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RESUMO

Dentre as doencas transmitidas por artrépodes, a Leishmaniose Visceral (LV) Canina e a
Erliquiose Monocitica Canina (EMC) vem crescendo no mundo inteiro, tornando-se
enfermidades de importancia zoondética e compreendem problemas de salde publica. A LV
Canina é causada por um tripanossomatideo da espécie Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi e a EMC, pela bactéria Ehrlichia canis, sendo o céo principal hospedeiro. Com a
expansédo dessas doencas, faz-se necessario a compreenséo da dindmica e relacéo do vetor
flebotomineo e carrapato, e 0 hospedeiro canino. Uma vez que, ha compostos cairoménios
gue podem induzir o comportamento do vetor em cdes que estejam infectados. Assim sendo
utilizado uma nova abordagem para avaliacdo dos Compostos Organicos Volateis (COVs)
produzidos pelos hospedeiros infectados. Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar os
aspectos epidemiolégicos e os compostos organicos volateis, presentes em pelos de caes,
associados a infec¢do canina por Leishmania spp. e Ehrlichia canis em area endémica do
Nordeste brasileiro. Foram coletadas amostras sanguineas dos cées para a realizacdo do
teste Ensaio Imunoenzimatico indireto e teste rapido para Ehrlichia canis, como também de
amostras de pelos para associacdo dos COVs identificados por GC-MS a infeccao, avaliagéo
dos fatores de risco relacionados a criacdo do cao, sinais clinicos externos e ambiental. Dos
cées avaliados, 13 (18,05%; n = 72) foram reagentes para LV canina e 40 (52,63%; n = 76)
reagentes para Ehrlichia canis, sendo 7 (10,14%) coinfectados para as duas enfermidades.
Os fatores de risco associados a infeccdo para LV canina, foram ter entre 06 meses a 1 ano
(p = 0.0207), sintomatologia aparente (p = 0.0276), alteracbes no focinho (p = 0.0149),
oftalmoldgicas (p = 0.0056), nos ouvidos (p = 0.0173), na pele e anexos (p = 0.0365), na
mucosa (p = 0.0224) e a cobertura vegetal (p < 0.0001). J& para EMC, foram associados ao
tipo de criac&o (p = 0.0028), alimento preparado em casa (p = 0.0484) e mista (p = 0.0030), o
nao uso da coleira antiparasitaria (p = 0.0011), ndo encaminhar ao veterinario (p = 0.0039),
raca ndo definida (p = 0.0058), ter entre 2 anos e 4 anos (p = 0.0375) e estar com carrapato
(p = 0.0010). Foram identificados 58 compostos, nove foram encontrados somente em caes
soropositivos para LV canina e 10 para EMC. N&o foi possivel associar a infeccdo aos COVs,
mesmo que na EMC tenha apresentado uma tendéncia a agrupamento entre algumas
substancias. A postura do tutor frente aos cuidados ao animal, tem se revelado cada vez mais
importante, sendo necessaria mais atencdo a sinais clinicos externos do cdo e acgles
direcionadas a gestdo ambiental na tentativa de diminuir os casos de LV canina e EMC no
estado. Os COVs aqui identificados ndo foram relacionados a infec¢do, contudo, foi
encontrado compostos isolados em cées soropositivos, abrindo margens para novos
trabalhos.

Palavra-chave: Composto Organico Volatil; Fatores de risco; Leishmaniose Visceral Canina;

NDVI
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ABSTRACT

Among the diseases transmitted by arthropods, Canine Visceral Leishmaniasis (VL) and
Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) have been growing worldwide, becoming diseases of
zoonotic importance and comprising public health problems. Canine VL is caused by a
trypanosomatid of the species Leishmania (Leishmania) infantum chagasi and CME is caused
by the bacterium Ehrlichia canis, the dog being the main host. With the expansion of these
diseases, it is necessary to understand the dynamics and relationship between the sandfly
vector and tick, and the canine host. Since there are kairomone compounds that can induce
vector behavior in dogs that are infected. Therefore, a new approach was used to evaluate
Volatile Organic Compounds (VOCs) produced by infected hosts. Therefore, the objective of
the study was to evaluate the epidemiological aspects and volatile organic compounds,
present in dog hair, associated with canine infection by Leishmania spp. and Ehrlichia canis in
an endemic area of Northeastern Brazil. Blood samples were collected from the dogs to
perform the indirect immunoenzymatic assay test and rapid test for Ehrlichia canis, as well as
hair samples to associate the VOCs identified by GC-MS with the infection, evaluation of risk
factors related to dog breeding, external and environmental clinical signs. Of the dogs
evaluated, 13 (18.05%; n = 72) were reactive for canine VL and 40 (52.63%; n = 76) were
reactive for Ehrlichia canis, with 7 (10.14%) co-infected for both diseases. The risk factors
associated with canine VL infection were being between 06 months and 1 year old (p = 0.0207),
apparent symptoms (p = 0.0276), changes in the muzzle (p = 0.0149), ophthalmological
changes (p = 0.0056), in the ears (p = 0.0173), skin and appendages (p = 0.0365), mucosa (p
= 0.0224) and vegetation cover (p < 0.0001). As for EMC, they were associated with the type
of rearing (p = 0.0028), food prepared at home (p = 0.0484) and mixed (p = 0.0030), not using
an antiparasitic collar (p = 0.0011), not referring to the veterinarian (p = 0.0039), race not
defined (p = 0.0058), being between 2 years and 4 years old (p = 0.0375) and having a tick (p
=0.0010). 58 compounds were identified, nine were found only in dogs seropositive for canine
VL and 10 for CME. It was not possible to associate the infection with VOCs, even though
CME showed a tendency for some substances to group together. The guardian's attitude
towards animal care has become increasingly important, requiring more attention to the dog's
external clinical signs and actions aimed at environmental management in an attempt to reduce
cases of canine VL and CME in the state. The VOCs identified here were not related to
infection, however, compounds isolated in seropositive dogs were found, opening scope for
new work.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis; Risk factors; Volatile Organic Compound; NDVI
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1 INTRODUCAO

As Doencas Transmitidas por Artropodes afetam cerca de um bilh&o de individuos e
representam 17% dentre as doengas infecciosas (TIBAYRENC, 2017). As Doencas
transmitidas por Artrépodes sédo reemergentes em todo o mundo, sendo um grande desafio
na medicina humana e veterinaria, devido a fatores como mudancas climaticas, urbanizacéo,
desenvolvimento econdmico e globalizacdo que podem interferir na abundancia e dispersao
dos vetores de carater global (GOTTWALT, 2013; SEMENZA; SUK, 2018; ROCKLOV;
DUBROW, 2020).

A ocorréncia das doencas caninas transmitidas por artropodes também vem
crescendo no mundo inteiro. Ao observar a dindmica de transmissao, torna-se mais complexa
as estratégias de controle dessas doencas por apresentarem fatores relacionados a
demografia de hospedeiro, condi¢cdes ecoldgicas do vetor que inclui presenca de vegetacéo,
pluviometria e temperatura, recursos econdmicos, entre outros (PAULINO et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2020; QUEIROZ et al., 2020; BATISTA et al., 2021).

Algumas doencas transmitidas por artropodes, como as causadas por Leishmania
infantum chagasi e Ehrlichia canis séo de importancia zoonética e compreendem problemas
de saude publica, principalmente nos animais. A sobreposi¢cdo epidemiologica das duas
doencas e o impacto da coinfec¢do, permanecem desconhecidos devido a similaridade da
atividade vetorial e dos periodos de transmissdo desses patdgenos (GAUNT et al, 2010;
CORTESE et al, 2011).

A Leishmaniose Visceral (LV) canina e a Erliquiose Monocitica Canina (EMC) séo
causadas por patégenos intracelulares obrigatérios, L. infantum chagasi e E. canis,
respectivamente. A LV canina é transmitida por um vetor flebotomineo, Lutzomyia longipalpis
e a EMC, pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-TORRES et al., 2004; 2009;

BRASIL, 2014B), sendo o céo o principal hospedeiro das duas enfermidades.

Em 2021, A LV canina apresentou 34,69% dos caes soropositivos em nove municipios
do estado de Sergipe (OLIVEIRA et al., 2021), com manifestacfes variadas entre onicogrifose,
hepatoesplenomegalia, secrec¢ao ocular, lesdes ao redor das orelhas (EVARISTO et al., 2020;
SOUZA et al., 2021A). J4 a EMC alcancou a prevaléncia de 60% em estudo (SILVA et al.,
2020), podendo desenvolver febre, hepatoesplenomegalia, mucosas palidas e secrecéo

ocular, leucopenia e trombocitopenia (MEGID et al., 2016).

Uma vez que o cdo possui grande importancia no ciclo biolégico da Leishmania spp.
e da E. canis, os compostos volateis liberados pelo hospedeiro vertebrado poderiam auxiliar
na compreensao entre 0 agente patolégico e hospedeiro, além da prospeccao gerada pelos

compostos para as infec¢des transmitidas pelos vetores. Uma vez que os flebotomineos séo
9



mais atraidos ao hospedeiro canino quando estdo infectados em comparacdo aos nado
infectados (STANIEK; HAMILTON, 2021).

E de conhecimento que o mecanismo primario de orientacdo dos insetos para
hematofagia é baseado no reconhecimento dos odores (KNOLS; MEIJERINK, 1997). Esses
compostos, produzidos por uma espécie e que desencadeiam uma resposta benéfica para
organismos de outra espécie, sdo chamados de cairomonios (PITTS et al., 2014). Alguns
estudos tém mostrado que o protozoario pode interferir nos odores dos hospedeiros
infectados, sendo assim, o vetor passa a ter preferéncia ao realizar o repasto sanguineo, a
fim de aumentar as oportunidades de transmissdo do protozoario (MAUCK et al., 2016;
GANDON, 2018).

Esses cairoménios podem ser extraidos a partir de pelos animais, exercendo fungcbes
secretdrias e excretérias de metabdlitos, que por difusdo passiva encontrar-se no foliculo
piloso do pelo (HENDERSON, 1993; JEROMEL et al., 2022), ja sendo também estudado a
diferenciacdo do perfil de COVs de cées soropositivos e soronegativos para leishmaniose
visceral canina (OLIVEIRA et al., 2008).

Diante da problematica da LV canina que afeta 40 municipios do estado de Sergipe;
inclusive a area metropolitana de Aracaju (capital do Estado) e da EMC que é uma das
principais doengas caninas que afeta a regido nordeste com 43% dos cées infectados, além
da escassez de estudos sobre a doenca no estado de Sergipe, torna-se evidente a

necessidade de compreender a ocorréncia e a dindmica desta enfermidade.

Portanto, o presente estudo visa avancar na busca de evidéncias na identificacdo de
COVs especificos para a LV canina e é pioneiro para a EMC. Paralelamente, o estudo
investiga a presenca de Leishmanis spp. e Ehrlichia canis nos cdes observados e os fatores

epidemiolégicos ligados as duas enfermidades.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar os aspectos epidemioldgicos e 0s compostos organicos volateis, presentes em pelos
de caes, associados a infeccdo canina por Leishmania spp. e Ehrlichia canis em area

endémica do Nordeste brasileiro.
2.2 Objetivos Especificos

Rastrear a infeccdo canina por Leishmania spp. e Ehrlichia canis via métodos diagnosticos

sorolégicos;

Correlacionar a ocorréncia da Leishmaniose Visceral Canina com a cobertura vegetal do

ambiente

Determinar os fatores de risco para Leishmaniose Visceral Canina e Erliquiose Monocitica

Canina

Associar os compostos organicos volateis com a presenca/auséncia de Leishmania spp. e

Ehrlichia canis

11



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Leishmaniose Visceral Canina

A LV canina é causada pelo protozoario unicelular, Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi Nicole (1908), pertencente a familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, que se
apresenta em dois estagios de desenvolvimento: flagelado ou promastigota, que se instala no
tubo digestivo do flebotomineo; e amastigota, encontrado em células do sistema fagocitario

mononuclear do céo, hospedeiro vertebrado (BRASIL, 2014B).

A transmisséo acontece a partir da hematofagia da fémea infectada da espécie vetora
para a maturagdo dos ovos, onde ocorre a liberagdo e ingestdo de parasitas. Este repasto
sanguineo é realizado no céo, seu principal hospedeiro em ambiente urbano, no qual o infecta.
Nele o parasita se diferencia até a forma amastigota se instalando nos macr6fagos. Existem
outras vias alternativas de transmissao da LV canina, tais como a via sexual, de modo que o
protozoario foi observado nos 6rgaos reprodutores dos machos, como também, por via
intragastrica em teste de ingestdo com camundongos (EVANGELISTA et al., 2019; REIMANN
et al., 2022).

S&o caracterizados trés ciclos de transmissdo para as leishmanioses no continente
americano: o silvestre, o doméstico-rural e o doméstico-urbano. Nos dois Ultimos, o vetor se
insere na éarea peridomiciliar avancando para o espa¢o domiciliar, podendo transmitir a
infeccdo ao hospedeiro vertebrado. O homem, animais domésticos e 0os animais sinantropicos
apresentam grande influéncia na proximidade do vetor a areas peridomiciliar e domiciliar
(OPS, 2019).

Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva (1912) é considerada a principal espécie vetora do
agente etiolégico, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, no Brasil, sendo encontrada
nas cinco regides geograficas do pais. A espécie Lutzomyia cruzi tem importancia vetorial no
centro-oeste brasileiro, nos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2014B).
Estes dipteros - denominados flebotomineos - da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, sdo popularmente conhecidos como mosquito palha, birigui. Eles medem de
dois a trés milimetros de comprimento, torax com muitas pilosidades, apresentam coloracao
marrom claro, as asas de formato lanceolar mantém-se eretas e semiabertas e realizam a
postura dos ovos em habitat umido, quente e com matéria organica (nutrientes) para fornecer
alimento para as larvas (FORATTINI, 1960).

Animais clinicamente assintomaticos sdo potenciais fontes de infeccdo para
fleb6tomos, porém infectam um nimero menor de vetores, em comparagado aos sintomaticos

(SILVA et al.,, 2005). A LV canina se manifesta de maneira sistémica e cronica, devido
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principalmente a funcdo imunolégica baixa, desenvolvendo sinais clinicos como
emagrecimento, onicorgrifose, hepatoesplenomegalia, lesbes oculares, secrecdo ocular,
lesBes ao redor das orelhas, face e membros, alteragdes nos linfonodos pré-escapulares,
linfonodos popliteos e linfonodos submandibulares (EVARISTO et al., 2020; SOUZA et al.,
2021A).

O aparecimento de manifesta¢cdes clinicas variadas na LV canina pode gerar
confusdes diagndsticas com outras enfermidades, como a babesiose e a erliquiose. A
auséncia de sinais clinicos nos cédes, que podem levar anos para o aparecimento, dificulta o
diagnostico precoce e o tratamento imediato (PAULAN et al., 2013; FERREIRA; MONTICELLI,
2022).

Os principais métodos de diagndstico da LV canina séo os sorologicos, parasitolégicos
e moleculares (DUTHIE et al., 2018). De acordo com o Ministério da Saude, o TR DPP® (Teste
Réapido Dual Path Platform) é utilizado como teste de triagem para o ser humano e caes, ao
detectar anticorpos anti-Leishmania, enquanto ELISA é um teste confirmatério (BRASIL,
2014B). As metodologias mencionadas sédo mais baratas e ndo tdo invasivas, porém, vem
apresentando uma baixa sensibilidade quando comparado aos testes moleculares
(CARVALHO et al., 2018).

O tratamento para os cées que foram testados como positivos foi regulamentado pela
Nota Técnica N° 11/2016 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).
Anteriormente a utilizacdo de farmacos humanos ou nao registrados pelo MAPA ndo eram

permitidos, somente sendo indicada a eutanasia canina (BRASIL, 2016A).

A medida de controle homologada pelo MAPA regulamenta o tratamento com o
farmaco Miltefosina (BRASIL, 2016A) sendo relatada a eficdcia na diminuicdo da carga
parasitaria (ROSAR, 2022), assim como o tratamento com 0s antimoniais pentavalentes,
antimoniato de N-metilglucamina e desoxicolato de anfotericina B (BRASIL, 2016B). Apos a
medicacdo, o animal deve ser encaminhado para a realizacdo de exames clinicos,
laboratoriais e parasitolégicos periédicos para avaliar a carga parasitaria, visto que a LV

canina nao tem cura.

A fim de interromper o ciclo de transmisséo, o Programa de Controle da Leishmaniose
Visceral (PCLV) estabelece trés vertentes de controle: a vetorial, a canina e a educagéo em
saude. Com ac08es de pulverizacao residual, inquéritos soroepidemiolégicos canino, eutanasia
animal e agdes educativas com a populacdo em area endémica (BRASIL, 2014B). Além disso,
foi licenciada pelo MAPA a vacina Leish-Tec que proporciona protecdo parcial contra a
infeccdo parasitaria (FERNANDES et al., 2011).

Outras medidas profilaticas podem ser desenvolvidas por parte da populagdo como o

13



uso da coleira antiparasitaria nos seus caes, de repelentes, de mosquiteiro e manutencao da
area peri/extradomiciliar sempre limpas, sem acimulo de matéria organica (OLIVEIRA NETO
et al., 2018).
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3.2 Aspectos Eco-epidemiolégicos da Leishmaniose Visceral Canina

A LV canina enquadra-se na categoria de infeccao de notificagdo compulséria, ou seja,
0s médicos e profissionais de salde publicas ou privadas, sdo obrigados a notificar os casos
(BRASIL, 2014A). Esta zoonose esta inclusa entre as doencas negligenciadas, estando

diretamente relacionada a condi¢des de vulnerabilidade social (WHO, 2015).

Os altos indices de casos de LV humana e canina tém sido relacionados a
urbanizacdo, saneamento basico em condi¢bes inadequadas, além de alterac6es no padrao
de precipitacdo e temperatura devido a mudancas climaticas (QUEIROZ et al., 2020). O
avanco dessa expansao iniciou pelo agronegdcio e estabeleceu-se com o crescimento
populacional levando a aproximagdo dos fleb6tomos as areas peridomiciliares, havendo
aumento de casos sob desmatamento no macico da Pedra Branca localizado no Parque
Estadual da Pedra Branca/RJ (MARZOCHI et al., 2009).

Outros fatores de risco tém sido relacionados a infeccdo por LV humana e canina
como, aptiddo de caca, proximidade com acudes (SILVA et al., 2016), contato com outros
cées, contato com animais de criagcdo (bovinos, felinos, caprino e ovelha) e animais silvestres,
condi¢cBes ambientais, higiene ambiental, viagem com o c&o, presenca de roedores, habitagdo
com solo e solo/cimento exposto (FERNANDES et al., 2016), abandono de céaes, baixo indice
de desenvolvimento regional, presenca de animais em &reas de alta concentracdo de
flebotomineos, falta de politicas publicas (BATISTA et al., 2021), quintais com arvores,

passaros, sombra e fezes de animais (RODRIGUES et al., 2020).

Em um estudo com tutores de cées e gatos, 74% desconheciam o conceito de zoonose
e 80% nao receberam informacdes de profissionais de 6rgéo publico (agente de endemia e
agente comunitario de salde) sobre o tema. Quando abordadas sobre quais doencas podem
ser transmitidas aos humanos, elencaram a raiva e a leishmaniose. Apesar de mencionar a
leishmaniose, ndo sabiam do ciclo de transmissdo (OLIVEIRA NETO et al.,, 2018). Essa
populacdo que ndo possui conhecimento sobre a LV tem oito vezes mais chances de contrair
a doenca e as que dizem conhecer pelo menos o nome do vetor tem 1,58 vezes mais chance
de desenvolverem a doenca (BORGES et al., 2008), partindo do principio de somente

saberem o0 nome por ja terem se infectado ou pessoas proximas (CARVALHO et al., 2020).

Individuos que tomam qualquer tipo de acdo preventiva tem 1,94 vezes de ndo se
infectar. Os entrevistados citam medidas como limpeza do domicilio, porém a maioria
descreve como pratica que sao realizadas todos os dias, também relata o uso da citronela e
outros repelentes (BORGES et al.,, 2008), uso de coleiras repelentes (22%), controle de
criadouros do “mosquito” (15%) e 63% né&o sabiam como prevenir a doenca (OLIVEIRA NETO
et al., 2018). Apesar da populagéo saber o que é a leishmaniose, ndo sabem informar com
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precisdo como ocorre a transmissdo, o transmissor e as medidas preventivas relacionadas a

esta zoonose, necessitando de acdes educativas voltadas a salde Unica (SILVA et al., 2022).

Os fatores mencionados anteriormente podem contribuir para a dispersao do vetor,
afetando a qualidade de vida e a suscetibilidade a doenca na populagdo animal local
(QUEIROZ et al., 2020). Com isto € de fundamental importancia a criacdo de medidas mais
eficientes no controle e prevencgao da zoonose a fim de reduzir o impacto gerado pelos fatores
ambientais e peridomiciliares como 0 saneamento basico precario, a ruralizacdo de areas
urbanas e a presenca do vetor (MICHEL et al., 2011), para suceder na reducéo da intensidade
de cées eutanasiados (BRUHN et al., 2018)

Parcerias entre instituicdes de ensino e politicas publicas efetivas sé@o indispensaveis
para a prevencao da LV canina, comprovando estudo desenvolvido em Belo Horizonte, Brasil,
onde a doenca foi controlada e obteve resultados positivos em funcdo das parcerias
intersetoriais (BRUHN et al., 2018). Isto também foi observado em Maceid, capital de Alagoas,
onde a vigilancia epidemiologica desempenhou um papel efetivo, ja que no periodo de 2007

a 2013, os casos humanos e caninos decresceram (ROCHA et al., 2018).

O uso de Sistema de Informacdo Geografica (SIG) e ferramentas espaciais sdo
bastante utilizadas em estudos de caracterizagdo ambiental para configurar as areas que
apresentam maior potencial para a disseminacdo da Leishmaniose. Dessa forma, as acoes
de vigilancia, monitoramento e controle dos programas de saude publica podem ser revisadas
para desempenhar atividades que sejam mais adequadas a comunidade identificada
(MORAIS et al., 2020).

Essas ferramentas de geoprocessamento, como o indice de Vegetacdo por Diferenca
Normalizada (NDVI), utilizado para classificar o solo de acordo com refletancia solar, pode
observar a utilizacdo do solo para determinar areas que foram desmatadas, a cobertura
vegetal e produtividade da planta com a finalidade de compreender melhor as informag6es
sobre a vegetacdo (HUANG et al., 2021). Outra muito frequente é o indice Global de Moran,
gue através da autocorrelacado espacial pode estabelecer se o padrao é agrupado, disperso

ou aleatdrio da variavel que se prop6em avaliar (SHARMA et al., 2018).

Assim como foi realizado no municipio de Sao Luis, que por meio da autocorrelacao
espacial associada aos casos diagnosticados de LV humana e canina, foram identificadas
areas prioritarias para a implementacéo do programa de vigilancia sanitaria para o controle
de LV (BARBOSA et al., 2014). Além disso, outro estudo indicou a vulnerabilidade social em
areas com muitos casos de LV, demonstrando a auséncia de assisténcia a salde e a
expansdo urbana desordenada, favorecendo o contato direto no ciclo de transmissdo da
infecgcdo parasitaria (MIRANDA et al., 2021).
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Atraveés da classificagdo do NDVI, foi possivel identificar que os hotpots encontravam-
se proximos as areas de vegetacdo densa, remanescentes da Mata Atlantica, sendo
associado o aumento da transmiss&o, a proximidade das residéncias a vegetacdo (ARAUJO
et al., 2022). Da mesma forma que os pequenos fragmentos de vegetacdo ao entorno das
habitacdes seriam suficientes para que o fleb6tomo complete o ciclo de vida e
consequentemente ocasione o aumento da incidéncia para LV humana e canina (APARICIO;
BITENCOURT, 2004).
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3.3 Leishmaniose Visceral no Nordeste do Brasil

Apos a descoberta da LV no Brasil, o Norte e Nordeste foram as primeiras regides a
se tornarem endémicas, e ao longo dos anos contribuiram com 54,3% no numero de ébitos,
dentre as doencas negligenciadas (SOUZA et al., 2021B). Segundo o Ministério da Saude, no
periodo de 2011 a 2020, a regido Nordeste se destaca no namero de casos humanos

notificados, alcangando quase dois mil casos no ano de 2014 (BRASIL, 2021) (Figura 1).

2.500

2.000

N° de casos
—
o
o
o

-
=3
o
o

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Ano

s Norte Nordeste Sudeste == Centro Oeste e Sl ‘

Figura 1: Casos de Leishmaniose Visceral humana por regido. Brasil, 2011 a 2020.
Fonte: SVS/MS

Entre 2010 a 2020, o Nordeste brasileiro foi responséavel pela notificacdo de 17.422
casos de LV humana distribuidos no Maranhdo (5.637 casos), Ceara (3.903 casos), Bahia
(2.940 casos), Piaui (1.996 casos), Pernambuco (864 casos), Rio Grande do Norte (655
casos), Sergipe (612 casos), Alagoas (488 casos) e Paraiba (327 casos) (BRASIL, 2021).

Em Fortaleza, no Estado do Ceara, foram testados 12.132 caes e gatos que resultaram
em 1.490 animais positivos (BATISTA et al., 2021). Em Alagoas, entre os anos de 2007 a
2013 foram notificados 231 casos humanos e 4.466 casos caninos para LV, com os picos de
incidéncia em 2007 e 2011, respectivamente. Em S&o José da Tapera, localizado na zona
rural de Alagoas, por apresentar a média de 4,4 casos humanos entre 2007 e 2013, foi
estabelecido como municipio de transmissao intensa associado a auséncia de saneamento,

acumulo de lixo, matas e criagdo de animais préximas as residéncias (ROCHA et al., 2018).

No Estado da Paraiba, foram avaliados caes em oito municipios e a prevaléncia dos
soropositivos foi de 29,3% (n-120/409) dos caes analisados (BERNARDINO et al., 2020). Em
outro estudo, 11,60% (42/362) dos cdes foram reagentes no teste Dual Path Platform (DPP)
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e na Imunofluorescéncia indireta (RIFI); desses, trinta testaram positivos pela analise
molecular (SILVA et al., 2016). Dos 1.043 cées, 81 foram positivos para Leishmania spp., 83
para Trypanosoma cruzi e 49 apresentaram infeccdo concomitante (FERNANDES et al.,
2016).

No estado de Sergipe, frente as mudancgas epidemiolégicas existentes, a LV vem se
disseminando. Entre as doencgas infecciosas negligenciadas, a LV humana alcangou a quarta
posicdo em Obitos (7,4%; n=72) entre 2007 e 2017, ultrapassada somente por tuberculose
(46,1%), esquistossomose (21,6%) e doenca de Chagas (19,3%) (PANTALEAO et al., 2018).

O municipio de Aracaju, capital de Sergipe, foi classificado como &rea de intensa
transmissao para casos de LV canina e positividade dos cdes de companhia. Oliveira et al.
(2021) constataram também que cdes de guarda e de caca tém mais chance de se infectar
gue os errantes, por permanecer mais tempo em ambientes ricos em matéria organica. Devido
a alta positividade, os municipios de Aracaju e Sao Francisco receberao coleiras impregnadas
com inseticida a serem distribuidas a populacdo como medida de evitar a disseminacao da
LV canina, promovido pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2022).

Essa distribuicdo de coleiras configura-se medida essencial visto que foram
encontradas espécies vetoras, Lutzomyia longipalpis e Evandromyia lenti, nos bairros de
Aracaju principalmente nos meses mais chuvosos, de abril a junho (JERALDO et al., 2012;
ANDRADE et al., 2022). Conforme dados do PCLV canina de Aracaju, a busca ativa teve
como resultado 67.458 cdes submetidos aos exames sorolégicos sendo 3.063 animais
positivos. No intervalo de 1999 a 2010, foi observado o avan¢o da LV canina entre os bairros
de Aracaju, comprometendo a zona sul, que engloba a zona de expanséo avan¢ando para o
bairro Farolandia e Inacio Barbosa (OLIVEIRA, 2011).

Entre 1972 e 1998, foram identificados 1.874 casos para LV humana distribuidos em
65 municipios sergipanos, destacando-se Aracaju, Itaporanga d’Ajuda, Estancia, Sao
Cristovao, Nossa Senhora do Socorro, Japaratuba, Areia Branca e Japoata. A incidéncia na
década de 70 foi de 1,98, com aumento progressivo até a década de 90, alcancando
incidéncia de 8,87, com a aglomeracdo desses casos na regido Leste de Sergipe, onde o
clima é umido e préximo ao nivel do mar (TAVARES; TAVARES, 1999). No periodo de 2007
a 2016, foram notificados 577 casos com letalidade de 12,3% (71), distribuidos em Aracaju
com 337 casos, seguida por Nossa senhora do Socorro com 66 e Propria com 33 casos
(SANTOS et al., 2018).

Goes et al. (2014) detectaram em Sergipe 128 novos casos humanos entre 2007 e
2011, com incidéncia de 23,5 casos por 100 mil habitantes e letalidade de 7,8%. Estes casos

de infeccao leishmaniotica foram diagnosticados no Hospital de Urgéncia de Sergipe (51,6%),
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nas Unidades de Saude da Familia (9,7%) e em unidades de pronto atendimento municipais
(2,5%), conforme relatado por Santos et al. (2018). O déficit na rede de atendimento primaria
revelou que menos de 10% da populagéo foi encaminhada a este nivel de atendimento, devido
também a caréncia de conhecimento desses individuos sobre a LV humana. Observa-se que
h& no estado deficiéncia na relacdo de conduta entre os médicos da atencdo primaria e o0s

pacientes, contribuindo para que a doenca alcance um nivel mais critico (SILVA et al., 2022).
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3.4 Erliquiose Monocitica Canina

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) é causada pela bactéria intracelular da espécie
Ehrlichia canis Donatien & Lestoquard, (1935), familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales.
Considera-se esta enfermidade entre as mais importantes doencas infecciosas transmitidas
por carrapatos, devido ao seu potencial zoon6tico, com alta prevaléncia nas regides tropicais
e subtropicais (COSTA JUNIOR et al., 2007). O principal vetor transmissor é a espécie
Rhipicephalus sanguineus sensu lato Latreille (1806) em canideos, em ambientes urbanos e
rurais (SZABO et al., 2001; DANTAS-TORRES et al., 2004; 2009).

Rhipicephalus sanguineus pertence a ordem Ixodida, familia Ixodidae, e apresenta
distribuicdo por quase todo o Brasil, por causa das condi¢cdes climaticas ideais para
manutencdo do ciclo biolégico do vetor (LABRUNA; PEREIRA, 2011). Popularmente
conhecido como carrapato vermelho, possui quatro estagios evolutivos — ovo, larva, ninfa e
adulto, habitos nidicolas, dimorfismo sexual, intervalo de gerac¢des curtas que permanecem
dentro de ambiente intradomiciliares como em casas e canis, proporcionando uma fonte
constante de infeccdo para cdes (DRYDEN; PAYNE, 2004; DANTAS-TORRES, 2008).

O hospedeiro vertebrado, o céo, se infecta através do repasto sanguineo de um
carrapato fémea infectado. A bactéria, quando alojada no carrapato, permanece no intestino
médio e na glandula salivar no momento da infeccdo. Uma vez infectado, o carrapato
vermelho transmite de forma transestadial, onde ninfa e adultos podem transmitir a E. canis,
ao cdo para a maturacdo dos ovos. No cdo, o carrapato pode transmitir em até trés horas a
bactéria, com periodo de incubagdo entre oito e vinte dias para 0 aparecimento de
manifestacdes clinicas (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2022).

As manifestacdes clinicas dessa infeccéo envolvem trés estagios: aguda, subclinica e
cronica. A fase aguda dura de duas a quatro semanas e o0 cado pode desenvolver febre,
hepatoesplenomegalia, mucosas pélidas e secrecdo ocular. A fase subclinica comeca de seis
a nove semanas, ndo apresentando sinais e sintomas evidentes devido as altera¢cdes serem
hematolégicas (leucopenia e trombocitopenia), podendo permanecer por meses nhessa
situacdo. Na fase cronica, os sinais e sintomas reaparecem na forma grave como supressao
medular, ictericia, piodermite e hemorragias acarretando o ébito do animal (MEGID et al.,
2016).

Para que néo haja agravamento dos sintomas no céo, o tutor do animal deve manter-
se atento e realizar o diagnostico precoce. Os métodos mais eficazes dependem de qual fase
0 animal se encontra para uma melhor deteccdo. Os testes utilizando a imunofluorescéncia
indireta séo considerados de triagem padrao ouro entre os testes sorolégicos (WANER et al.,
2001). Os testes comerciais dot-ELISA e rMAP2-ELISA Kit desempenham eficacia similar na
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deteccdo de anticorpos anti-E. canis, quando comparado ao RIFI (HARRUS et al., 2002) e o
teste da Alere Erliquiose Ac Test apresentando sensibilidade de 98,2% e especificidade de
100% (ALERE, 2019).

A terapéutica para EMC visa o acompanhamento inicial dos aspectos clinicos,
hematolégicos e sorolégicos para uma melhor abordagem e o nao tratamento de um céo que
possa ter debelado imunologicamente a infeccdo (NEER et al.,, 2002). As substancias
medicamentosas mais eficazes no tratamento clinico ou experimental sdo a doxiciclina,
minociclina e rifampicina (MYLONAKIS et al., 2019). Apds uma a trés semanas do tratamento
sem resposta canina, deve-se atentar ao diagnéstico de outros organismos co-infecciosos
(HARRUS et al., 2004; THEODOROU et al., 2013).

A prevencdo e o controle de doencas transmissiveis por carrapato, pode ser
estabelecida a partir do controle quimico, mecéanico e biol6gico. Com a utilizacao de produtos
guimicos -fipronil, permetrina, lambda-cialotrina e beta-cipermetrina, o uso de drogas via oral
como o Afoxolaner, coleiras de lenta liberac&o, escovagéo no cdo e a eliminagéo de frestas
no ambiente. Essas medidas devem ser realizadas a posteriori, da identificacao das espécies
vetoras que possam transmitir os agentes infecciosos, a fim de desenvolver praticas de saude
publica e uma melhor abordagem de controle (LU et al., 2015; CVEJIC et al., 2017,
JOHNSON, 2023).
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3.5 Aspectos Eco-epidemiolégicos da Erliquiose Monocitica Canina

A EMC foi descrita inicialmente por Donatien e Lestoquard, ao identificar células com
Rickettsia canis em cées da raca Pastor Alemao, em 1935. Posteriormente, em 1945 foi
reclassificada como Ehrlichia canis pelas caracteristicas morfolégicas e bioldgicas mais
similares ao género Ehrlichia (KRIEG, 1984). Esta infecc¢ao ficou conhecida através do surto
ocorrido em cées do exército americano durante a guerra do Vietnd, onde foi responsével por
centenas de 6bitos caninos (HUXSOLL et al., 1970).

O género Ehrlichia contempla cinco espécies, sendo trés destas identificadas no Brasil
em hospedeiros caninos e outros animais. A espécies E. canis foi registrada em cdes (COSTA
et al., 1973), gambas (MELO et al., 2016) e gatos (OLIVEIRA et al., 2009A); a E. ewingii em
cées (OLIVEIRA et al., 2009B) e a E. chaffeensis em veados (MACHADO et al., 2006).

No Brasil, o primeiro caso registrado foi em Belo Horizonte, Minas Gerais (COSTA et
al., 1973). Ao longo dos anos, foram registrados casos nas regides Sul, Sudeste, Centro-
Oeste e Nordeste, sendo este Ultimo o mais prevalente com 43% de cédes infectados
(LABARTHE et al., 2003). Em Aracaju, Sergipe, foram diagnosticados 119 cées dos 1.565
atendidos nos anos de 2006 a 2007 (FAIERSTEIN et al., 2008).

A bactéria tem sido relatada em diversas regibes do pais, sendo diretamente
relacionado a vasta distribuicdo do R. sanguineus, devido as condi¢cdes ambientais favoraveis,
a grande populagdo canina, o comportamento do animal e seu habitat (DANTAS-TORRES,
2008; LABRUNA; PEREIRA, 2011; LIMA et al., 2021). Por conta disto, altos indices de
prevaléncia em cées sao relatados em areas urbanas ou rurais, via diagndstico sorolégico ou
molecular (PEREIRA, 2016; BRANDAO et al., 2019).

No municipio de Nanuque, Minas Gerais, onde apresenta elevadas temperaturas,
expressou prevaléncia de 65,6% e foi encontrado carrapato em 75% dos cédes analisados
(COSTA JUNIOR etal., 2007). Assim como o c&o pode se encontrar com carrapato, os tutores
também apresentam esse risco. No estudo de Trapp et al. (2006) foi relatado o
ectoparasitismo em tutores que tiveram contato frequente ou muito frequente com os seus

animais.

Alguns aspectos de criagdo do animal como contato com outros cées, criagao
semiconfinada/solta, estar envolvido em atividades ao ar livre, estando infestado por
carrapato, ndo apresentar nenhuma medida de combate ao vetor, mas condi¢bes de higiene
ambiental, populacéo rural e periurbana séo fatores que podem predispor a infeccdo por
Ehrlichia canis. (TRAPP et al., 2006; SILVA et al., 2010; AZEVEDO et al., 2011; PAULINO et
al., 2018; SILVA et al., 2020).
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Outros fatores como sexo, raca e idade pode apresentar significAncia de acordo com
0 estudo desenvolvido, porém néo é associado a EMC. Ha relatos que o cdo macho e sem
raca definida ao ser destinado a guarda da residéncia ou adentrar a mata com o tutor, esteja
mais propenso a se infectar (COSTA JUNIOR et al., 2007). Assim como em cées sem raca
definida, demonstraram ser mais atrativos ao vetor em relacdo aos cdes de raca definida
(LOULY et al., 2009).

O fator idade, quando jovens, pode justificar a infectividade pela permanéncia na area
domiciliar e por conta do cartdo vacinal ndo estar completo, visto que, o sistema imunol6gico
ainda se encontra comprometido e o maior cuidado do tutor a essa faixa etéria, sem acesso
livre a rua. JA& em caes adultos, apresentam mais chances devido ao maior tempo de

exposicao a bactéria ao longo dos anos (AZEVEDO et al., 2011).
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3.6 Interacdo Parasito-Hospedeiro

Sabe-se que os artrépodes interagem com o0 meio ambiente através de percepcgdes
guimicas, mecanicas e térmicas recepcionada por 6rgdos sensoriais ou receptores, para
auxiliar no acasalamento, na procura de fonte alimentar, substrato para a oviposicao e evitar
situagbes de perigo (KNOLS; MEIJERINK, 1997). Esses animais utilizam as sensilas
encontradas nas queliceras, antenas e palpos para transportar estimulos da natureza, de
modo que os dendritos sensoriais encaminham até o sistema nervoso central do animal para
obter uma resposta comportamental (WALADDE; RICE, 1977).

Nos carrapatos, a percep¢do quimica era somente associada ao 6rgao de Haller,
encontrado no primeiro par de pernas. Posteriormente as queliceras foram adicionadas a esse
grupo por conter sensilas gustativas e percepgao de feromonios, além da funcéo de fixacédo
no hospedeiro (WALADDE; RICE, 1977; CARR et al., 2017). Nos insetos a percepc¢dao olfativa
€ relacionada as sensilas distribuidas nas antenas, labios e palpos maxilares (HANSSON;
STENSMYR, 2011).

Essas substancias quimicas que acarretam a resposta comportamental do vetor sdo
chamadas de semioquimicos. Dentro desse grupo, os compostos podem ser divididos de
acordo com a funcéo exercida por eles: os feromonios, que estdo associados principalmente
a atracao sexual (interacdo intraespecifica) e os aleloquimicos que incluem os cairomonios,
alombénios e sinomonios (interacdo interespecifica) (ZARBIN et al., 2009). Os COVs
cairomonios sao liberados pelo hospedeiro e induzem uma resposta de atracdo ao vetor na
busca de uma fonte alimentar, nesse caso os flebotomineos e carrapatos (KELLY etal., 1997,
PITTS etal., 2014). A eficacia da atratividade desses compostos requer a quantidade exalada
ao meio ambiente, a distancia entre o inseto e o0 hospedeiro, a fim da disperséo do protozoario
e manutencéo do ciclo parasitario (KNOLS; MEIJERINK, 1997).

Estudos apontam que cées de ragas diferentes podem ser mais ou menos atrativos
para carrapatos. Foi demonstrado que caes da raca beagle foram menos suscetiveis a
carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus do que a raca cocker spaniel inglés (LOULY
et al., 2009). Os compostos benzaldeido e 2-hexanona foram identificados e quantificados
nos cdes da ragca beagle como sendo os responséveis pela repeléncia apresentada
(aleloquimico) (BORGES et al., 2015; OLIVEIRA FILHO et al., 2016). No entanto, ndo ha
estudos envolvendo os COVs produzidos por cées infectados com Ehrlichia canis.

Ao investigar a atratividade do vetor Phlebotomus perniciosus, observaram a atracéo
de fémeas e machos em cées infectados com L. infantum em teste em laboratério e em campo
(CHELBI et al., 2021). Do mesmo modo que, a espécie Lu. longipalpis foi mais atraido ao odor
do hospedeiro canino quando estavam infectados em comparacdo aos nédo infectados,
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sugerindo que o parasita altera a composicdo de compostos por afetar mais as fémeas
(STANIEK; HAMILTON, 2021), também observado em patdgenos, influenciando na taxa de
picadas do vetor e na quantidade de sangue ingerido (MAUCK et al., 2016; GANDON, 2018).

Cozzarolo et al. (2020) relataram algumas linhas que envolve a orientagdo do vetor a
hospedeiros infectados. Uma das linhas abordadas é a taxa de picadas do vetor, no qual o
agente patolégico manipula a liberacdo de odor pelo hospedeiro, para que atraia outros
vetores o suficiente para manter a transmissdo e ndo ocasionar prejuizo pelo alto indice de
picadas somente em animais infectados. Outro fator é o estagio em que 0s parasitas séo
transmissiveis ao vetor, uma vez que o Plasmodium sp. em estagio de gametdcito foi mais
atraente para o mosquito Anopheles sp.. Em estudos que avaliam a manipulagéo do parasita
nao se preocupam com isso, gerando divergéncia de resultados, ainda que atrair vetores em
estagios nao transmissiveis ndo seja favoravel para o parasita, podendo provocar competicdo

com outros parasitas indesejaveis.

Ainda segundo Cozzarolo et al. (2020), em que descreveu algumas substancias que
podem desencadear uma resposta comportamental do vetor da infeccdo. O octenol e o
diéxido de carbono podem atrair alguns insetos, como 0s mosquitos, flebotomineos,
carrapatos, triatomineos, moscas e percevejos. Expde também a alteracdo que o Plasmodium
sp. gera no metabolismo do hospedeiro para produzir substéncias atraentes como o diéxido

de carbono, aldeidos e monoterpenos.

Esses compostos podem ser identificados quimicamente utilizando técnicas
cromatogréficas. A Cromatografia Gasosa € um método quimico-fisico que permite separar e
isolar as substancias e com a associacdo do espectrdbmetro de massas proporciona a
identificacdo e quantificagdo dos analitos organicos (SKOOG; LEARY, 1992). O pelo de
animais como propulsor dessa analise, viabiliza a identifica¢céo desses cairomdnios liberados
por caes infectados, devido a processos metabdlicos transportados por difusdo passiva da
corrente sanguinea até o foliculo piloso (HENDERSON, 1993; JEROMEL et al., 2022). O
beneficio da utilizacdo dos pelos encontra-se por ndo causar desconforto ao céo, ser pratico
e sem grandes métodos de armazenamento, como o controle de pH e conservantes (RIVIER,
2000; ANCHIETA, 2016).

O uso de semioquimico pode auxiliar no monitoramento de efeitos de substancias com
a finalidade da prospeccao de repelentes, inseticidas e para detectar infec¢Bes parasitarias e
seus fatores associados (AMORIM, 2003). Com isto, reduz o risco de acidentes ambientais,
resisténcia nos insetos, além de serem atdxicos, quando comparados aos inseticidas
convencionais (AMORA et al., 2009).
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3.7 Compostos Organicos Volateis como Biomarcadores para a Leishmaniose

Estudos com base na identificacdo e atratividade de compostos liberados a partir da
infeccdo leishmanidtica vem sendo desenvolvidos. Anchieta (2016) observou compostos
relacionados a uma possivel atracdo de vetores, por meio da andlise de culturas de leucécitos
mononucleados de bacgo de hamster infectados com L. infantum. O’Shea et al. (2002) também
detectaram odores exalados que revelaram a presenca de dez picos cromatograficos em

hamster infectados, os quais ndo foram encontrados em animais sadios.

Quando analisado pelos humanos de habitantes de area endémica de leishmaniose
tegumentar americana identificaram COVs. Alguns desses compostos apresentaram efeito
repelente para Nyssomyia intermedia e Nyssomyia whitmani, principais vetores da espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis. (TAVARES, 2016).

Com relacdo a analise dos COVs de pelos caninos infectados com L. infantum,
Magalhdes Juanior et al. (2014), detectaram seis COVs que podem se configurar
biomarcadores da infeccdo leishmanidtica e o octanal, nonanal e decanal foram atraentes
para flebotomineos (Magalhdes Junior et al., 2019). Bem como Oliveira et al. (2008), que
distinguiram COVs de cées a partir dos aspectos clinicos e presenca da infeccdo. Dos 24
compostos associados, o benzaldeido, 2-hexanona e 2,4-nonadienal apresentaram o maior

potencial de associacao.

Embora o nimero de estudos nessa area ainda seja reduzido, o quadro abaixo
sintetiza as classes dos compostos ja identificados em pelos de cédes infectados com L.

infantum (Quadro 1).

Quadro 1: Compostos organicos volateis (COVs) presentes nos odores do pelo canino infectados por
Leishmania spp. e 0 comportamento em flebotomineos relatados na literatura.

Funga_o Compostos Comportamento Referéncias
organica
Alcool b-hidroxietil fenil éter NA Magalhdes Junior et al.,
2014
2,4-nonadienal; ~Hexanal; 2- |\, Oliveira et al., 2008
octenal; 2-heptenal; Heptanal
Ativacso e atracio Oliveira et al., 2008
Aldeido & & Magalhaes Junior et al.,
) . de machos e )
Nonanal; Decanal; Octanal A 2014;
fémeas de Lu. ~ .
longipalpis Magalh&aes Junior et al.,
2019
Cetona 2-hexanor1a; 2-decanona;  2- |\ Oliveira et al., 2008
octanona; 2-nonanona
Ester 2-Etilhexil Salicilato NA Magalhdes Junior et al.,
2014
flivagao € alracao | oiiveira et al., 2008;
Hidrocarboneto | Heptadecane; Benzaldeido A Magalhaes Junior et al.,
fémeas de Lu. 2014:
longipalpis '
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Magalhaes Junior et al.,
2019
Pentadecano; Hexadecano;
Dodecano; Eicosano;
Tridecano; Heneicosano; | NA Oliveira et al., 2008
Pentadecano; Nonadecano;
Octadecano; Tetradecano

OBS: Métodos de coleta e extracdo de odores: Coleta de pelo; Técnica de headspace com fibra de
polidimetilsiloxano divinilbenzeno (PDMS-DVB) e analise por GC-MS
NA: N&o Avaliado
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

As areas de rastreamento dos cdes amostrados foram os municipios de Aracaju e
Propri4, localizados no Estado de Sergipe (Figura 2). A capital sergipana, Aracaju, apresenta
estimativa populacional de 672.614 habitantes distribuidos em 182,163 km? (IBGE, 2021A),
com altitude de 4 metros acima do nivel do mar e umidade relativa de 71% (INPE, 2022). O
povoado Areia Branca e o bairro Jabotiana se encontram em desenvolvimento habitacional,
com abundancia de vegetacdo nas areas de domicilio e auséncia de saneamento basico,
enquanto nos bairros Inacio Barbosa e Palestina, que apesar de ndo apresentarem altos
indices de casos de LV canina, proporcionam ambientes propicios para o desenvolvimento

do inseto vetor.

O municipio de Propria, situado no leste sergipano, com area territorial de 96,320kmz,
possui uma densidade demografica de 319,24 hab/km? e estimativa populacional de 29.756
habitantes (IBGE, 2021B). As &reas amostradas foram o Centro de Controle de Zoonoses de
PropridA que desenvolve atividades de Inquérito canino e sorolégico, com média de
aproximadamente 100 cdes/ano, com ocorréncia de casos positivos e 6bito; No Conjunto
Maria do Carmo, bairro periférico com vegetagcdo esparsa ao entorno, ruas sem
pavimentacao, algumas residéncias com criacao de galinhas e gatos, considerada como &rea

endémica.

As analises parasitologicas foram desenvolvidas no Laboratério de Doencas
Infecciosas e Parasitarias (LDIP) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa, enquanto as analises
cromatograficas foram desenvolvidas no Laboratério de Parasitologia da Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho” (UNESP) - Campus de Araraguara, e no Instituto

Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo (IFSP) — Campus Mat&o.
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Figura 2: Localizagao dos municipios de coleta das amostras biolégicas de caes, no estado de Sergipe,
Brasil, 2023.

4.2 Animais

Os caes de companhia, de criacdo e errantes foram selecionados por conveniéncia
ndo probabilistica nas areas endémicas para LV e EMC (Quadro 2). Foram incluidos caes
adultos (acima de 6 meses) de ambos 0s sexos e ndo foram incluidas fémeas em gestagéo e
lactantes. Os caes foram considerados sintomaticos quando apresentaram dois ou mais
sintomas compativeis e de area endémica (BRASIL, 2014).

Quadro 2: Distribuicdo dos cdes amostrados por grupo de criacdo e regido.
Tipo de animal Regido

Companhia Bairro Inacio Barbosa, Palestina, Jabotiana,
Farolandia e Treze de Julho (Aracaju); Conjunto

Maria do Carmo (Proprid)

Criacao Povoado Areia Branca (Aracaju)

Errantes Centro de Controle de Zoonoses (Proprid)

4.3 Coleta de Amostras Biolbgicas

O tutor do animal assinou o termo de consentimento livre e esclarecido e de

autorizacao para dar inicio a coleta.
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A coleta das amostras biologicas foi realizada por puncao sanguinea da veia cefalica
dos cées e acondicionadas em ambiente refrigerado para andlises posteriores. As amostras
sanguineas foram encaminhadas para o Laboratério Central de Saude Publica (LACEN/SE)

para realizagéo do teste Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA).

As amostras de pelos dos cées foram obtidas por corte rente a superficie corpérea do
céo, utilizando laminas de bisturi descartaveis e individuais, totalizando aproximadamente 130
mg de pelo/animal. Os pelos foram envolvidos imediatamente apos a extracdo em papel
aluminio e em seguida acondicionados em sacos plasticos tipo zip lock e armazenados a 4
°C no laborat6rio até a realizagdo das andlises cromatograficas dos COVs. Essas amostras
foram transportadas até a UNESP em garrafas térmicas, conservando a temperatura de 4° C

em até oito horas.

Foi realizado o cadastro do projeto no SISGEN (Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimdnio Genético), sob o nimero AE41417 (Anexo II).
4.4 Analise Geoespacial

A geocodificacdo das residéncias dos cédes foi feita com o auxilio do aplicativo
Timestamp Camera (Susamp infotech Surate, india), sendo configurados os dados para UTM.

Os mapas foram elaborados utilizando o software Qgis 3.28.2.

Para estabelecer as areas de vegetacdo do municipio de Aracaju foi utilizado o indice
de Vegetagdo com Diferenca Normalizada (NDVI) utilizando imagens de satélite CBERS4A
de 2022, extraidas do site do Instituto Nacional de Pesquisa Espaciais (INPE). O calculo para
obter o NDVI é através da diferenga do Infravermelho Préximo (NIR) e do Vermelho (Red),

pela razdo da soma dos mesmos.

NIR—-Red
NIR+Red

NDVI =

O NDVI tem variacdo de -1.0 a 1.0, onde os valores negativos permitem visualizar
areas com auséncia de vegetacdo e 0s valores positivos permitem visualizar areas de
vegetacdo verde. A analise foi classificada em: telhado metalico em vermelho (NDVI < -0,10),
telhado de ceramica em laranja (0,00 < NDVI < 0,19), solo exposto em cinza (0,2 < NDVI <
0,39) (NDVI = 0,20), vegetal rasteira ou esparsa em verde claro (0,40 < NDVI < 0,59),
vegetagdo densa em verde escuro (0,60 < NDVI = 1,0), baseado na classificagdo de Abrantes
et al. (2018).

A partir da classificacdo do NDVI, foi extraido a area vegetada utilizando o plugin semi-

automatic classification - postprocessing — classification to vector.

Foi calculado o ponto médio a partir da triangulacéo da localizagcdo de cada céo, nos
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bairros onde os cdes nao estavam na mesma residéncia, com auxilio do software GPS

TrackMaker Pro® (Geo Studio Technology).

Para relacionar a area vegetada e os casos de LV canina, foi realizado um buffer de
300 metros de raio com base no ponto médio ao redor das residéncias (area =
282.361,338m?), visto que, € aproximadamente a distancia que o flebotomineo pode alcancar,
e os caes deste estudo ndo tém livre acesso a rua, permanecendo a maior parte do tempo na
area residencial. Em seguida, foi calculada a area total e a area vegetal dentro dos 300 metros

estabelecido e classificada por bairro de coleta.
4.4.1 Andlise dos dados geoespaciais

Para avaliagdo da relacdo entre as areas vegetadas e o numero de cées infectados
por unidade territorial de cada bairro, foi utilizado o teste G com correcdo de Williams. O teste

foi realizado no programa BioEstat v. 5.0, com nivel de significancia de 5%.
4.5 Condic¢des de criagdo e Avaliagao Clinica

Foram observadas caracteristicas relacionadas ao tipo de criagdo, alimentacao,
criacdo de outros animais, ambiente em que passa mais tempo, uso de coleira antiparasitaria
e encaminhamento ao veterinario, tipo de raca, livre acesso a rua, idade, sexo, grau de
escolaridade e renda familiar do tutor, conhecimento sobre a leishmaniose e a importancia do

céo na transmissao da doenca.

A avaliacao clinica seguiu a observacéo dos seguintes sinais clinicos externos: se o
cdao foi vacinado para a leishmaniose, coloracao das mucosas, linfonodos palpaveis, achados
oftalmicos, ouvidos e focinho. Na pele e anexos foram considerados dermatopatias, alopecia,
seborréia, eritema, pustulas e onicogrifose, ainda foi observado se ha presenca de

ectoparasitas.
4.5.1 Andlise dos dados clinico-laboratoriais

A avaliacdo da associacdo entre as variaveis estudadas e o resultado do ELISA foi
processada via teste G com correcao de Williams e Odds Ratio (OR), sendo estabelecido uma
variavel de referéncia nas categorias avaliadas. Todos os testes foram realizados no

programa BioEstat v. 5.0, com nivel de significancia de 5%.
4.6 Avaliacdo de infec¢do canina por Ehrlichia canis

O teste imunocromatografico para erliquiose foi realizado através do Alere Erliquiose
Ac Test Kit que utiliza 10uL de sangue total, soro ou plasma em 2 gotas do tamp&o (50 mM
Tris-HCL buffer ‘pH 8.5°, Azido de sédio, TritonX-100), obtendo a visualiza¢do do resultado

ap6s 20 minutos. O cado estava positivo, com anticorpo IgG e/ou IgM, quando duas linhas
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vermelhas aparecem no cassete (C e T) e negativo, apenas com uma linha vermelha do

controle (C), apresentando sensibilidade de 98,2% e especificidade de 100% (Figura 3).

Figura 3: Teste imunocromatografico para Ehrlichia canis dos caes de companhia analisados. B27 e
B28: anticorpos IgM/IgG detectados (positivo); B29 e B30: amostras negativas.

4.6.1 Andlise dos dados

A avaliacdo da associacdo entre as variaveis estudadas e o resultado do teste
imunocromatografico foi realizada pelo teste Exato de Fisher, utilizando o programa BioEstat
v. 5.0, com nivel de significancia de 5%. Para a identificacdo de fatores de risco, foi calculada
odds ratio (OR), com intervalo de confianca de 95%. Por se tratar de testes com Tabela de
contingéncia 2x2, foi adotado uma variavel de referéncia em casos de mais de duas variaveis
nas categorias analisadas. Foi calculado o teste G (Williams) para avaliar se o tipo de criacédo

tem influéncia nos casos de erliquiose.

4.7 Extracao e ldentificacdo de Compostos Organicos Volateis (COV) de Pelos

Caninos

Para esta etapa metodoldgica, foram destinados aproximadamente 130 mg de pelo de
cada animal, para cada analise dos Compostos Organicos Volateis pela técnica de extragéao,
Solid Phase Micro Extration (SPME). A massa de pelos de cada animal foi acondicionada
individualmente em vials de vidro (20 mL) devidamente lacrados. Em seguida, os vials com
as amostras de pelos foram incubados em banho-maria a 90°C com uma fibra revestida de
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB, 24 Ga Pink, 65 uM, Supelco, Bellefonte)
inserida no septo de cada vial por 18 minutos para adsor¢cdo dos COV, de acordo com
metodologia descrita por Magalh&es Janior et al. (2014).

Posteriormente, a fibra foi retraida e ap6s cada uma das extracdes a fibra foi inserida
por trés minutos no injetor do cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas
— CG-EM (Shimadzu GC-MS QP2010 Plus) a 240 °C para dessor¢do do COV em modo
splitless sob fluxo de gas de arraste (He 0,7 mL mint) e separados na coluna cromatografica
capilar RTx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 um - silica fundida 5% difenil/95% dimetil

polissiloxano).
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A temperatura da coluna cromatogréfica foi programada da seguinte maneira para
andlise dos COV presentes nas amostras: 40 °C por 3 minutos; 40-130 °C a 2 °C min; 130
°C por 15 minutos; 130-245 °C a 2 °C min't; 245 °C por 4 minutos (total de 124,5 minutos). As
temperaturas da fonte de ions e da interface foram ajustadas em 240 °C: a energia de impacto
de ionizagdo de elétrons foi de 70 eV e a frequéncia de varredura de espectros foi de 40 a
400 m/z. A partir dos espectros de massas obtidos para cada um dos picos dos
cromatogramas, foi feita a identificacdo dos COV com auxilio de bibliotecas de espectros
préprias do software (NIST 08, NIST 98v101, Wiley MS 229 e FFNSC 1.3), considerando
similaridade acima de 80%, e também pelo calculo dos indices de retengéo (IR) de cada
composto, feito a partir dos tempos de retencdo de uma mistura de n-alcanos comercial (C8-
C20 — Sigma-Aldrich®) analisada sob as mesmas condi¢cdes cromatogréaficas das amostras. O
indice de retencao (IR) de cada composto foi calculado de acordo com a equac¢édo Van den
Dool and Kratz. Os IR calculados foram comparados com dados da literatura por meio das
bases de dados <https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/> e

<http://www.odour.org.uk/Iriindex.html>.
4.7.1 Andlise de Dados Cromatogréaficos

Foi realizada a anélise multivariada de Componentes Principais (PCA), para observar
as tendéncias de agrupamento dos COV em relacdo a positividade dos caes para LV canina,
adotando-se os cdes infectados como variavel ativa e ndo infectados como suplementar,

utilizando o Software Statistica 7.0 (Stat Soft Inc.).
4.8 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos envolvendo o uso de amostras bioldgicas de animais
obedeceram as normas do Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Tiradentes, sendo
esta pesquisa foi aprovada sob o numero de cadastro n® 011121 (Anexo |). Este trabalho foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Tiradentes, sob
parecer numero 4.654.181 (CAAE 36447220.9.0000.5371) (Anexo lI)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estéo apresentados e discutido no formato de artigos:
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5.1 Artigo 1 - Andlise espacial do risco para leishmaniose visceral canina em area urbana

do estado de Sergipe?

RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) esta incluida entre as doencas negligenciadas diretamente
relacionada as condicdes de vulnerabilidade social, sendo o cdo o seu principal hospedeiro em
ambientes urbanos. O objetivo do estudo foi avaliar a presenca de cdes com leishmaniose
visceral em municipios do estado de Sergipe, Brasil, os fatores de risco relacionados e
identificar compostos organicos volateis (COVs) de cées infectados. Amostras de sangue
periférico de 72 cées foram coletadas para a deteccdo do parasita por meio do teste ELISA e
amostras de pelos para analise por GC-MS. Dos cées avaliados, 13/72 (18,05%) foram
reagentes para LV canina, sendo sete em Aracaju e seis em Propria. Fatores relacionados a
vegetacao, a idade, ao local de permanéncia do cdo e ao livre acesso a rua, foram associados a
maior chance do cdo em se infectar. Foram identificados 53 compostos, dentre os quais o 2-
butoxietanol, benzaldeido, decano, 2-fenilacetaldeido, nonan-1-ol, 2-fenoxietanol, acido
nonandico, 8-heptadeceno e eicosano foram encontrados em cées soropositivos para
leishmaniose. A postura do tutor frente aos cuidados caninos tem-se revelado cada vez mais
importante, sendo necessaria mais atencéo a salde do cdo e as acdes direcionadas a gestao
ambiental na tentativa de diminuir os casos de LV canina no estado. Mesmo que os COVs
identificados ndo tenham sido associados a infeccdo leishmanidtica, a presenca e a
quantificacdo dos COVs sdo de grande utilidade para a compreensdo das substancias em pelos

caninos.

Palavra-chave: Epidemiologia; GC-MS; Leishmaniose Visceral Canina; NDVI

! Formatado de acordo com a revista Brazilian Journal of Biology
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV), conhecida popularmente por calazar, € uma zoonose causada
por protozoario intracelular da espécie Leishmania (Leishmania) infantum chagasi Nicole
(1908). Lutzomyia longipalpis Lutz e Neiva (1912) é considerado o principal vetor do agente
etioldgico da LV no Brasil, sendo encontrada em quase todas as regides geograficas do pais,
com excecao dos estados de Santa Catarina e Amazonas. A transmisséo ocorre via hematofagia
do vetor infectado no seu principal hospedeiro em ambientes urbanos, o cdo (Brasil, 2014B;

OPS, 2019).

A LV é uma doenca negligenciada, de grande importancia na saude publica, principalmente
devido a sua alta letalidade. No Brasil, esta zoonose apresenta ampla distribuicdo geogréfica,
onde envolve as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, referente aos nimeros
de casos notificados (Graepp-Fontoura et al., 2020). Devido também ao favorecimento
climatico da regido Nordeste, com alteracbes no padrdo de precipitacdo e temperatura,
condicBes inadequadas de saneamento basico e 0 avango da urbanizacéo (Queiroz et al., 2020),
torna-se o principal foco de transmissdo com um percentual de 49,60% dos casos confirmados
na década de 2010 a 2020 humana, enquanto no mesmo periodo, Sergipe confirmou 612 casos

de LV humana (Brasil, 2014B; 2021).

Os fatores intervenientes para LV humana e canina relacionados ao uso do solo, como
agricultura, vegetagdo conservada, desmatamento e urbanizagdo das cidades necessitam ser
considerados quando se faz avaliacdo epidemioldgica desta zoonose. Portanto, o uso de
metodologias geoespaciais para 0 monitoramento e melhor compreenséo de doengas vem se
tornando cada vez mais frequente. Com base nessas metodologias pode-se identificar hotsposts
e classificar a regido a fim observar pontos de influéncia (Aradjo et al., 2022). Bem como

Oliveira (2011) e Campos et al. (2017) verificaram &reas de intensa transmisséo e o avango dos
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casos de LV canina e humana ao longo dos anos (1999-2010; 2008-2014) na capital de Sergipe.

Outra ferramenta, agora para contribuir no entendimento da dinamica entre o parasito, 0
hospedeiro e o vetor, sdo 0s compostos organicos volateis (COVs) liberados pelo hospedeiro
vertebrado. Alguns estudos mostraram que o patdgeno pode interferir nos odores produzidos
pelos hospedeiros infectados (Gandon, 2018) e ha presenca de determinados compostos em
cdes infectados podem ser mais atrativos aos flebotomineos (Staniek e Hamilton, 2021). Em
razdo do mecanismo primario de orientacdo dos insetos para hematofagia seja baseado no
reconhecimento dos odores (Knols e Meijerink, 1997). A utilizacdo de amostras bioldgicas,
como pelos, pode auxiliar no monitoramento dos efeitos dessas substancias e seus fatores
associados (Amorim, 2003). Com isto, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de cées
infectados com LV em municipios de Sergipe, os fatores de risco relacionados e identificar

compostos organicos volateis em pelos desses animais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Declaracdo etica e area de estudo

Todos os procedimentos envolvendo o uso de amostras bioldgicas de animais obedecem as
normas do Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Tiradentes, sendo este estudo
aprovado sob o niimero de cadastro n® 011121 e pelo Comité de Etica em Pesquisa, sob parecer
nimero 4.654.181 (CAAE 36447220.9.0000.5371). A coleta das amostras bioldgicas foi

iniciada posteriormente a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelo tutor.

As areas de rastreamento dos cdes foram os municipios de Aracaju e Propria, localizados no
Estado de Sergipe. A capital sergipana, Aracaju, apresenta estimativa populacional de 672.614
habitantes distribuidos na area territorial de 182,163 km? (IBGE, 2021A). O censo canino em
2008 realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses foi correspondente a 7,69% da populacéo

aracajuana. Se utilizar esse percentual para a populacéo atual seriam, 51.724 cées. As areas de
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origem dos animais foram a Zona de Expansdo com caracteristicas de transi¢do rural-urbana
(povoado Areia Branca) e bairros centrais (Jabotiana, Inacio Barbosa e Palestina, Farolandia e

Treze de Julho).

O municipio de Propria, situado no leste sergipano, possui uma densidade demografica de
3.140,65 hab/km2 (IBGE, 2021B). Os animais eram oriundos do Centro de Controle de

Zoonoses (CCZ) e do Conjunto Maria do Carmo, area de alta endemicidade.
2.2 Desenho do estudo

Os cées de companhia, de criagdo e errantes foram selecionados por conveniéncia nao
probabilistica nas areas endémicas para LV em estudo. Foram incluidos céaes adultos (acima de
6 meses) de ambos os sexos e ndo foram incluidas fémeas em gestacdo e lactantes. Os cdes

foram considerados sintomaticos quando apresentaram dois ou mais sintomas especificos.

Foi realizada a coleta do sangue periférico dos cées e encaminhada para o Laboratério Central
de Saude Pudblica (LACEN/SE) para realizacdo do teste Ensaio Imunoenzimatico Indireto
(ELISA). As amostras de pelos caninos foram obtidas por corte rente a superficie corporea do
cdo, utilizando ldminas de bisturi descartaveis e individuais. Os pelos foram envolvidos
imediatamente apo0s a extracdo em papel aluminio e em seguida acondicionados em sacos
plasticos tipo zip lock e armazenados a 4 °C até a realizacdo das analises cromatogréficas dos

COVs.
2.3 Andlise Geoespacial

As residéncias dos cdes amostrados foram georreferenciadas com o auxilio do aplicativo
Timestamp Camera (Susamp infotech Surate, India). Os mapas elaborados foram utilizando o

software Qgis 3.28.2

Para estabelecer as areas de vegetacdo do municipio de Aracaju foi utilizado o Indice de

Vegetacdo com Diferenca Normalizada (NDVI) utilizando imagens de satélite CBERS4A de
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2022, extraidas do site do Instituto Nacional de Pesquisa Espaciais (INPE). O calculo para obter
o NDVI é através da diferenca do Infravermelho Proximo (NIR) e do Vermelho (Red), pela

razdo da soma dos mesmos.

Foi classificado da seguinte maneira: telhado metalico em vermelho (NDVI < -0,10), telhado
de ceramica em laranja (0,00 < NDVI < 0,19), solo exposto em cinza (0,2 < NDVI < 0,39)
(NDVI < 0,20), vegetal rasteira ou esparsa em verde claro (0,40 < NDVI < 0,59), vegetacéo

densa em verde escuro (0,60 < NDVI > 1,0), baseado na classificagéo de Abrantes et al. (2018).

A partir dessa classificacdo, foi extraida a parte vegetada para o célculo da &rea vegetal dentro
do buffer de cada bairro analisado. O bairro jabotiana foi dividido em duas areas, Largo da
aparecida e Juscelino Kubitschek por motivos de distanciamento entre os cées analisados e um

fator de saneamento basico precario, com o esgoto a céu aberto no Largo da Aparecia.

A partir da classificacdo do NDVI, foi extraido a &rea vegetada utilizando o plugin semi-
automatic classification - postprocessing — classification to vector. Foi calculado o ponto médio
a partir da triangulacdo da localizagdo de cada céo, nos bairros onde os cédes ndo estavam na

mesma residéncia, com auxilio do software GPS TrackMaker Pro® (Geo Studio Technology).

Para relacionar a area vegetada e os casos de LV canina, foi realizado um buffer de 300 metros
de raio com base no ponto médio ao redor das residéncias (area = 282.361,338m?), visto que, é
aproximadamente a distancia que o flebotomineo pode alcancar, e os caes deste estudo ndo tém
livre acesso a rua, permanecendo a maior parte do tempo na area residencial. Em seguida, foi
calculada a érea total e a &rea vegetal dentro dos 300 metros estabelecido e classificada por

bairro de coleta.
2.4 Avaliacédo Clinica e de Condicdes de Criacao

Foram observadas caracteristicas relacionadas ao tipo de criagdo, alimentacéo, criagdo de outros

animais, ambiente em que passa mais tempo, uso de coleira antiparasitaria e encaminhamento
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ao veterinario, tipo de raca, livre acesso a rua, idade, sexo, grau de escolaridade e renda familiar

do tutor, conhecimento sobre a leishmaniose e a importancia do cdo na transmissdo da doenca.

A avaliacdo clinica seguiu a observacdo dos seguintes sinais clinicos externos: se o cdo foi
vacinado para a leishmaniose, coloragdo das mucosas, linfonodos palpéveis, achados
oftalmicos, ouvidos e focinho. Na pele e anexos foram considerados dermatopatias, alopecia,

seborréia, eritema, pastulas e onicogrifose, ainda foi observado se ha presenca de ectoparasitas.
2.5 Extracao e Identificacdo de Compostos Organicos Volateis (COV) de Pelos Caninos

Foram encaminhados 130 mg de pelo/animal para o Laboratério de Parasitologia da
Universidade Estadual Paulista - UNESP, Araraquara e para o Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia de Sdo Paulo (IFSP) — Campus Matdo para a analise dos Compostos
Organicos Volateis pela técnica de extracéo, Solid Phase Micro Extration (SPME). A massa de
pelos de cada animal foi acondicionada individualmente em vials de vidro (20 mL) devidamente
lacrados. Em seguida, os vials com as amostras de pelos foram incubados em banho-maria a
90°C com uma fibra revestida de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB, 24 Ga Pink,
65 uM, Supelco, Bellefonte) inserida no septo de cada vial por 18 minutos para adsor¢do dos

COV, de acordo com metodologia descrita por Magalhées-Junior et al. (2014).

Posteriormente, a fibra foi retraida e apos cada uma das extracdes a fibra foi inserida por trés
minutos no injetor do cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas — CG-EM
(Shimadzu GC-MS QP2010 Plus) a 240 °C para dessor¢ao do COV em modo splitless sob fluxo
de gas de arraste (He 0,7 mL min™) e separados na coluna cromatografica capilar RTx-5MS

(30 m x 0,25 mm; 0,25 pum — silica fundida 5% difenil/95% dimetil polissiloxano).

A temperatura da coluna cromatografica foi programada da seguinte maneira para analise dos
COV presentes nas amostras: 40 °C por 3 minutos; 40-130 °C a 2 °C min!; 130 °C por 15

minutos; 130-245 °C a 2 °C min; 245 °C por 4 minutos (total de 124,5 minutos). As
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temperaturas da fonte de ions e da interface foram ajustadas em 240 °C. A energia de impacto
de ionizacdo de elétrons foi de 70 eV e a frequéncia de varredura de espectros foi de 40 a 400
m/z. A partir dos espectros de massas obtidos para cada um dos picos dos cromatogramas, foi
feita a identificacdo dos COV com auxilio de bibliotecas de espectros proprias do software
(NIST 08, NIST 98v101, Wiley MS 229 e FFNSC 1.3), considerando similaridade acima de
80%, e também pelo calculo dos indices de retengéo (IR) de cada composto, feito a partir dos
tempos de retencdo de uma mistura de n-alcanos comercial (C8-C20 — Sigma-Aldrich®)
analisada sob as mesmas condi¢6es cromatogréaficas das amostras. O indice de retencéo (IR) de
cada composto foi calculado de acordo com a equagdo Van den Dool and Kratz. Os IR
calculados foram comparados com dados da literatura por meio das bases de dados

<https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/> e <http://www.odour.org.uk/Iriindex.html>.

4.6 Avaliacao de infecgéo canina por Ehrlichia canis

O teste imunocromatografico para erliquiose foi realizado através do Alere Erliquiose Ac Test
Kit que utiliza 10uL de sangue total, soro ou plasma em 2 gotas do tampéo (50 mM Tris-HCL
buffer ‘pH 8.5’, Azido de sdédio, TritonX-100), obtendo a visualizacdo do resultado apos 20

minutos.

2.7. Andlise dos dados

Para avaliacdo da relacdo entre as areas vegetadas e o nimero de cées infectados por unidade
territorial de cada bairro foi utilizado o teste G com correcdo de Williams. A avaliacdo da
associacao entre as variaveis estudadas e o resultado do ELISA foi processada via teste G para
as variaveis de alimentacdo, grau de escolaridade, renda familiar, ectoparasitas, tipo de criacdo
e Odds Ratio (OR) para as demais, sendo estabelecido uma variavel de referéncia nas categorias
avaliadas. Todos os testes foram utilizados no programa BioEstat v. 5.0 (Funda¢do Mamiraud),

com nivel de significancia de 5%.

Foi realizada a analise multivariada de Componentes Principais (PCA), para observar as
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tendéncias de agrupamento dos COV em relacdo a positividade dos cdes para LV canina,
adotando-se os cdes infectados como variavel ativa e ndo infectados como suplementar,

utilizando o Software Statistica 7.0 (Stat Soft Inc.).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo espacial da infecgdo canina para Leishmania spp.

Um total de 72 caes foram amostrados e categorizados em trés grupos amostral, composto por
animais de companhia, de criacdo e errantes, oriundos de &reas endémicas para LV canina
(Aracaju e Propria) no estado de Sergipe. A avaliacdo dos cées foi realizada por meio de teste
soroldgico ELISA, sendo detectados 13 cées positivos (18,05%) para LV canina, sendo sete no

municipio de Aracaju e seis em Propria (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo dos cées avaliados quanto a infec¢do leishmaniética em areas endémicas
do Estado de Sergipe, Brasil, 2023.

Tipode  Areavegetal Soropositivos

animal (m?)* P N Total

Regido

Municipio de Aracaju

Povoado Areia Branca Criagéo 1.814,89 2 11 13
Juscelino Kubitschek/Bairro Jabotiana ~ Companhia 033,268 0 1 1
Largo da Aparecida/Bairro Jabotiana Companhia 1.195,500 1 10 12
In4cio Barbosa Companhia 788,460 0 3 3
Palestina Companhia 125,409 2 1 3
Farolandia Companhia 620,990 1 0 1
Treze de Julho Companhia 149,246 1 0 1
Municipio de Propria

Centro de Controle de Zoonoses Errante - 3 2 5
Conjunto Maria do Carmo Companhia - 3 30 33

*Area vegetal calculado presente no buffer de 282.361,338m?; raio de 300m

O Largo da Aparecida e o Povoado Areia Branca que sdo as regides mais vegetadas e com
maior aglomeracdo de cdes, deixando-0s mais susceptivel a infeccdo e necessitando de maior
atencdo a salde canina (Tabela 1). Porém, mesmo que nas areas A e B ndo apresentem grande
parte vegetal, foi diagnosticado a infeccdo (Figura 2), demostrando que mesmo 0S pequenos

fragmentos de vegetacdo ao entorno das habitacdes seriam suficientes para que o fleb6tomo
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complete o ciclo de vida e consequentemente ocasione o aumento da incidéncia para LV
humana e canina (Aparicio e Bitencourt, 2004). Ja que as espécies vetoras foram identificadas

neste municipio (Andrade et al. 2022).

A urbanizacdo de areas vegetadas, acarreta no aumento da interacdo entre inseto vetor e o
hospedeiro canino (Djibougou et al., 2022). Diminui a abundancia de espécies vetoras nas areas
vegetadas (mata) (Oca-Aguilar et al., 2022), seguindo em direc¢ao a outros micros habitats mais
préximos a populacdo, as residéncias. Como no presente estudo que associou a transmisséo, a

proximidade das residéncias a vegetacao (p < 0.0001).

Em relagéo aos bairros coletados observa-se uma distribui¢do da LV canina por todas as regides
de Aracaju, mesmo com presenca de um cédo positivo em alguns bairros (Figura 1). Esta
permanéncia de cdes infectados mostra que nesses bairros encontra-se ambiente favoravel para
a proliferacdo do vetor, visto que, sdo areas que estdo em desenvolvimento urbano, com
saneamento bésico precario e com extensa vegetacgdo, terreno baldio nas proximidades e criacdo

de outros animais, como foi encontrado nesse estudo.

No relato de Oliveira (2011), onde identificou as areas de saude mais prevalente (>20%) de
Aracaju entre os anos de 1999 a 2010, englobam alguns bairros aqui analisados, como o
povoado Areia Branca, o bairro Jabotiana e Farolandia. Nas &reas de saide que os bairros Inécio
Barbosa, Palestina e Treze de Julho se encontram a prevaléncia foi até 10%. Observou também
a expansao da LV canina da regido Sul (area vegetal alta) para o Norte (pequenos fragmentos
de vegetacdo) ao decorrer dos anos, alcangando quase todos os bairros da capital sergipana,

demonstrando a permanéncia da circulacdo dessa infeccéo nessas areas até 0 momento.
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Figura 1: Classes de uso e cobertura do solo e localizacdo dos cées coletados, Aracaju, Sergipe,
2022.
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Figura 2: Cobertura vegetal e localizacdo dos cées coletados, Aracaju, Sergipe, 2022.
Ja em relacdo a Propria, ndo tem estudos sobre a fauna de flebotomineos (Andrade et al., 2022)

e infeccdo canina, apenas casos humanos notificados (Pantaleéo et al., 2018). Porém, observa-
se nesse trabalho a presenca LV canina no municipio, mesmo com a soropositividade baixa é
uma regido endémica, por isso ha a necessidade de investigacdo para melhor compreensao da

dindmica nessa area.

Alguns cées apresentaram coinfectados com Ehrlichia canis Donatien & Lestoquard, (1935) e
Leishmania spp. (n=7; 9,72%). A coinfeccdo desses microrganismos € bastante comum e pode
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gerar consequéncias negativas ao cdo, ao comprometer a imunidade drasticamente e o
desenvolvimento de sintomas mais severos (Baxarias et al., 2018; Beasley et al., 2021). Esse
diagnostico diferencial da LV canina para hemoparasitoses transmitidas por carrapatos, tais
como erliquiose e babesiose, é de grande importancia dada a similaridade das manifestacoes
clinicas, da urbanizacdo dos vetores e da existéncia de reacdo cruzada em testes sorologicos
(Gomes e Cordeiro, 2004). Em alguns estados do Nordeste brasileiro 41,67% dos cdes estavam
infectados e com aspectos clinicos para L. infantum e Ehrlichia canis (Toepp et al., 2019). Por
essa razao, os patégenos podem ocasionar danos teciduais pelo processo inflamatério e aumento

de formas amastigotas de Leishmania spp. (Andrade et al., 2014).

3.2 Avaliacdo dos fatores ambientais e clinicos associados a infeccdo canina por

Leishmania spp.

Entre os fatores intervenientes relacionados a LV canina, observou-se que ha diferenca
estatistica em cées com idade entre 06 meses a 1 ano (p=0.0207), tal como Evaristo et al. (2020)
que associou ao sistema imunologico imaturo, ocasionando maior suscetibilidade a essa faixa
etaria. Porém, outros autores relatam a soroprevaléncia tanto em cées mais jovens (Gouvéa et
al., 2016), quanto em caes mais velhos (Michelin et al., 2018), expressando a ndo predisposi¢do

ou suscetibilidade etaria & infeccdo leishmanidtica (Tabela 2).

Os cées sem raca definida (OR = 2.48) foram mais soropositivos, assim como nos resultados
de Jiang et al. (2016). Este dado pode estar relacionado ao estilo de criacdo dos animais, sendo
necessario considerar os cuidados com a satde, métodos de protecdo individual do animal.
Visto que, os cdes de raca desse estudo utilizavam coleiras antiparasitarias e ambiente mais
higienizados, mesmo que situados em &rea endémica. No entanto, ndo deve desconsiderar as
diferencas entre ragas, pois pesquisas indicam que certas ragas podem ser resistentes a infeccao

leishmanidtica (Vasconcelos et al., 2019).
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O livre acesso do cédo a rua faz com que o animal tenha maior chance de se infectar do que
guando ndo tem livre acesso (OR = 1.83) e de pelo curto (OR = 1.15), visto que, esse cdo pode
circular por areas mais propensas e manter proximidade com residéncias que apresentam
criacdo de outros animais (OR = 1.35) como galinhas, gatos, patos e outros cées e pelo fato
desses cées ficarem mais tempo em espaco extradomiciliar (OR = 1.71), que inclui o quintal

das residéncias, onde ha presenca desses outros animais mencionados.

A presenca de instalagdes destinado a criagdo comercial ou abrigo de animais nas proximidades
das residéncias humanas, foram associadas a duas vezes maior chance de infecgdo
leishmaniotica (Veloso et al., 2021), assim como a presenca de anexos de criagdo de outros
animais, bovino, caprino, coelho, principalmente aves (Oliveira et al., 2012; Silva et al., 2016)

(Tabela 2).

No presente estudo, observou-se que, mesmo cédes fémeas apresentando maior chance de
infeccdo (OR = 1.43), ndo houve diferenga significativa entre 0s sexos, sugerindo que ndo ha

predisposicdo sexual para infeccdo leishmanidtica (Veloso et al., 2021; Djibougou et al., 2022).

Em relacdo as varidveis estudadas, o tipo de criagdo, grau de escolaridade, renda familiar, saber
0 que ¢ leishmaniose, saber da importancia do cdo na transmissao da doenga, a alimentacéo, o
uso da coleira antiparasitaria e a frequéncia ao veterinario, ndo apresentaram significancia no
estudo, porém sdo fatores que podem sim influenciar a infec¢do canina, de um contexto amplo,

necessitando atencéo a eles.

De acordo com o tipo de criacdo dos caes, 0os animais errantes, caes de vida livre, foram 0s mais
soropositivos (60%), seguidos por aqueles de criagdo comercial (15,38%) e de companhia (céo
domiciliado) (14,81%) (Tabela 2). Estes dados corroboram com Oliveira et al. (2021) que relata
0S animais errantes 0s mais soropositivos e sintomaticos quando comparado aos de companhia,

de guarda e de caca e relaciona essa positividade ao habito de vida livre e fatores nutricionais.
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Os tutores ndo iniciaram ou concluiram o ensino basico (n = 43/67), resultando na renda familiar
de menos de um salario minimo (n = 34/67). Quando indagados sobre o que € a LV canina, 0s
tutores responderam que ndo sabiam (n = 39/67) e que ndo sabiam a importancia do cdo na
transmissdo da doenca (n = 48/67). Eles ainda relataram que a sintomatologia principal era a

coceira e poderia ser transmitida por contato (Tabela 2).

Tutores que sdo analfabetos ou com o ensino fundamental incompleto, tem uma prevaléncia
0,57 vezes maior de chance que tutores com ensino fundamental completo de serem infectados
(Bernardino et al., 2020). Por ndo terem recebido educacéo basica nas escolas ou informacoes
do agente de endemia ou agente comunitério da saude, faz com que a populacdo tenha oito

vezes mais chance de desenvolver a doenca (Borges et al., 2008; Oliveira-Neto et al., 2018)

Tabela 2: Distribuicdo de fatores intervenientes sociodemograficos e de criacdo para
Leishmaniose Visceral Canina, Sergipe, Brasil, 2022.

Soroprevaléncia

Variaveis epidemiologicas N P Analise estatistica

(%)
Grau de escolaridade*
Analfabeto 70 0,00 G=3.12 p=0.3730e
Ensino fundamental 13 3 18,75
Ensino médio 18 2 10,00
Ensino superior completo 19 5 20,83
Renda familiar*
Menos de 1 salario minimo 30 4 11,76 G=4.98 p=0.0827e
1 a 2 salarios minimos 10 0 0,00
2 a 6 salarios minimos 17 6 26,09
Sabe 0 que é Leishmaniose*
Sim 23 5 17,86 **
Né&o 34 5 12,82 OR=0.67 (0.17-2.60) p=0.4072V
Sabe da importéancia do cdo na transmissdo da doenga*
Sim 15 4 21,05 **
Né&o 42 6 12,50 OR=0.53 (0.13-2.16) p=0.2973V
Tipo de criacéo
Criagéo 11 2 15,38 G =147 p=0.4795e
Errante 2 3 66,67
Companhia 46 8 14,81
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Alimentacao

Racao comercial 10 3 23,08 G=0.26 p=0.8754e
Alimento preparado em casa 11 2 15,38

Mista 38 8 17,39

Criacdo de outros animais

Sim 32 8 20,00 OR =1.35(0.39-4.61) p=0.4352V
Né&o 27 5 15,63 **

Livre acesso a rua

Sim 15 5 25,00 OR =1.83(0.51-6.47) p=0.2652V
Né&o 44 8 15,38 **

Onde passa a maior parte do tempo

Extradomicilio 45 11 19,64 OR =1.71(0.33-8.66) p=0.4046V
Intradomicilio 14 2 12,50 fale

Uso da coleira antiparasitaria

Sim 13 4 23,53 **

Né&o 46 9 16,36 OR =0.63 (0.16- 2.40) p=0.3642V
Tipo de raca

Sem raca definida 38 9 19,15 OR =2.48 (0.49-12.59) p=10.2224V
Raca definida 21 2 8,70 **

Idade

Filhote (06 mesesa 1ano) 22 2 8,33 OR =0.10 (0.01-0.70) p=0.0207V
Jovem (2 anos a 4 anos) 14 3 17,65 OR =0.25(0.04-1.43) p=0.1232V
Adulto (5 anos a 7 anos) 6 5 45,45 e

Idoso (mais de 8 anos) 17 3 15,00 OR =0.21(0.03-1.16) p=0.0787V
Sexo

Macho 23 4 14,81 **

Fémea 36 9 20,00 OR =1.43(0.39-5.21) p=0.4132V
Pelo

Curto 39 9 18,75 OR=1.15(0.31-4.21) p=0.5523V
Médio/longo 20 4 16,67 **x

Frequéncia ao Veterinario*

Sim 20 4 16,67 **

A0 aparecer sintomas 12 2 14,29 OR =0.83(0.13-5.25) p=0.6146V
Né&o 25 4 13,79 OR =0.80(0.17-3.60) p=0.5338V
Vacina - Leishmaniose

Sim 7 1 12,50 kol

Né&o 52 12 18,75 OR =1.61(0.18-14.39) p=10.5558V
Outras 37 9 19,57 -
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N- Negativo; P- Positivo; OR: Odds Ratio (Intervalo de Confianca)
*retirados os cées errantes por ndo terem tutor; n=67

**Categoria de referéncia

V Teste Exato de Fisher

o Teste G (Williams)

Conforme a avaliagdo dos sinais clinicos externos, 35,00% (n=7) dos cdes foram classificados
como sintomaticos (OR = 4.12; p = 0.0276) e 11,54% (n=6) como assintomaticos. Foi
observada infestacao de carrapatos em 30,55% dos cées e pulga em 2,7%, sendo observado que
20,83% dos cées soropositivos para LV ndo apresentavam nenhum destes ectoparasitas,
demonstrando que nado precisa estar ectoparasitado para estar infectado (Tabela 3). Até porque
0 carrapato se fixa ao animal para a reproducdo, passando a maior parte do ciclo em vida livre.
Quando analisados os resultados do teste de erliquiose, identificou-se que dos 22 cdes com
carrapatos, 81,82% cdes estavam positivos para Ehrlichia canis. Este alto percentual de cées
com carrapato pode indicar fragilidade no atendimento do tutor a saude do canino, deixando-o

vulneravel a outras doengas (Bernardino et al., 2020).

As manifestagdes clinicas foram associados a sintomatologia da LV canina, sendo mais
provavel a ocorréncia em cédes que estdo infectados em relacdo aos que néo estdo infectados.
Manifestagdes clinicas do focinho ressecado ou lesionado (OR = 5.46; p = 0.0149), globo ocular
com uveite, Ulcera e secrecdo (OR = 7.57; p = 0.0056), ouvido com otite, lesdo e descamacao
(OR =4.66; p =0.0173), mucosa hipocorada (OR = 4.76; p = 0.0224), linfonodos (OR = 1.06;
p = 0.5894) e pele e anexo com lesdes crostosas, alopecia, seborréia e onicogrifose (OR =3.78;

p = 0.0365) (Figura 3) (Tabela 3).

A sintomatologia caracteristica da leishmaniose foi observada neste estudo tal como em outros
estudos que descreveram cdes com linfadenomegalia, onicogrifose, alopecia e descamacéo
(Pasanisi, 2020). Mesmo que haja diferencga entre os sinais clinicos e a infeccao, sabe-se que
cdes sintomaticos como assintomaticos tem a capacidade de transmitir a doenca caso o vetor

esteja presente (Djibougou et al., 2022).

51



Figura 3: Sinais e sintomas dos cdes coletados. A e E (errantes) — Alopecia, desidratado,
ectoparasita e lesdes cutaneas; B, C, D e F (companhia) — Uveite, alopecia, lesdes cutaneas,
alopecia ocular e secrecdo ocular.

Tabela 3: Distribui¢do dos sinais clinicos conforme a positividade da Leishmaniose Visceral
Canina, Sergipe, Brasil, 2022.

Sinais clinicos por Soroprevaléncia

regido corporea N P (%) Andlise estatistica
Sintomatologia

Sintomaético 13 7 35,00 OR=4.12(1.18-14.44) p=0.0276V
Assintomatico 46 6 11,54 faled

Ectoparasitas

Pulga 2 0 0,00 G =1.06 p=0.5867e
Carrapato 19 3 13,64

Ausente 38 10 20,83

Focinho

Normal 51 7 12,07 **

Alterado 8 6 42,86 OR =546 (1.45-20.47) p=0.0149V
Globo ocular

Normal 53 7 11,67 **
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Alterado 6 6 50,00 OR =7.57 (1.90-30.06) p=0.0056V
Ouvidos

Normal 56 9 13,85 falad

Alterado 3 4 57,14 OR =4.66 (0.89-24.40) p=0.0173V
Linfonodos*

Normal 46 10 17,86 OR =1.06 (0.25-4.43) p=0.5894V
Alterado 13 3 18,75 *x

Pele e Anexos

Normal 37 4 9,76 **

Alterado 22 9 29,03 OR =3.78 (1.04-13.75) p=0.0365V
Mucosa

Normal 50 7 12,28 kel

Hipocorada 9 6 40,00 OR =4.76 (1.29-7.49) p=0.0224V

N- Negativo; P- Positivo; OR: Odds Ratio (Intervalo de Confianga)
**Categoria de referéncia

V Teste Exato de Fisher

eTeste G (Williams)

3.3 Avaliacéo dos Compostos Organicos Volateis (COVs) de Pelos Caninos

Dentre as amostras de pelos analisadas por CG-MS, quatro cédes testaram positivo para
Leishmania spp. pelo teste de ELISA (A04, A13, BO1 e E01). O total de 53 compostos foram
identificados com seus respectivos indices de retencédo e concentracdo encontrados (Tabela 4).
Estes COVs pertencem a seis fungbes organicas: hidrocarboneto (39,62%; n= 21), aldeido
(24,52%; n= 13), &lcool (16,98%:; n= 9), cetona (9,43%; n= 5), éster (5,66%; n= 3) e Acido

carboxilico (1,89%; n=1) e éter (1,89%; n=1).

Foi possivel observar que os compostos 2-butoxietanol, benzaldeido, decano, 2-
fenilacetaldeido, nonan-1-ol, 2-fenoxietanol, &cido nonandico, 8-heptadeceno e eicosano foram
encontrados somente em caes positivos (destacados em verde), mesmo ndo sendo identificados
em concomitancia as amostras soropositivas. O 6-metil-5-hepten-2-ona, pentadecanal, 2,6,10-
trimetilpentadecano, tetradecan-1-ol e metil n-hexadecanoato foram encontrados em pelo
menos um céo negativo (destacados em amarelo). Foram identificados 10 compostos em todos

o0s animais avaliados, soropositivos e soronegativos (destacado em rosa) (Tabela 4).

Tabela.4: COV identificados, em ordem crescente de tempo (tr), com seus respectivos indices
de retencdo (IR) calculados e obtidos a partir das bases de dados. nimeros: indicam a area
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relativa do composto na amostra a soma de todas as areas; -: indica auséncia do composto na
amostra.

El)l(?p I“I: Compostos A03 A04 A05 AQ7 A08 Al3 B0O1 B24 C01 EO1
1 892 880 ciclooctatetraeno - - - 0,27 0,54 - 4,72 - - -
2 905 902 heptanal* - 0,24 - 046 126 056 047 - 1,34 -
3 905 909 2-butoxietanol - - - - - - - - - 3,86
4 965 960 benzaldeido* - - - - - - 0,66 - - -
b 992 987 6-metil-5-hepten-2-ona - - - - - - - - 0,85 -
6 1007 1005 octanal - - - - - 0,21 - 1,89 - 1,00
7 1016 1000 decano* - - - - - - 1,49 - - -
8 1036 1029 2-etilhexan-1-ol 160 312 206 364 2,70 244 3939 553 184 082
9 1041 1043 alcool benzilico 610 309 259 307 479 353 373 344 168 1229
10 1046 1049 2-fenilacetaldeido - - - - - - - - - 0,18
11 1072 1068 1-feniletanona* 3,69 2,17 1,61 2,17 2,42 2,35 2,02 - 0,98 -
12 1079 1072 octan-1-ol* - 0,36 - 033 043 - 046 161 106 092
13 1107 1109 nonanal* 570 657 747 818 20,70 16,19 16,42 2589 17,96 18,80
14 1165 1163 (E)-non-2-enal* 0,20 - 0,28 0,70 0,89 - - 1,42 2,56 1,73
15 1174 1172 nonan-1-ol - - - - - 0,67 - - - 0,75
16 1183 1183 naftaleno* 2,36 - - 2,40 2,48 2,55 5,93 0,61 2,55 0,52
17 1196 1191 decan-2-ona* - 1,13 0,73 0,40 - - - 1,64 - 0,88
18 1200 1200 dodecano* 1,97 3,79 1,29 2,45 4,14 2,66 1,36 1,71 2,10 -
19 1208 1208 decanal* 173 319 262 162 2,77 347 347 241 1030 3,50
20 1216 1220 2-fenoxietanol* - - - - - - - - - 0,24
21 1266 1266 decan-1-ol - 148 146 0,92 - 0,79 - 0,79 - 0,52
22 1284 1278 acido nonandico - - - - - - 0,52 - - 1,36
23 1292 1295 undecan-2-ona* - - - - 0,18 - - - - 0,24
24 1300 1300 tridecano* - - - - 1,00 - 1,35 - 0,61 -
25 1310 1306 undecanal* - 130 133 08 148 127 151 084 128 0,79
26 1373 1372 3-metiltridecano - - 3,00 5,35 4,59 3,93 - 2,55 - -
27 1400 1400 tetradecano™ 14,47 17,70 7,86 12,08 1155 11,06 355 11,13 898 121
28 1410 1408 dodecanal* 1,40 2,30 1,92 1,05 2,02 2,26 1,64 3,61 1,30 -
29 1453 1455 geranilacetona 27 248 143 226 105 248 048 382 619 187
30 1478 1473 dodecan-1-ol* 2,39 - 1.16 0,96 1,00 - 1,36 11,70 - 4,81
31 1500 1500 pentadecano* 488 277 252 111 287 231 140 087 1,10 3,68
32 1512 1513 tridecanal 0,64 1,75 1,42 1,09 0,91 - 0,85 - - 2,50
33 1568 1570 3-metilpentadecano* 1067 11,79 626 875 591 7,73 162 618 442 096
34 1600 1600 hexadecano* 1519 13,33 10,22 9,95 7,03 8,55 2,65 5,19 6,05 2,15
35 1617 1612 tetradecanal 1,69 1,43 1,28 2,14 0,98 1,69 0,59 - 0,56 5,76
36 1654 1649 2040 - - 5,90 - 0,98 - - - - -

trimetilpentadecano
37 1679 1676 8-heptadeceno - - - - - - - - - 2,80
38 1679 1680 tetradecan-1-ol - - - - - - - 2,51 - -
39 1700 1700 heptadecano* 5,28 2,47 3,13 1,49 1,69 1,64 0,76 - 2,94 3,96
40 1710 1703 261014 - - 814 119 098 2,75 - - - -
tetrametilpentadecano

41 1718 1715 pentadecanal - - - - 0,55 - - - - -
42 1751 1746 2-benzilideneoctanal 1194 7,99 - - - - 0,91 - 2,82 -
43 1774 1770 3-metilheptadecano - 5,57 5,32 6,52 3,13 3,84 - - - 0,75
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44 1801 1800 octadecano® 3,71 2,84 3,17 2,02 1,29 1,53 0,69 0,86 3,39 0,97
45 1806 1810 2-fenoxietoxibenzeno 11,39 1191 4,97 11,06 - - - -
46 1820 1821 hexadecanal 0,66 0,35 - - - 0,28 1,15
tetradecanoato de
47 1832 1826 . 1,64 1,14 141 0,71 0,58 0,52 - - 0,50 -
propano-2-ila*
2-hidroxibenzoato de
48 1869 1857 . 3,03 2,03 1,79 1,97 - - - -
benzila

49 1885 1880 hexadecanol - - - 3,80 12,10 15,09
50 1901 1900 nonadecano* - - - - 0,92 1,11
51 1931 1926 metil n-hexadecanoato - - 0,85 - - - - 3,34 -
52 1993 1991 hexadecanoato de etila 0,47 - - - - - 0,41
53 1999 2000 eicosano - - - - - - - - - 2,42

* COV previamente identificados a partir de amostras de pelos de cées (Magalh&es-Junior et al., 2014).
A: Cées de criagdo; B e E: Cao de companhia; C: Cao errante
Caes soropositivos: A04,A13,B01,E01

Foi realizada a analise de agrupamento considerando a concentracdo de cada substancia, porém

ndo demonstrou diferenciacdo de caes positivos dos negativos. Observa-se uma tendéncia de

agrupamento em dois cdes sororeagentes, BO1 e E0L1. O cdo BO01 foi encontrado coinfectado

com a Ehrlichia canis e o EO1 foi o Unico cdo com sintomatologia encontrada, apresentando

maior quantidade de compostos identificados, isto pode ser relacionado ao processo metabolico

inflamatorio ocorrido pelas infeccBes (Figura 4).

Factor 2 : 22.59%

Projection of the variables on the factor-plane ( 1x 2)

Active and Supplementary variables

*Supplementary variable

0.0
Factor 1:51.43%

1.0

# DPositive
# Negative

Figura 4: Anélise de PCA das amostras de pelos de cdes infectados e ndo infectados
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Apesar da existéncia de estudos com a identificacdo e a avaliacdo da atratividade de COVs
associados as leishmanioses (Oliveira et al., 2008; Magalhdes-Janior et al., 2014; Tavares et al.,
2018; Magalhaes-Junior et al., 2019), a presente pesquisa € uma das poucas que se propds a
avaliar compostos volateis em pelo de cées e pode contribuir para a compreensédo da relacdo do
inseto-hospedeiro canino, pois podera identificar estimulos atrativos ou repelentes para os

flebotomineos.

A partir dos COVs em pelos caninos, foi possivel diferenciar o perfil de cdes com base em
caracteristicas clinicas e infecgdo leishmanidtica, sendo eles: pentadecano, hexadecano, 2-
hexanona, 2-decanona, dodecano, 2-octanona, 2-nonanona, eicosano, 2-octenal, benzaldeido,
tridecano, 2-heptenal, heneicosano, nonadecano, heptanal, 2,4-nonadienal, pentadecano,
nonanal, decanal, octadecano, heptadecano, tetradecano, hexanal e octanal. Os compostos
benzaldeido, 2-hexanona e 2,4-nonadienal identificados apresentaram maior potencial de

associacéo a caes infectados (Oliveira et al., 2008).

Como também no relato de Magalh&es-Junior et al. (2014) que relacionou 0s compostos
octanal, nonanal, undecano, éter 3- hidroxietilfenil, decanal, tetradecano, nonilciclopentano, 8-
pentadecanona, heptadecano e 2-etil-hexil-salicilato a cdes parasitados. Quando utilizado
alguns desses compostos para avaliar a atratividade de Lu. longipalpis foi observada a ativacédo
e atracdo de machos e fémeas de Lu. longipalpis ao octanal, nonanal, decanal e heptadecano

(Magalh&es-Junior et al., 2019).

Em outro estudo, pode-se relacionar os COVs e a LV canina utilizando um olfatdmetro de tubo
em Y, onde observou a ativacdo/atracdo da espécie vetora a caes infectados aos ndo infectados.
Sugere-se que o patdgeno pode alterar o odor dos seus hospedeiros para atrair o vetor (Gandon,

2018).

Os compostos pentadecano, hexadecano, dodecano, eicosano, benzaldeido, tridecano,
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nonadecano, heptanal, pentadecano, nonanal, decanal, octadecano, heptadecano, tetradecano e
octanal, foram relacionados a infec¢do, de acordo com os trabalhos mencionados, e estavam

presentes nos animais aqui analisados.

O eicosano e benzaldeido foram identificados neste trabalho em um céo positivo, sendo o
altimo importante para a orientacdo da espécie Lu. longipalpis (Dougherty et al., 1999). Os
outros compostos correlacionados foram encontrados em cées negativos, ainda ndo sendo
possivel estabelecer um padrdo de liberacdo de volateis para esta enfermidade no presente

estudo.

Esses trabalhos mostram um caminho promissor para a identificacdo de bioquimicos associados
a LV canina, com o aprimoramento de técnicas pode alcancar métodos de diagnostico assim

como o céncer, diabetes, doengas pulmonares e neurogenerativas (Fitzgerald e Fenniri, 2017).

4 CONCLUSAO

Observou-se transmissdo ativa para Leishmania spp. nos municipios de Aracaju e Proprid no
estado de Sergipe. Alguns aspectos relacionados a presenca da vegetacdo nas proximidades,
idade, criacdo dos cdes, o livre acesso a rua e criagdo de outros animais podem contribuir para
a manutencdo do ciclo de transmissdo leishmaniética. Devido a isto, medidas de controle
direcionadas a gestdo ambiental peridomiciliar e cuidado com a saude dos cdes podem auxiliar
na reducdo dos indices de LV canina. Os compostos organicos volateis identificados foram
compativeis com a literatura, demonstrando um possivel caminho para discriminacdo de cées

positivos para LV, porém ndo foi possivel associar os COVs com a infeccdo por Leishmania

spp.
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5.2 Artigo 2 - Avaliac&o dos sinais clinicos e COVS em cées naturalmente infectados

para Erliguiose no Estado de Sergipe
1 INTRODUCAO

Dentre as doencas veterinarias com maior incidéncia em caes no Brasil, encontra-se
a Erliquiose Monocitica Canina (EMC), onde cerca de 70% dos caes em algumas regiées do
pais apresentam anticorpos anti-Ehrlichia canis. Em Sergipe, no biénio 2006 e 2007, 119 caes
(7,6%) foram diagnosticados no hospital veterinario universitario Dr. Vicente Borelli, em
Aracaju (FAIERSTEIN et al., 2008). A EMC é causada principalmente por uma bactéria gram-
negativa do grupo a-Proteobacteria, ordem Rickettsiales e da espécie Ehrlichia canis. Além
da importancia veterinaria, E. canis possui risco de transmissao zoono6tico, uma vez que via
vetor Rhipicephalus sanguineus se dissemina em diversas espécies de mamiferos, sendo a
principal Canis familiaris (PAULINO et al., 2018).

A prevaléncia da doenga se relaciona a condi¢cdes geogréficas e climéticas, onde
areas rurais sdo mais relevantes, além de regiées onde o clima predominante é tropical ou
subtropical, favorecendo assim na disposicdo do vetor, do cdo e da populacdo atingida
(COSTA JR et al., 2007). A inoculacdo, ocorre no momento em que 0S carrapatos
Rhipicephalus sanguineus e Amblyoma sp. realizam repasto sanguineo ou apés 0s mesmos
serem ingeridos por um individuo, se disseminando pelo corpo através do sistema linfatico ou
pela corrente sanguinea. Entre 5 a 14 dias os sinais comecam a aparecer, sendo febre,
anemia, letargia, anorexia, caquexia e as vezes erupgdo cutanea, podendo evoluir ao 6bito.
(SALJE, 2021; BITTENCOURT et al., 2022).

O diagnéstico possui dois tipos de pesquisas, direta e indireta. A pesquisa direta é por
meio de analise de laminas hematolégicas, detectando mais facilmente durante a fase aguda
da doenca (BITTENCOURT et al., 2022). A pesquisa indireta é representada pelo teste
sorolégico, onde por meio de kit's, os anticorpos IgM e/ou IgG s&o detectados tendo 98,2%
de sensibilidade e 100% de especificidade (MIRANDA et al., 2022) durante o periodo de 4 a
10 dias apés inoculacdo do mesmo (MEDEIROS et al., 2020).

Além disso, outras formas de diagnésticos vém sendo observadas, como a analise de
Compostos Organicos Volateis (COVs). Os COVs surgem de processos patoldgicos do corpo,
como inflamacdes, infeccBes, patologias metabdlicas e estresse oxidativo. Sendo liberados
pelos excrementos corporais tais como urina, fezes, pelos, suor e saliva, onde a analise dos
COVs desses excrementos gera um monitoramento rapido e ndo invasivo sobre as alteragfes

bioguimicas que ocorrem naquele momento (JANSSENS et al., 2020).
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Os pelos além de serem coletados de maneira simples, funcionam como apéndices
da pele, armazenando compostos metabdlicos que podem indicar uma série de processos.
Além disso, estudos apontam diferenca entre os COVs de cées positivos e negativos para
Leishmania infantum, agente etiologico da LV canina. Sendo assim, 0 agrupamento por meio
da identificac&o e diferenciacdo desses compostos (MAGALHAES-Junior et al., 2014). Alguns
compostos identificados demonstraram repeléncia do carrapato (benzaldeido e 2-hexanona)
guando comparados ao padrdo ouro o DEET (N,N-dietil-3-metilbenzamida) (BORGES et al.,
2015).

Diante disso, se torna notavel a importancia da pesquisa e identificacdo dos
compostos organicos volateis no diagnéstico de doencas e fatores atrativos de seus vetores,
como é o caso do Rhipicephalus sanguineus causador da EMC. Nao foram encontrados
estudos na literatura sobre esse assunto, salientando a importancia desse trabalho. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os fatores de risco associados a infec¢cdo por Ehrlichia canis e

identificar COVs nos pelos dos cées avaliados.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Desenho do estudo

Um estudo por conveniéncia foi realizado para avaliar a exposi¢éo a Ehrlichia canis
em amostras de sangue canina e identificar possiveis biomarcadores em pelos de caes. A
coleta foi realizada no periodo de fevereiro a junho de 2022 nos municipios de Aracaju (37°
04'29"W; 10°54 '34 " S) e Propria (36° 50' 22" W; 10° 13' 48" S), localizados no Estado de
Sergipe.

Foram incluidos no trabalho cdes de companhia, de criacdo e errantes, que nao
estivessem em gestacéo, lactantes, acima de 6 meses de idade e ambos os sexos. Para o
agrupamento da sintomatologia, foram considerados cédes sintomaticos aqueles que

apresentavam dois ou mais sintomas.
2.2 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica de Uso Animal da Universidade
Tiradentes, sob o nimero de protocolo n° 011121 e pelo Comité de Etica em Pesquisa, sob
parecer nimero 4.654.181 (CAAE 36447220.9.0000.5371).

2.3 Avaliacao Clinica e de Condic¢6es de Criagcéao

O tutor do animal assinou o termo de consentimento livre e esclarecido e de
autorizacdo concordando com a participacdo voluntaria. Em seguida foram observadas

caracteristicas relacionadas ao tipo de criacdo, alimentacéo, tipo de raca, idade, sexo, criacdo
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de outros animais, ambiente em que passa mais tempo, uso de coleira antiparasitaria e
encaminhamento ao veterinario foram analisadas, comprimento do pelo, vermifugado e
presenca de ectoparasitas. Também foi avaliado as mucosas, linfonodos, globo ocular,
conduto auditivo, musculo esquelético, abdémen, focinho e alteracbes na pele, porém néo

apresentou significancia nos testes estatisticos.
2.4 Avaliacao de infeccdo canina por Ehrlichia canis

O teste imunocromatografico para erliquiose foi realizado através do Alere Erliquiose
Ac Test Kit que utiliza 10uL de sangue total, soro ou plasma em 2 gotas do tampéao (50 mM
Tris-HCL buffer ‘pH 8.5°, Azido de sédio, TritonX-100), obtendo a visualizacdo do resultado
ap6s 20 minutos. O cédo estava positivo, com anticorpo 1gG e/ou IgM, quando duas linhas
vermelhas aparecem no cassete (C e T) e negativo, apenas com uma linha vermelha do

controle (C)
2.5 Extracgdo e Identificagdo de Compostos Organicos Voléateis (COV)

Foram encaminhados 130 mg de pelo/animal para a analise dos Compostos Organicos
Volateis pela técnica de extracdo, Solid Phase Micro Extration (SPME). A massa de pelos de
cada animal foi acondicionada individualmente em vials de vidro (20 mL) devidamente
lacrados. Em seguida, os vials com as amostras de pelos foram incubados em banho-maria a
90°C com uma fibra revestida de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB, 24 Ga Pink,
65 uM, Supelco, Bellefonte) inserida no septo de cada vial por 18 minutos para adsor¢céo dos

COV, de acordo com metodologia descrita por Magalhdes-Janior et al. (2014).

Posteriormente, a fibra foi retraida e apds cada uma das extracdes a fibra foi inserida
por trés minutos no injetor do cromatografo gasoso acoplado a um espectrdmetro de massas
— CG-EM (Shimadzu GC-MS QP2010 Plus) a 240 °C para dessor¢cdo do COV em modo
splitless sob fluxo de gas de arraste (He 0,7 mL min) e separados na coluna cromatografica
capilar RTx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 pum - silica fundida 5% difenil/95% dimetil

polissiloxano).

A temperatura da coluna cromatografica foi programada da seguinte maneira para
analise dos COV presentes nas amostras: 40 °C por 3 minutos; 40-130 °C a 2 °C min‘!; 130
°C por 15 minutos; 130-245 °C a 2 °C min; 245 °C por 4 minutos (total de 124,5 minutos). As
temperaturas da fonte de ions e da interface foram ajustadas em 240 °C: a energia de impacto
de ionizagdo de elétrons foi de 70 eV e a frequéncia de varredura de espectros foi de 40 a
400 m/z.A partir dos espectros de massas obtidos para cada um dos picos dos
cromatogramas, foi feita a identificacdo dos COV com auxilio de bibliotecas de espectros
préprias do software (NIST 08, NIST 98v101, Wiley MS 229 e FFNSC 1.3), considerando
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similaridade acima de 80%, e também pelo calculo dos indices de retencéo (IR) de cada
composto, feito a partir dos tempos de retencdo de uma mistura de n-alcanos comercial (C8-
C20 - Sigma-Aldrich®) analisada sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas das amostras. O
indice de retencéo (IR) de cada composto foi calculado de acordo com a equacao Van den
Dool and Kratz. Os IR calculados foram comparados com dados da literatura por meio das
bases de dados <https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/> e

<http://www.odour.org.uk/lriindex.html>.
2.6 Analise de Dados

A avaliacdo da associacdo entre as variaveis estudadas e o resultado do teste
imunocromatografico foi realizada pelo teste Exato de Fisher, utilizando o programa BioEstat,
com nivel de significancia de 5%. Para a identificacédo de fatores de risco, foi calculada odds
ratio (OR), com intervalo de confianca de 95%. Por se tratar de um teste que utiliza variaveis
dicotdbmicas, foi aderido uma variavel de referéncia. Foi calculado o teste G (Williams) para

avaliar se o tipo de criacdo tem influéncia nos casos de erliquiose.

Foi realizada a analise multivariada de Componentes Principais (PCA), para observar
as tendéncias de agrupamento dos COV em relacdo a positividade dos cédes para EMC,
adotando-se os cées infectados como variavel ativa e ndo infectados como suplementar,
utilizando o Software Statistica 7.0 (Stat Soft Inc.). Para a analise de cluster, foi transformado
a tabela dos COVs em dados binéarios (presenca e auséncia) e agrupado conforme afinidade
dos cdes em relacdo aos COVs, utilizando o Software R. A outra andlise dos COVs foi
realizada através o Teste T de Student, que comparou as médias de concentragdo com a

infeccéo.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Erliguiose Monocitica Canina é endémica no Brasil, com prevaléncia de 7,6% em
Sergipe (FAIERSTEIN et al., 2008), 17% no Rio Grande do Norte (LOPES et al., 2019),
23,75% e 23% no Parana (PEREIRA, 2016; TRAPP et al., 2006), 37,9% em Rondbnia
(AGUIAR et al., 2007), 42,5% no Mato Grosso (SILVA et al., 2010), 39,4% no Para (BRANDAO
et al., 2019), 60% no Distrito Federal (SILVA et al., 2020). Esta distribuicdo geografica da
infeccdo esté relacionada ao clima tropical favoravel para a proliferacdo do vetor, o carrapato
R. sanguineus em todo o pais (DANTAS-TORRES, 2008).

No presente trabalho, dos 76 caes avaliados, obteve a prevaléncia de 52,63% (n=40)
de cées reagentes para o teste imunocromatografico para E. canis. A distribuicdo de caes
positivos foi a seguinte: cdo de companhia 31/57, criacdo 3/13 e errantes 6/6. As regibes que

apresentaram maior quantidade de caes positivos foi a area periférica do municipio e a urbana
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central, que se encontra em desenvolvimento urbano e sanitario, ambos do grupo de caes de
companhia (77,50%) (Tabela 1). No trabalho de Brandao et al., (2019) diagnosticaram a
bactéria E. canis em 32,1% dos caes errantes e 19,2% em cées de companhia, superior na

infeccdo em cées errantes por causa do quantitativo neste estudo.

Caes que apresentam a infeccdo e sintomatologia relacionada desenvolveram
alteracdes na pele (n=18) como alopecia, seborreia, vermelhiddo, lesdes, prurido,
onicogrifose, linfonodos aumentados (n=15) e mucosa hipocorada (n=8), o que pode indicar
anemia (HARRUS et al, 1997). Foram avaliados visualmente também musculo esquelético,
abdémen, condutos auditivos, cavidade oral, globo ocular e focinho, porém ndo foram
significativos. O critério de diagndéstico para a erliquiose canina tem como embasamento a
associacdo dos sinais clinicos apresentados aos exames laboratoriais, ao histérico e a
presenca dos carrapatos no momento da consulta, devido a isto, o tutor do animal deve
observar a sintomatologia recorrente para relatar e encaminhar ao médico veterinario o mais

brevemente.

Afim de ndo evoluir para fase cronica da doenga, onde o animal esta mais debilitado
em funcdo do comprometimento imunoldgico, podendo desenvolver sangramentos,
oftalmopatias, nefropatias, tosse, conjuntivite, uveite bilateral, vémito, apatia, anemia,
trombocitopenia. Ocorre também dermatopatias decorrentes de desordens sistémicas e
evoluir ao 6bito (ALMOSNY, 2002; ORIA et al., 2008; MARQUES; GOMES 2020).

Tabela 1: Positividade para o teste imunocromatografico para Ehrlichia canis por grupo de coleta,
Sergipe, Brasil, 2022.

Grupo Soropositivos (%) Total

Criacdo 3(23,08%) 13

Errante 6 (100,00%) 6
Companhia 31(54,39%) 57

O fator de risco mais associado a infec¢do dos cées por E. canis foi a forma de
alimentacdo mista, que integra alimentos preparados em casa e racdo comercial (OR = 8.97;
p = 0,0030), alimentos preparados em casa (OR = 6.41; p = 0,0484) e seguida pelo ndo uso
de coleira antiparasitaria (OR = 7.84; p = 0,0011). O desbalanceamento nutricional canino
ocasionado pela ma alimentag&o pode resultar na diminui¢cdo imunoldgica do animal (MOTTA,

2009), favorecendo o adoecimento por infecgdes.

Caes de companhia, criacdo e errantes demonstram que o grupo o qual o animal
pertence pode influenciar na infec¢céo (p=0.0028), sendo o errante o mais soropositivo (100%),
provavelmente, em funcdo do maior risco de contato céo-carrapato no manejo
solto/semiconfinado (AZEVEDO et al., 2011) (Tabela 2).

Outros fatores que podem ter contribuido para a infeccéo por E. canis relacionados ao
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animal foram ndo encaminhar o animal ao veterinario (OR = 4.05; p = 0,0039), concordando
com o relato de Pérez-Macchi et al. (2019). Essa auséncia de cuidado com a salde do animal,
deixa vulneravel a doencas virais, parasitaria e bacterianas. Que torna necesséario encaminhar
ao veterinario pelo menos uma vez ao ano, quando ndo h& sintomatologia aparente
(HIDALGO et al., 2014) e estar parasitado por carrapatos (OR = 6.64; p = 0,0010), pois um
cdo estar parasitado predispde a alta prevaléncia e intensidade de infestacdo por R.
sanguineus (DANTAS-TORRES, 2010), o que provoca o0 aparecimento de doencas
transmitidas por carrapato (PEREZ-MACCHI et al., 2019).

A criacdo de outros animais (gatos, galinhas, prea e cavalo) na mesma residéncia e o
sexo dos animais (fémea e macho) ndo apresentou significancia, assim como outros autores
nao evidenciam a associagéo entre essas variaveis mencionadas (RODRIGUEZ-VIVAS et al.,
2005; AGUIAR et al., 2007; Hll et al., 2015; PEREZ-MACCHI et al., 2019), o que indica que
fatores ambientais, ecoldgicos e sociais influenciam mais na predisposicdo do cdo ao
patdégeno (STICH et al., 2014; FAOUZI, et al., 2018).

O céo ser classificado como jovem, aproximadamente entre dois a quatro anos de
idade, tem mais chances de se infectar com a bactéria (OR = 4.00; p = 0.0375), devido a
permanéncia dos caes desta idade ou menores na area domiciliar e por conta da fragilidade
do sistema imunoldgico, deixando mais susceptivel a infeccdo (BANETH et al., 1998;
FAIERSTEIN et al., 2008; AZEVEDO et al., 2011).

Tabela 2: Distribuicdo de fatores intervenientes para erliquiose, Sergipe, Brasil, 2022.

Variaveis Negativo Soropositivo Exato de
epidemioldgicas Erliquiose (%) OR (IC 95%) Fisher/ p-valor
Aspectos epidemiolégico do
ambiente
Tipo de criacao
Criacéo 10 3(23,08%) G=11.7893 0.0028v
Errante 0 6 (100,00%)
Companhia 26 31(54,39%)
Alimentacéao
Alimento preparado 6
em casa 7 (53,85%) 6.41 (0.99-41.21) 0.0484
Mista 19 31 (65,00%) 8.97 (1.79-44.95) 0.0030
Racéo comercial 11 2 (15,38%) **
Criacéo de outros
animais
Sim 24 20 (45,45%) 0.50 (0.19-1.26) 0.1079
N&o 12 20 (62,50%) **
Aspectos epidemioldgico do animal
Onde passa a
maior parte do
tempo
Extradomicilio 25 34 (57,63%) 2.49 (0.81-7.64) 0.0885
Intradomicilio 11 6 (35,29%) *
Uso da coleira
antiparasitaria
Sim 14 3 (17,65%) o
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N&o 22 37 (62,71%) 7.84 (2.02-30.39) 0.0011
Encaminha ao
veterinario
Sim 27 17 (38,64%) i
N&o 9 23 (71,88%) 4.05 (1.52-10.82) 0.0039
Anamnese
Raca
Raca nao definida 18 32 (64,00%) 4.00 (1.45-11.02) 0.0058
Raca definida 18 8 (30,77%) *x
Idade
Filhote (06 meses a
1 ano) 15 9 (37,50%) o
Jovem (2 anos a 4
anos) 5 12 (70,59%) 4.00 (1.05-15.13) 0.0375
Adulto (5 anos a 7
anos) 7 7 (50,00%) 1.66 (0.43-6.32) 3.390
Idoso (mais de 8
anos) 9 12 (57,14%) 2.22 (0.67-7.34) 1.543
Sexo
Fémea 24 24 (50,00%) 0.75 (0.29-1.91) 0.3587
Macho 12 16 (57,14%) **
Pelo
Curto 27 24 (47,06%) o
Médio/longo 9 16 (64,00%) 2.00 (0.74-5.35) 0.1259
Vermifugado
Sim 28 24 (46,15%) o
Nao 8 16 (66,67%) 2.33 (0.85-6.39) 0.0776
Ectoparasitas
Pulga 1 1 (50,00%) 1.47 (0.08-24.93) 6.5340
Carrapato 4 18 (81,82%) 6.64 (1.96-22.42) 0.0010
N&o 31 21 (40,38%) *

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca
**Categoria de referéncia
V¥ Teste G (Williams)

Foi possivel analisar 19 amostras de pelo canino e identificou 58 compostos. Estes
COVs pertencem a seis fun¢des orgéanicas: hidrocarboneto (36,21%; n = 21), aldeido (29,31%;
n = 17), alcool (15,52%; n = 9), cetona (8,62%; n = 5), éster (5,17%; n = 3), Eter (3,45%; n =
2) e Acido carboxilico (1,72%; n = 1).

Dentre as amostras de pelos avaliadas, 10 estavam positivas para o teste
imunocromatografico (A01, A02, BO1, B02, BO5, B06, C08, C10, C11 e C12). Os compostos
Hexanal, benzaldeido, (E)-oct-2-enal, (E)-dec-2-enal, decano, (E)-undec-2-enal e 1-
octoxioctano foram encontrados somente nas amostras soropositivas (destacado em verde).
Os compostos 6-metil-5-hepten-2-ona, 2-fenoxietoxibenzeno, 8-heptadeceno, 2-
fenoxietoxibenzeno e eicosano s6 foram encontrados no cdo soronegativo (destacado em
amarelo). Dentre o total de COVs identificados (58), 7 estavam presentes nos pelos de todos
0s animais avaliados, independentes de serem soropositivos ou soronegativos (destacado em
rosa) (Tabela 3).
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Tabela 3: COV identificados, em ordem crescente de tempo (tr), com seus respectivos indices de reten¢do (IR) calculados e obtidos a partir das bases de
dados. nimeros: indicam a area relativa do composto na amostra; -: indica auséncia do composto na amostra.

elfp :::\; Compostos A0l A02 AO03 A04 A05 AO07 A08 Al13 BO1 BO2 BO5 BO6 B24 CO1 C08 C10 Cl1 C12 EO0O1
1 800 800 hexanal - - - - - - - - - - - 0,76 - - 0,42 - 0,56 0,34 -
2 892 880 ciclooctatetraeno - - - - - 0,27 0,54 - 4,72 4,60 - - - - - - - - -
3 905 902 heptanal* 2,00 0,90 - 0,24 - 0,46 1,26 0,56 0,47 - - 1,20 - 1,34 4,31 5,68 - - -
4 905 909 2-butoxietanol - - - - - - - - - - - - - - - - - 3,45 3,86
5 965 960 benzaldeido* - - - - - - - - 0,66 - - - - - - - 0,36 0,22 -
6 992 987 6-metil-5-hepten-2-ona - - - - - - - - - - - - - 0,85 - - - - -
7 1007 1005 octanal - - - - - - - 0,21 - - 0,94 1,19 1,89 - 2,13 1,09 1,89 1,78 1,00
8 1016 1000 decano* - - - - - - - - 1,49 - - - - - - - - - -
9 1036 1029 2-etilhexan-1-ol 1,04 7,41 1,60 3,12 2,06 3,64 2,70 2,44 39,39 37,39 5,39 3,18 5,53 1,84 4,76 10,32 8,46 8,41 0,82
10 1041 1043 alcool benzilico 4,65 6,93 6,10 3,09 2,59 3,07 4,79 3,53 3,73 2,27 2,18 1,61 3,44 1,68 1,35 0,62 1,16 1,54 12,29
11 1046 1049 2-fenilacetaldeido - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,34 0,18
12 1061 1061 (E)-oct-2-enal - - - - - - - - - - - 0,42 - - - - 1,13 1,23 -
13 1072 1068 1-feniletanona* 0,98 3,77 3,69 2,17 1,61 2,17 2,42 2,35 2,02 1,36 0,46 - - 0,98 0,24 - 0,22 - -
14 1079 1072 octan-1-ol* - - - 0,36 - 0,33 0,43 - 0,46 - 0,71 0,89 1,61 1,06 2,40 0,75 1,31 1,43 0,92
15 1107 1109 nonanal* 26,54 17,37 5,70 6,57 7,47 8,18 20,70 16,19 16,42 7,33 20,20 26,81 2589 17,96 26,80 20,92 14,06 12,32 18,80
16 1165 1163 (E)-non-2-enal* 0,83 0,69 0,20 - 0,28 0,70 0,89 - - - 1,07 4,62 1,42 2,56 2,88 1,04 1,53 1,26 1,73
17 1174 1172 nonan-1-ol - - - - - - - 0,67 - - 0,34 0,34 - - 1,14 0,58 0,53 0,83 0,75
18 1183 1183 naftaleno* 1,62 - 2,36 - - 2,40 2,48 2,55 5,93 6,22 1,15 0,78 0,61 2,55 0,59 2,71 2,07 3,05 0,52
19 1196 1191 decan-2-ona* - - - 1,13 0,73 0,40 - - - - - 0,33 1,64 - 0,78 - 0,64 0,60 0,88
20 1200 1200 dodecano* 0,50 0,92 1,97 3,79 1,29 2,45 4,14 2,66 1,36 2,18 0,93 0,73 1,71 2,10 0,98 2,12 1,90 1,96 -
21 1208 1208 decanal* 2,71 4,66 1,73 3,19 2,62 1,62 2,77 3,47 3,47 2,49 3,22 8,63 2,41 10,30 8,43 5,24 4,88 3,82 3,50
22 1216 1220 2-fenoxietanol* - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,24
23 1263 1262 (E)-dec-2-enal* - - - - - - - - - - - 1,20 - - - 2,44 3,98 4,17 -
24 1266 1266 decan-1-ol - - - 1,48 1,46 0,92 - 0,79 - - 1,14 - 0,79 - 1,28 - - - 0,52
25 1284 1278 acido nonandico - - - - - - - - 0,52 0,33 - - - - - - - - 1,36
26 1292 1295 undecan-2-ona* - - - - - - 0,18 - - - - - - - 0,47 - - - 0,24
27 1300 1300 tridecano* - - - - - - 1,00 - 1,35 1,60 - 0,30 - 0,61 - - 1,18 0,54 -
28 1310 1306 undecanal* 2,00 2,05 - 1,30 1,33 0,80 1,48 1,27 1,51 1,11 1,67 1,35 0,84 1,28 1,32 2,17 1,31 1,28 0,79
29 1365 1364 (E)-undec-2-enal - - - - - - - - - - - - - - - - 2,44 - -
30 1373 1372 3-metiltridecano - - - - 3,00 5,35 4,59 3,93 - 2,56 1,60 - 2,55 - 1,69 2,53 1,37 2,06 -
31 1400 1400 tetradecano* 4,58 7,08 14,47 17,70 7,86 12,08 11,55 11,06 3,55 7,70 8,72 4,99 11,13 8,98 6,56 13,79 10,10 12,46 1,21
32 1410 1408 dodecanal* 1,73 3,15 1,40 2,30 1,92 1,05 2,02 2,26 1,64 0,75 2,73 2,67 3,61 1,30 4,03 4,20 2,17 3,01 -
33 1453 1455 geranilacetona 1,52 2,48 2,75 2,48 1,43 2,26 1,05 2,48 0,48 0,82 3,54 2,86 3,82 6,19 4,83 2,98 2,30 4,01 1,87
34 1478 1473 dodecan-1-ol* 1,51 - 2,39 - 1.16 0,96 1,00 - 1,36 1,19 2,63 10,09 11,70 - 2,30 2,05 2,71 1,78 4,81
35 1500 1500 pentadecano* 2,19 2,92 4,88 2,77 2,52 1,11 2,87 2,31 1,40 0,95 - 6,38 0,87 1,10 0,63 1,17 18,40 5,75 3,68
36 1512 1513 tridecanal 1,94 2,78 0,64 1,75 1,42 1,09 0,91 - 0,85 - 3,52 1,80 - - - - 1,79 3,42 2,50
37 1568 1570 3-metilpentadecano* - 5,96 10,67 11,79 6,26 8,75 5,91 7,73 1,62 3,30 - 2,83 6,18 4,42 - 5,80 3,38 5,05 0,96
38 1600 1600 hexadecano* 10,88 9,82 15,19 13,33 10,22 9,95 7,03 8,55 2,65 5,51 1258 4,11 5,19 6,05 4,66 6,49 4,16 6,84 2,15
39 1617 1612 tetradecanal 3,17 2,12 1,69 1,43 1,28 2,14 0,98 1,69 0,59 - 2,68 0,82 - 0,56 - 1,46 0,59 2,64 5,76
40 1654 1649 2610 - - - - 59 - 098 - - 257 - - - - - - - - -

trimetilpentadecano

41 1666 1657 1-octoxioctano* - - - - - - - - - - 3,04 - - - - - - - -
42 1679 1676 8-heptadeceno - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2,80
43 1679 1680 tetradecan-1-ol - - - - - - - - - - 1,52 3,08 2,51 - 1,61 - - - -
44 1700 1700 heptadecano* 5,59 2,92 5,28 2,47 3,13 1,49 1,69 1,64 0,76 1,22 5,90 4,12 - 2,94 - - 3,42 1,90 3,96




IR IR
exp it Compostos A0l A02 A03 A04 AO05 A07 A08 Al13 BO1 BO2 BO5 BO6 B24 CO1 C08 Ci10 Cl1l1 C12 EO0O2
2,6,10,14-
45 1710 1703 tetrametilpentadecano - - - - 8,14 1,19 0,98 2,75 - 4,71 - - - - - - - - -
46 1718 1715 pentadecanal 1,86 - - - - - 0,55 - - - 1,59 - - - - 1,03 - 0,71 -
47 1751 1746 2-benzilideneoctanal 10,72 9,38 11,94 7,99 - - - - 0,91 - - - - 2,82 - - - - -
48 1774 1770 3-metilheptadecano - - - 5,57 5,32 6,52 3,13 3,84 - 1,10 2,27 - - - 1,67 - - 1,28 0,75
49 1801 1800 octadecano* 5,82 3,45 3,71 2,84 3,17 2,02 1,29 1,53 0,69 0,74 3,67 0,66 0,86 3,39 0,78 0,79 - - 0,97
50 1806 1810 2-fenoxietoxibenzeno - - - - 11,39 1191 4,97 11,06 - - - - - - - - - - -
51 1820 1821 hexadecanal 1,31 0,66 - - - 0,66 0,35 - - - 1,00 - - 0,28 - - - 0,52 1,15
52 1832 1g26  levadecanoatode 54, 135 164 114 141 071 058 052 - - - - - 050 - - - - -
propano-2-ila*

53 1869 1857 z'h'dro’g'ebﬁzr}lz;am de . - - - 303 203 1,79 197 - - - - - - 096 - - - -
54 1885 1880 hexadecanol - - - - - - - - - - 1,91 1,25 3,80 12,10 8,15 2,03 - - 15,09
55 1901 1900 nonadecano* - - - - - - - - - - 1,70 - - 0,92 - - - - 1,11
56 1931 1926 metil n-hexadecanoato 2,27 1,23 - - - 0,85 - - - - - - - 3,34 0,63 - - - -
57 1993 1991 hexadecanoato de etila - - - - - 0,47 - - - - - - - - 1,22 - - - 0,41
58 1999 2000 eicosano - - - - - - - - - - - 2,42

*CQV previamente identificados a partir

de amostras de pelos de caes (Magalhdes-Junior et al., 2014).

AO1 - A04: Cées de criacao; BO1: Cao de companhia; C01: Cao errante;
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Foi realizada a andlise de componentes principais (PCA) levando em conta a
concentracdo de cada composto. Ndo foram observados grupos distintos nos animais

positivos e negativos, porém dois cées positivos (BO1 e B02) mostraram-se mais isolados do
restante (figura 1).

E interessante notar que no dendrograma ha uma aparente proximidade entre cées
positivos e negativos (figura 2).

Projec fion of the variables on the factor-plane ( 1x 2)
Edic hia
Ac tive and Supplementary varnables
*Supplementary variable

10} s

Factor2:1537%

# Positivos
# Negativos

-1.0 05 0.0 05 1.0

Factor 1:68.07%
Figura 1: Analise de PCA das amostras de pelos de cées infectados e ndo infectados.
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Figura 2: Dendrograma dos cées coletados. Os positivos para Erlichia canis estdo em vermelho.
Em uma tentativa de se comparar as areas dos picos dos compostos encontrados foi

realizado o teste estatistico T de Student para as médias de concentragcdo dos COVs separado
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pela infectividade, cdes positivos e negativos para Ehrlichia canis (Figura 3 A). Em sete
compostos as diferencas estatisticas foram consideradas significativas (Figura 3 B). Os
compostos etilhexanol, hexanal e undecanal se apresentaram em maior concentracdo em
animais positivos em relagéo aos negativos. Vale destacar que o etilhexanol apresentou uma

area muito maior nos cées positivos que nos negativos.

12
18 10
16 2
14 :
() o | I i il
() o _ m_ - ull
12 EHOL HXAL FXBO HIEE MHDO MPDO UDCM

cov Abreviatura | Média Neg | Média Pos | t-valor p-valor BA1
2-Etilhexan-1-01 EHOL 2 B3G50 12.57500 -2.13147 | 0.047940
Hexanal HxAL 000000 0.20800 -2.15447 | 0.045839
2-Fenoxigtoxibenzeno FXBO 437000 0.00000 2.49653 0.023111
2-Hidroxibenzoate de Benzila HIBE 093000 0.09600 223722 0.038957
3-Mefilheptadecanc MHDO 279222 0.53200 243131 0.025397
3-Metilpentadecana MPDO B.96333 2.79400 3.21902 0.005037
Undecanal* UDCH 1.01000 1.57700 -2.96137 | 0.008745

Figura 3: As médias de concentracdo dos COVs destacando os cdes positivos e negativos para
Ehrlichia canis, considerando o tempo de retencéo (A). Os COVs com diferenca significativa entre caes
positivos e negativos (B.1 e B.2). A especificacdo de cada sigla encontra-se no anexo IV.

Sabe-se que a orientacdo de vetores para suas fontes sanguineas € baseada em
estimulos, que podem ser visuais, tateis ou olfativos, sendo estes ultimos mediados por
estimulos quimicos. (GUERENSTEIN; LAZZARI, 2009).

No caso de carrapatos, ja foram detectadas diferencas na composi¢céo dos estimulos
guimicos em animais resistente ou suscetiveis. A resposta inflamatéria, em decorréncia da
picada do carrapato, também pode colaborar para que o animal seja mais atrativo ( WAMBURA
et al., 1998; BORGES et al., 2015; FRANZIN et al., 2017).

Os carrapatos tém uma menor preferéncia para bovinos da raca B. taurus indicus e
estes animais apresentam menores infeccbes de parasitas como Babesia e a Anaplama
(BOCK et al., 1999; JONSSON et al., 2008). Da mesma maneira que em beagles séo
observadas menor quantidade de formas imaturas de carrapato, mostrando seu potencial de
repeléncia (LOULY et al., 2009), o que corrobora com o presente estudo no qual os caes sem

raca definida tinham mais chances de se infectar.

Os compostos benzaldeido e 2-hezanona foram identificados como alomdnios, isto €,
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compostos que beneficiam o emissor, em cdes, quando avaliado contra a espécie R.
sanguineus (BORGES et al., 2015). A partir desses dois alombnios impregnados em coleiras
em caes naturalmente e artificialmente infectados por carrapato, pode-se observar a redugéo
da populacao de carrapato (larva, ninfa e adulto) (OLIVEIRA FILHO et al., 2016; 2017; 2018;
BARRETO etal., 2021). De acordo com Borges et al (2015) na andlise realizada com decano,

nonano e undecano, apenas o Ultimo causou a repeléncia do vetor.

Lopez-Lopez et al. (2023) avaliaram alguns COVs extraidos de pelo de cdes que
estimularam os receptores neurais olfativos do R. sanguineos, sendo eles: Acido isovalérico,
hexanal, heptanal e 6-metil-5-hepten-2-ona. Em bioensaio, observou que ao agrupar o 4cido
isovalérico, hexanal e heptanal desencadeou uma resposta atrativa a fémeas de R.
sanguineos. Percebe-se que a relacdo da atratividade pelos COVs ndo deve somente ser
observada isoladamente, e sim, que a juncdo desses compostos possam acarretar em uma

resposta comportamental também.

Estudos relacionando a infec¢éo por Ehrlichia canis e os COVs identificados em pelos

caninos néo foram encontrados na literatura, tornando este estudo pioneiro.

Apesar de encontrar o benzaldeido em um Unico cdo positivo, 0s outros quimicos
também encontrados podem alterar a resposta deste aloménio, uma vez que os aleloquimicos
podem ser influenciados pela atividade microbiana, dieta, variacdo sazonal e condi¢des
ambientais (POLDY, 2020), requerendo mais estudos sobre aleloquimicos e seu potencial a
associacdo a atratividade ou a repeléncia de carrapatos em cées infectados com Ehrlichia

canis.
4 CONCLUSAO

A infeccéo por E. canis encontrada neste estudo demonstra a significancia que essa
enfermidade consta entre os cdes no estado de Sergipe. Os fatores intervenientes associados
indicam a vulnerabilidade ecoldgica e da saude individual canina a esta bactéria. Faz-se
necessario o desenvolvimento de acdes de vigilancia para evitar o ectoparasitismo e
inquéritos epidemioldgicos, com a intengdo de realizar o diagnostico precoce e evitar a fase
crbnica da infeccdo nos caes. Outra medida a ser tomada é em relacdo a atividades
educativas com a populacdo no estado, principalmente em areas periféricas, com finalidade

de reverter os casos e melhorar a salde canina.

Os compostos aqui identificados ndo foram encontrados na literatura relacionados a
E. canis, visto que, ndo existem estudos com enfoque similar a este trabalho. O benzaldeido
foi 0 tnico composto identificado que pode ser associado a repeléncia de R. sanguineos. Trés
compostos foram relacionados a maior concentragdo nos caes com EMC e quatro aos caes

negativos, sugerindo que deve ser considerar ndo somente a presenga dos COVs, mas
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também a concentracdo deles encontrada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se transmisséo ativa para Leishmania spp. e Ehrlichia canis nos municipios de

Aracaju e Propria no estado de Sergipe.

Os fatores intervenientes identificados nesse estudo podem contribuir para a manutencéo do
ciclo de transmissao leishmaniotica e da Erliquiose Monocitica Canina. Devido a isto, medidas
de controle direcionadas a gestdo ambiental peridomiciliar e cuidado com a saude dos caes

podem auxiliar na reducédo dos indices dessas infeccdes.

O aumento da cobertura vegetal, mesmo que pequenos fragmentos, pode estabelecer uma

crescente de casos de LV.

Esse trabalho mostra um caminho promissor para a identificagdo de bioquimicos associados
a LV canina e a EMC, com a identificacdo de compostos em caes positivos e também pela

influéncia da concentracéo de cada composto.
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ANEXO I: CERTIFICADO DE APROVACAO DO CEUA

un"

L UNIVERSIDADE TIRADENTES
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO, PESQUISA E EXTENSAO
COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL - CEUA

CERTIFICADO DE APROVACAO DA CEUA

Centificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo molecular e identificagdo de
biomarcadores no pelo de clies com leishmaniose visceral”, registrada com o n°011121,
sob a responsabilidade de Claudia Moura Melo, que envolve a produgdo, manutengdo
ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA) e foi Aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE TIRADENTES, em reunido de 01/12/2021.

Finalidade

() Ensino ( X ) Pesquisa

Vigéncia da autorizagdo

06/12/2021 a 01/08/2023

Espécie/linhagem/raga

Canis  lupus  familiavis | Cées [

domésticos

N° de Animais

360

Peso/idade Peso: 500g a S0Kg / Idade: > 6 meses
Sexo machos e fémeas
Origem Residéncias nos municipios Sergipanos

de: Riachuelo, Nossa Senhora da Gloria e
Lagarto

Aracaju, 01 de dezembro de 2021

Maria Julia Nardelli

UNIVERSIDADE TIRADENTES J
AV, MURILO DANTAS N* 300 B FAROLANDIA
CEF 49.032:490 | ARACAJU - SE - BRASIL
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ANEXO Il: COMPROVANTE DE CADASTRO NO SisGen

Minizgtério do Meio Ambients .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADD

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AE41417

A atividade de acesso ao Patrimdnic Genético, nos termos abaino resumida, foi cadastrada mo SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamenios.

Mimero do cadastro: AEA1T

Usuario: TP

CPF/CNPJ: 02.886.710/0001-96
Ohbjeto do Acesso: Patrimcnic Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Psammolestes tertius

Titulo da Atividade: Dinamica da infecgao por tripanossomatidecs em populagoes de insetos e
hospedeiros vertebrados no Estado de Sergipe

Equipe

Claudia Moura de Melo ITP

Rubens Riscala Madi ITP

Jader de Oliveira Unesp - Araraquara

Jodo Aristeu da Rosa Unesp - Araraquara

Mara Cristina Pinto Unesp - Araragquara

Luiz Eduardo Roland tavares UFMS

Parceiras Macionais

48.031.918/0025-00 / Unesp - Campus Araraguara
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ANEXO Ill: PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE TIRADENTES - qmﬂup

- &

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: VIGILANGIA ENTOMOLOGICA FLEBOTOMINIGA (DIPTERA: PSYCHODIDAE) E
FATORES RELACIONADOS AS LEISHMANIOSES EM LOCALIDADES RURAIS
SERGIPANAS

Pesquisador: Rubens Riscala Madi

Area Tematica:

Versado: 1

CAAE: 36447220.9.0000.5371

Instituigao Proponente: SOCIEDADE DE EDUCACAD TIRADENTES S/5 LTDA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 4.654.181

Apresentagdao do Projeto:

Trata-ze de uma pesquisa ecoldgica descritiva e quali-quantitativa, que reunird informagdes de inventarios
de dipteros (Psychodidae) com armadilhas tipe CDC e guestionarios aplicados em residéncias em areas
rurais periurbanas. As pessoas serdo convidadas a confribuir com a pesguisa permitindo ou ndo a instalacio
das armadilhas nas residéncias € em responder aos guestionarios, apds explicagdo sobre os objetivos da
pesquisa, tempo de coleta e funcionamento das armadilhas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Inventariar a fauna flebotominica periurbana em diferentes faixas climaticas do estado de Sergipe e os
fatores relacionados a transmissio das leishmanioses nas residéncias rurais.

Objetivo Secundario:

-Inventariar a fauna de Flebotomineos (Psychodidag) em areas naturais & antropizadas de Sergipe;
-Averiguar por meio de registros moleculares a circulagio dos agentes etioldgicos do género Leishmania em
flebotomineos coletados.

-Investigar por meio de questionario fatores que contribuem com a presenga do vetor e fransmisséo das
leishmanioses em localidades rurais sergipanas.

Endsrego: Campus Faroléndia - Av. Murile Dantas, 300 - DPE - Bloco F - Téreo

Bairro: Baimo Farolindia CEP: 43.032-430
UF: SE Municipio: ARACAJU
Talefona:  (70)3216-2206 Fax: (79)3218-2100 E-mail: cep@unitbr

Pagra 01 e 04
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Confiruagan do Parecer: 4 554,131

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Acredita-se gue 05 riscos sdo minimos, visto que se trata da instalacio de armadilhas luminosas de baixo
consumo energético e aplicacio de questionarios. Porém, o participante pedera sentir algum desconforto
com o som ou luminosidade emitida pela armadilha durante o seu funcionamento, ou caso ndo consiga ler e

entender alguma pergunta do questionario.

Beneficios:
Identificar a circulagio de flebdtomos que estio em circulagdo em areas habitadas e proximas as
residéncias, como também a circulacdo dos diferentes agentes etioldgicos envolvidos nos ciclos da

Leishmaniose Visceral & Tegumentar.

O projeto de pesquisa apresenta as relagdes de riscos e beneficios de forma adequada, de acordo com a
Resolugio CNS n"466/12.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa com grande relevancia cientifica para a area de sadde publica, com impacto na
salde e no meio ambiente, da comunidade estudada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

As documentagdes foram inseridas cormetamente e enconfram-se datadas e assinadas conforme as normas
descritas na Resolugio CNS n® 466/12.

Recomendagdes:

Incorpora na metodologia os cuidados de biosseguranga que previnem a transmisséio da Covid 19 na coleta
de dados.

Conclusdes ou Pend&ncias e Lista de Inadequagdes:
As documentagdes foram inseridas corretamente e encontram-se datadas e assinadas conforme as normas

descritas na Resolugdo CNS n® 466/12. Nao ha pendéncias ou inadequacgdes para este projeto de pesquisa.

Enderego: Campus Farolindia - Av. Murile Dantas, 300 - DPE - Bloco F - Térreo

Bairro: Bairo Farolindia CEP: 40.032-490
UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefons: (70)3218-2206 Fax: (79)3218-2100 E-mail: cepEunithn
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m &

Conlinuagio do Parecer: 4 654,131

Consideragdes Finais a critério do CEP:

PB: Plataforma Brasil; PD: Projeto detalhado; FR: folha de rosto.

0O CEP informa que de acordo com a Hesolugdo CNS n® 466/12, Diretrizes e normas XI. 1 - A
responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclindvel e compreende os aspectos éticos e legais e
Xl1. 2 - X1.2 - Cabe ao pesquisador: a) apresentar o protocolo devidamente instruido aoc CEP ou & CONEP,
aguardando a decisio de aprovacdo ética, antes de iniciar a pesqguisa; b) elaborar o Termo de
Consentimento Livre & Esclarecido efou Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, quando necessario; ¢)
desenvolver o projeto conforme delineado; d) elaborar & apresentar os relatorios parciais e final; €)
apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela COMEP a qualguer momento; f) manter os dados da
pesquisa em arguivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade. por um periodo de 5 anos apds o
término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacao, com os devidos créditos
aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h) justificar
fundamentadamente, perante o GEP ou a GOMEP, interrupgao do projeto ou a ndo publicagdo dos
resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/08/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1581442 pdf 12:17:51
TCLE /Termos de | TCLE_DCA_MODIFICADO. pdf 10/08/2020 |Rubens Riscala Madi| Aceito
Assentimento / 12:16:08
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRosto_DCA_pdf 10/07/2020 | Rubens Riscala Madi| Aceito

11:19:59
Recurso Anexado Questionario_Morador.pdf 08/07/2020 | Rubens Riscala Madi| Aceito
|pelo Pesquisador 15:46:08
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhadoCEP. pdf 08/07/2020 | Rubens Riscala Madi| Aceito
Brochura 15:45:19
Investigador
Declaragio de Declaracao_Instituicac_DCA. pdf 08/07/2020 | Rubens Riscala Madi| Aceito
Instituicio e 15:41:50
Infraestrutura
Declaracio de Declaracao_Pesquisadores_DCA pdf 08/07/2020 | Rubens Riscala Madi| Aceito
Pesguisadores 15:34:53
Declaracio de Declaracao_Infraestrutura_DCA pdf 08/07/2020 | Rubens Riscala Madi| Aceito
Instituicdo e 15:34:01

Enderego: Campus Farolandia - Av. Murile Dantas, 3040 - DPE - Bloco F - Térreo

Bairro: Bairmo Farolindia CEP: 49.032-490
UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefone:  (79)3216-2206 Fax: (79)3218-2100 E-mail: cepi@unit br
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Continuagao da Paracer: 4 654,181
I Infraestrutura | Declaracao_Infraestrutura_DCA pdf 08/07/2020 | Rubens Riscala Madi| Aceito |
15:34:01

Situagado do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

ARACAJU, 16 de Abril de 2021
Assinado por:
ADRIANA KARLA DE LIMA
(Coordenador(a))
Enderego: Campus Farolandia - Av. Murilo Dantas, 300 - DPE - Bloco F - Térreo
Bairro: Bairro Farolandia CEP: 49.032-490
UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)3218-2206 Fax: (79)3218-2100 E-mail: cep@unitbr
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ANEXO IV: SIGLAS DOS COMPOSTOS ORGANICOS
IDENTIFICADOS

VOLATEIS

Compostos cov Compostos cov
1 Hexanal HXAL | 30 3-metiltridecano METD
2 Ciclooctatetraeno CTNO | 31 Tetradecano* TDNO
3 Heptanal® HNAL | 32 Dodecanal* DNAL
4 2-butoxietanol BTOX | 33 Geranilacetona GCNO
5 Benzaldeido BIDO | 34 Dodecan-1-ol* DNOL
6 | 6-metil-5-hepten-2-ona | MHNA | 35 Pentadecano* PDNO
7 Octanal ECTL | 36 Tridecanal TDAL
8 Decano* DANO | 37 | 3-metilpentadecano* | MPDO
9 2-etilhexan-1-ol EHOL | 38 Hexadecano* HXNO
10 Alcool benzilico ABCO | 39 Tetradecanal TDAL
11| 2-fenilacetaldeido | FCAO |40 | . 2610 TMPD
trimetilpentadecano
12 (E)-oct-2-enal EOEL | 41 1-octoxioctano* OCTO
13 1-feniletanona* FENA | 42 8-heptadeceno HEDE
14 Octan-1-ol* ONOL | 43 Tetradecan-1-ol TDOL
15 Nonanal* NAAL | 44 Heptadecano* HDNO
16 (E)-non-2-enal* NONL | 45 2,6,10,14- TMPO
tetrametilpentadecano
17 Nonan-1-ol NOOL | 46 Pentadecanal PDAL
18 Naftaleno* NTNO | 47 2-benzilideneoctanal BDAL
19 Decan-2-ona* DONA | 48 3-metilheptadecano MHDO
20 Dodecano* DDNO | 49 Octadecano* ODNO
21 Decanal* DCAL | 50 | 2-fenoxietoxibenzeno FXBO
22 2-fenoxietanol* FXEL | 51 Hexadecanal HDAL
23 (E)-dec-2-enal* EDEL |52 | Tetradecanoatode | ypp,
propano-2-ila*
24 Decan-1-ol DCoL | 53| 2-Mdroxibenzoatode |\, pp
benzila
25 Acido nonandico ACNO | 54 Hexadecanol HDOL
26 Undecan-2-ona* UNNA | 55 Nonadecano* MDNO
27 Tridecano* TDCN | 56 | Metil n-hexadecanoato | MNHD
28 Undecanal* UDCN | 57 | Hexadecanoato de etila | HEET
29 (E)-undec-2-enal EUDL | 58 Eicosano EINO
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