam com alta carga parasitaria e com tecido intestinal obstruido, o que também
poderia ter criado uma concorréncia entre as espécies de helmintos intestinais (POULIN, 2001).
Como apenas ovos de Ancylostoma sp. e T. canis foram detectados pelo método de McMaster,
a avaliacdo da prevaléncia de outros parasitos intestinais foi limitada nos cées estudados. O
estadiamento baixo obteve a menor média de OPG mesmo sendo 0 grupo com maior namero
de helmintos analisados pelo método. Essa baixa frequéncia também esta associada a infeccdes
por D. caninum e a impossibilidade de diagnostico por essa metodologia. A partir da deteccdo
de L. infantum por biologia molecular, os cdes de estadiamento grave apresentaram a maior
mediana de cdpia de L. infantum por microlitro e a segunda maior média de OPG. Esse resultado
era esperado visto que podem haver diferentes fatores associados como um desvio na resposta
imune do hospedeiro (FUJIWARA et al., 2006) e, como consequéncia, a evolucdo da
leishmaniose canina. Elevadas cargas parasitarias de helmintos intestinais, por exemplo,
poderiam ter suprimido a resposta imune dos caes e desviado para um perfil mais do tipo Th2.
Como consequéncia, esta resposta imune inadequada pode ter facilitado uma acelerada
multiplicacdo de Leishmania no animal e resultou na detec¢do de altas cargas parasitarias na
medula déssea.

Alem do diagndstico de enteroparasitos, para avaliar a presenca de hemoparasitos em
cées com sorologia positiva para LVC, foram realizados esfregacos sanguineos. A presenca de
hemoparasitoses € conhecida por agravar a infeccdo por Leishmania (TOEPP et al., 2019).

Embora ndo tenha sido possivel identificar a nivel de espécie 0s hemoparasitos presentes neste
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estudo, Maia et al. (2007) encontraram uma soroprevaléncia de 18,8% para a espécie B. vogeli
em cdes da zona urbana de Porteirinha. Os autores afirmam ainda que essa prevaléncia
sorolégica € menor em comparacdo com outros estudos no pais, e pode estar associada a
variacdes genéticas no carrapato transmissor. Em uma revisdo sobre a epidemiologia da
babesiose na América Latina e no Caribe, Panti-May e Rodriguez-Vivas (2020) destacaram o
Brasil como um pais endémico para a babesiose canina. Em muitas regides do pais,
especialmente em Minas Gerais, ha registros de cdes positivos para a doenca. Os autores
enfatizam a necessidade de estudos moleculares para entender a dinamica de transmisséo da
babesiose na regido em decorréncia das subnotificacfes. Com isso, a detec¢do de hemoparasitos
em cées é uma preocupacdo importante devido ao potencial zoon6tico de algumas espécies de
Babesia (B. microti, B. divergens e B. bovis) e as infec¢fes caninas e humanas permanecerem
subdiagnosticadas no pais.

Em relagdo ao hemograma, os cées soropositivos e monoinfectados com L. infantum,
apresentaram maior frequéncia do tipo de anemia normocitica normocrdémica e macrocitica
hipocrémica. De acordo com Da Silva et al. (2011), a anemia normocitica normocrémica é
comum na LVC devido aos processos inflamatérios decorrentes da infecgcdo, que resultam na
reducdo da eritropoiese. Azevedo (2020) destaca que a infeccdo medular por L. infantum,
acarreta no infiltrado de linfocitos, plasmocitos e macréfagos no tecido inviabilizando a
producdo de hemacias. Esse achado hematoldgico no presente estudo, também sugere que esse
tipo anémico esteja relacionado a LVVC no grupo dos cdes monoinfectados por L. infantum. A
anemia macrocitica hipocromica, também relatada nesse grupo de cées, tem como possivel
causa o parasitismo na medula éssea. Além do parasitismo, deficiéncia de vitamina B12 e acido
folico sdo fatores de agravo para esse tipo de anemia (WEISS et al., 2010). A presenca de L.
infantum na medula 0ssea, interfere na eritropoiese, resultando em mudancgas nos tamanhos e
quantidades de hemoglobina produzida para as hemacias circulantes. Além disso, a destruicdo
excessiva das hemadcias pelo sistema imunologico e possivel deficiéncia na absorcdo dos
nutrientes essenciais podem agravar o quadro de anemia.

Nos cées coinfectados por helmintos intestinais, os tipos de anemias frequentes foram
a macrocitica hipocrémica, seguido da microcitica hipocrémica. De acordo com Da Silva et al.
(2011), cées infectados por protozoarios do género Leishmania e Babesia também
desenvolveram em maior frequéncia o tipo anemia macrocitica hipocrémica, resultado
semelhante ao presente estudo. A anemia macrocitica hipocrdmica é um sinal clinico
importante no diagndstico de infec¢es em cées e frequentemente esta associada a condicfes

de doencas parasitarias (SILVA et al., 2011). Por outro lado, a anemia do tipo microcitica
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hipocrdmica, estd frequentemente associada a presenca de enteroparasitos que provocam
hemorragias e deficiéncia na absorcdo de nutrientes em funcdo da carga parasitaria. Esse tipo
de anemia pode ser resultado de infestaches por ectoparasitos quanto de infecgbes por
endoparasitos intestinais (DE MATTOS LENCE et al., 2021). Além disso, esse tipo de anemia
pode afetar diretamente a qualidade de vida do cdo, ja que as hemacias permanecem com
tamanho reduzido e quantidade de hemoglobina abaixo do ideal. A coinfecgdo nos cées com
LV e com ancilostomideos pode agravar ainda mais a anemia, j& que esses parasitos se
alimentam de sangue e nutrientes do hospedeiro. A presenca de D. caninum, também pode ter
influenciado o quadro clinico dos animais, visto que a alta carga parasitaria do helminto impede
uma absorcao eficaz dos nutrientes pelo tecido intestinal.

Acerca dos resultados do leucograma dos cées soropositivos para LVC, a linfopenia foi
0 achado hematolégico comum no leucograma dos dois grupos de cées. Diferentes estudos
corroboram com o achado do presente estudo. Em um estudo hematoldgico proposto por Braz
et al. (2015), os autores destacaram a linfopenia como a alteracdo leucocitaria mais frequente
nos cédes soropositivos para LVC. Toscano et al. (2013) e Pinto et al. (2021), também
destacaram a linfopenia como alteracdo hematologica frequente em cées junto a anemia
normocitica normocrémica. Segundo Greene et al. (2006), a linfopenia tem como uma das
causas a presenca do protozoario na medula éssea e destruicdo de linfécitos pelo proprio
sistema imunoldgico. Durante a infeccdo por L. infantum, a ocorréncia da linfopenia também é
atribuida pela retencdo temporaria de linfocitos no bago e linfonodos ou destruicdo dessas
células pelo proprio parasito (BUSH, 2004). Azevedo (2020) em um estudo histolégico de
enterdcitos de cées, verificou alta frequéncia de infiltrados de linfoplasmocitarios o que pode
ter contribuido para a taxa da linfopenia. Além disso, destacaram que a substitui¢do por tecido
inflamatdrio no tecido medular devido a multiplicacdo parasitaria pode também estar associada
a alteracdo leucocitéria.

A eosinofilia foi observada em baixa frequéncia no grupo dos cées coinfectados por
helmintos intestinais. Essa condicdo de frequéncia reduzida pode estar associada a carga
parasitaria dos helmintos em alguns cdes. Em uma investigacao sobre a migracdo de eosinofilos
para células da parede intestinal de caes, Silva et al. (2018) sugerem que essas células podem
atuar como um mecanismo leishmanicida adicional contra o parasito. Cowell et al. (2009)
afirmam que os eosinofilos séo escassos em infec¢Bes por L. infantum, e quando presentes, séo
observados em processos inflamatoérios induzidos pelo protozoario. De acordo com Azevedo
(2020), a substituicdo do tecido hematopoiético por macréfagos infectados também € um fator

provavel para baixa frequéncia de eosinéfilos devido ao comprometimento da medula dssea.
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Para o grupo de cdes soropositivos, a infeccdo por L. infantum pode ter sido também um
fator importante na frequéncia e carga parasitaria de parasitos intestinais devido ao carater
imunossupressor da doenga (TOEPP et al., 2019). No entanto, é importante evidenciar que
outros fatores também podem influenciar os sinais clinicos da leishmaniose visceral canina,
como a idade do cdo, a presenca de outras doencas, a viruléncia da cepa e a carga parasitaria de
Leishmania. A partir da LV, os cdes podem ter se tornado suscetiveis a infeccOes
enteroparasitarias conforme relatado por O’Neal et al. (2007); Saridomichelakis et al. (2009);
Lana et al. (2018) e Toepp et al. (2019). Nesses estudos, 0s autores observaram que as
coinfeccbes levaram a um aumento da carga parasitaria de helmintos intestinais e
consequentemente maior comprometimento do sistema imunolégico. Em um estudo de
associacdo de LVC com parasitoses intestinais realizado por Castro (2019), a autora concluiu
que a infeccao por helmintos intestinais favoreceu a manifestacao clinica da LV comparado aos
gue ndo estavam coinfectados. Azevedo (2020), em um estudo de LV em cées, 0 autor também
sugeriu essa correlacdo entre as manifestacdes clinicas e a presenga de helmintoses intestinais
em comparacgdo com cdes nao infectados por helmintos. Em relacdo aos sinais clinicos da LVC
e independente do parasitismo intestinal ou ndo, 0s cdes soropositivos apresentaram em maior
frequéncia alopecia, caquexia, onicogrifose e linfadenopatia generalizada. A partir dos sinais
clinicos classificados pelo estadiamento nos cdes com LVC, indica-se também um aumento da
gravidade da LVVC quando ha a presenca de helmintos intestinais, em especial ancilostomideos,
0 que esta de acordo com estudos anteriores de Castro (2019); Toepp et al. (2019) e Azevedo
(2020).

Por meio de uma analise estatistica pelo mesmo modelo e por valores de odds-ratio,
resultou também uma associacéo positiva entre 0 aumento da carga parasitaria de Leishmania
na medula 6ssea (CPM) e os sinais clinicos dos cdes em geral. Os resultados demonstraram que
a quantidade por microlitro de L. infantum, aumenta a chance em cerca de 1,03 vezes no nivel
dos sinais clinicos nos cées. Essa associagdo ja era esperada, visto que a presenca do protozoario
na medula 6ssea interfere diretamente em diversas outras funcdes fisiologicas do cédo
(ALMEIDA, 2017). Com isso, pode-se afirmar que quanto maior a carga parasitaria na medula
Ossea maior serdo 0s sinais apresentados pelos cdes. Foi observado também que os cdes em
estagio medio a grave para LVC, tinham uma carga parasitaria na medula maior do que aqueles
em estagio inicial ou baixo. Em relacdo a CPM, os cées possuiam 1,59 maior de chance de
enquadrar no estadiamento grave. O mesmo ocorreu para cdes com estadiamento médio, que
apresentaram uma CPM aproximadamente 1,36 vezes maior. Onde o0 aumento de parasitos na

medula éssea aumentou o risco para o desenvolvimento da LVC média e grave. Com a
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observacao dos valores de odds-ratio, é possivel afirmar que a carga parasitaria na medula 6ssea
estad diretamente relacionada a progressdo da doenca, confirmando ser mais alta nos estagios
avancados da LVC. Em relacéo ao desenvolvimento de anemia, houve uma associagéo inversa
entre CPM de Leishmania ou carga parasitaria de adultos de Ancylostoma e contagem de
heméacias no sangue periférico dos cdes. Esta inversdo era mais acentuada para a carga
parasitaria de Leishmania (AGUIAR et al., 2007; NICOLATO et al., 2013; SILVA et al., 2018).

Quanto ao impacto e influéncia da infeccdo por ancilostomideos, houve associagdo
positiva quando associado aos estadiamentos dos cdes. A presenca de helmintos nos caes,
apresentou aproximadamente 2,80 vezes mais chances do céo se enquadrar no estadiamento
grave comparado aos cdes do estadiamento baixo. E para os cdes de estadiamento médio, a
presenca de helmintos intestinais apresentou 3,36 mais chances dos animais se enquadrarem
nesse grupo, visto que esse foi 0 de maior amostragem no estudo e 0 que apresentou maior
frequéncia do parasito. Sendo assim, a presenca e quantidade de ancilostomideos no presente
estudo estiveram diretamente ligadas aos cées dos estadiamentos mais avangados da LVC.
Esses resultados contribuem para uma melhor compreensdo da interacdo entre Leishmania e
helmintos intestinais e a progressao do estagio da doenca em cdes. Contudo, sdo necessarios
estudos adicionais para pesquisar a base da resposta imune canina para avaliar 0s mecanismos
envolvidos na manifestacdo dos sinais clinicos e no processo de agravamento da doenca nos
caes.

Existem poucos estudos relacionados a infec¢des naturais entre leishmaniose visceral
canina e helmintos intestinais. Os estudos disponiveis na literatura possuem enfoque em
infeccdes experimentais em camundongos e andalises de coinfec¢cbes humanas. Os resultados
das pesquisas que visaram analisar a associacdo entre espécies de Leishmania com helmintoses
intestinais foram semelhantes ao encontrados nesse estudo, reafirmando que ha uma associacao
entre agravamento e a manifestacdo de sinais clinicos na presenca de helmintos intestinais. Em
um estudo experimental realizado por Rodriguez-Sosa et al. (2006) com camundongos
infectados por Taenia crassiceps, 0s autores concluiram que a presenca aguda de cisticercose
favoreceu a formacdo de lesdes rapidas e graves em decorréncia da infec¢do por Leishmania
major e Leishmania mexicana. Estudos relacionados a coinfec¢do entre helmintos intestinais e
leishmaniose em humanos revelaram que a presenca de helmintos tem um efeito negativo sobre
a melhoria clinica ap06s tratamento, a cicatrizagdo e a resposta imunologica contra a
leishmaniose tegumentar (AZEREDO-COUTINHO et al., 2016). De acordo com Azeredo-
Coutinho et al. (2016), a coinfecgdo por helmintos intestinais estd associada a gravidade de

lesbes na mucosas e uma resposta terapéutica insatisfatoria em pacientes com leishmaniose



79

tegumentar americana. Esses achados destacaram também a importancia da avaliacdo da
presenca de helmintos em pacientes com essa doenca, bem como a necessidade de um
tratamento eficaz para ambas as infecgfes. Em pacientes com leishmaniose tegumentar, a
influéncia dos helmintos para um tempo maior de cicatrizacdo completa e para lesdes mais
persistentes foi comprovada (O’NEAL et al., 2007, AZEREDO-COUTINHO et al., 2016).
Além disso, em base da resposta imune desses pacientes foi observado um desvio para
um perfil do tipo Th2, em comparagéo com pacientes sem coinfecgdes intestinais. Relacionado
a resposta imunoldgica do hospedeiro, Faleiro et al. (2014) destaca que a resposta do tipo Th2
pode ter influenciado a manifestacdo clinica da leishmaniose. A resposta imune Th2 esta
associada a um aumento na replicacdo parasitéria, e a uma incapacidade de cura em animais
infectados com L. infantum devido a interferéncia na resposta tipo Thl, que € a resposta imune
especifica do hospedeiro que visa combater a infeccdo por Leishmania spp. (FALEIRO et al.,
2014). 1sso sugere que a resposta imune Th2 pode ter um papel importante na patogénese da
leishmaniose visceral e ser um fator contribuinte para a gravidade da doenca. Maurya et al.
(2012) destacam que ha um risco aumentado de desenvolver leishmaniose visceral em casos de
coinfeccdo com helmintos em regiGes endémicas para LV. Esse risco também ¢é referente a
resposta imunologica do hospedeiro, 0 que pode levar a uma resposta inadequada ao parasito
Leishmania e, portanto, aumentar a suscetibilidade a infeccdo (MAURYA et al., 2012). Esses
estudos sustentam a hipotese do presente trabalho e fornecem evidéncias de que 0 aumento na
frequéncia de sinais clinicos pode estar associado a coinfeccdo por helmintos intestinais. A
manifestacdo clinica da doenca nos caes soropositivos para LVC desse estudo, por exemplo,
pode ter sido influenciada pela frequente presenca dos ancilostomideos e o efeito da infeccdo
para a resposta imune do cdo, conforme ja observado por outros estudos (FUJIWARA et al.,
2006). Foi observado também, que os cdes no presente estudo com maior carga parasitaria de
helmintos adultos de Ancylostoma sp., estavam com mais sinais clinicos aparentes da LVC.
Em relacdo a distribuicdo dos cdes soropositivos e soronegativos na regido urbana de
Porteirinha, no presente estudo, a regido norte do perimetro urbano registrou a maior frequéncia
de cées soropositivos para LVC. A regido de maior ocorréncia de cdes com L. infantum €
semelhante ao encontrado por Franca-Silva et al. (2005) quando analisada a distribuicdo de
flebotomineos na area urbana. A alta taxa da populacdo de vetores da LV nesta regido pode
explicar a grande parte da frequéncia de infec¢bes dos caes no presente estudo. Essa localidade
é rodeada de vegetacdo que pode abrigar animais silvestres infectados, presenca de
flebotomineos, cdes e, além disso, conta com um aglomerado de populacdo de baixo nivel

socioecondmico (BARATA et al., 2011). A partir desses dados obtidos, é possivel observar que



80

esse local ainda permanece registrando as maiores taxas de infec¢do na regido urbana e carece
de medidas preventivas. Barata et al. (2011) concluiram também, que nesse local foi o que mais
registrou casos de LV na regido urbana. Quando analisada a frequéncia de enteroparasitoses
nos cdes, a regido ao norte da area urbana também registrou as maiores taxas de cées infectados.
Essa frequéncia pode ser explicada devido ao nivel socioeconémico dos tutores, 0 que pode ter
inviabilizado a realizacdo de desparasitacdo dos cdes e cuidados veterinarios. A falta de
estrutura, acesso a educacdo, saneamento basico e agua potavel sdo fatores importantes na
manutencdo de parasitoses. Todos esses fatores podem ter levado ao aumento de infecgdes
parasitarias nos cdes dessa regido.

Com isso, a partir de todos os resultados obtidos, esse estudo sugere que as helmintiases
intestinais causadas principalmente pelos ancilostomideos, favoreceram e estdo associadas na
manifestacdo dos sinais clinicos da LV nos cées. Castro (2019) e Azevedo (2020) em estudos
com cdes soropositivos para LVC também registraram essa associacdo a partir de resultados de
exames clinicos, hematoldgicos e necropsia semelhante ao presente estudo. Ao final, é
importante ressaltar que, nos diferentes estudos realizados no Brasil, assim como este, ha uma
alta prevaléncia de enteroparasitoses em animais de companhia, o que resulta em altos indices
de contaminacdo ambiental por parasitos de cdes em ambientes compartilhados com seres
humanos. A frequéncia elevada de infec¢fes helminticas, especialmente por Ancylostoma spp.
e Toxocara sp., e de protozoarios como Leishmania infantum e Giardia sp., enfatizam o risco
de disseminacédo dessas zoonoses. No mais, € sugerida a necessidade de a¢des educativas para
conscientizacdo da populacdo em relagcéo ao uso de antiparasitarios regularmente, utilizacdo de
coleiras contra ectoparasitos e vetores e higienizacdo peridédica do local onde os caes

permanecem.
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7 CONCLUSAO

Os cdes domeésticos examinados na regido urbana do Municipio de Porteirinha se
apresentaram com altas frequéncias de diversos géneros de parasitos intestinais, dos quais
varias espécies possuem potencial zoondtico e necessitam de tratamento antiparasitario
frequentes. Para os cées sorologicamente positivos para LV C, os sinais clinicos mais frequentes
eram alopecia, onicogrifose, caquexia e linfadenopatia generalizada. Nos cdes necropsiados
com LVC, os helmintos intestinais mais encontrados foram Ancylostoma sp. e Dipylidium
caninum. Em relagdo as coinfec¢Bes e a interferéncia entre parasitismo intestinal e quadro
clinico e carga parasitéria para LVC, os nossos resultados indicaram uma associacéo entre a
presenca de helmintos intestinais, especialmente ancilostomideos, e a gravidade da
sintomatologia para LVC, sugerindo uma possivel influéncia dos helmintos intestinais na carga
parasitaria de Leishmania, nas alteracbes hematoldgicas e na manifestacéo clinica da doenca.
E importante salientar, que esta associacio é reciproca e ndo foi possivel de determinar, em
uma linha de tempo, qual processo infeccioso aconteceu primeiro (Leishmania ou parasito
intestinal), ja que foi um estudo cross-secional, e 0s cdes examinados eram em grande maioria

adultos.
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