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APRESENTACAO

O presente livro faz uma breve reviséo bibliografica sobre a Leishmaniose visceral
canina (LVC) e, aborda um estudo de campo realizado com o intuito de identificar possiveis
animais com parametros clinicos e/ou laboratoriais que sugerissem infec¢éo ativa ou
subclinica. Estes animais foram provenientes de dois bairros da Zona Sul da cidade
de Sao Paulo-SP, dentre eles haviam animais de comunidades que possuiam tutores e
animais errantes. Os animais foram escolhidos aleatoriamente para o estudo, porém todos
participaram da campanha de esterilizacéo eletiva promovida pela Universidade de Santo
Amaro (UNISA) em parceria com a sub-prefeitura regional. Para uma ampla abordagem
e, sabendo-se que o diagnéstico de LVC é complexo e depende de diversos fatores,
todos os animais participantes passaram por exame clinico minucioso e coleta de material
biolégico para realizagdo de exames soroldgicos, bioquimicos e moleculares. Como parte
dos resultados, observou- se que a regido ndo demonstrou risco epidemiol6gico para a
LVC, porém os animais que tiveram altera¢des laboratoriais, sugeriu-se acompanhamento
clinico com um médico-veterinario.

M.V. Msc. Leticia Maria Molla
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RESUMO

AlLeishmaniose Visceral € uma doenca sistémica, de curso crénico e grave. E uma zoonose de
grande importancia em diversos paises do mundo, causada nas Américas por um protozoario
(Leishmania infantum chagasi) parasita intracelular obrigatério e transmitido ao homem e
aos animais pela picada de flebotomineos, sendo no Brasil Lutzomyia longipalpis a principal
espécie vetora. Com o0 objetivo de avaliar a ocorréncia de Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) em regides ndo endémicas da cidade de Sao Paulo, foram coletadas e analisadas 153
amostras de sangue de cdes de ambos os sexos, com idade a partir de 3 meses, com ou sem
de raca definida e com ou sem sintomatologia clinica sugestiva da doenga, animais estes
participantes de campanha de esterilizagao cirargica eletiva promovida pelas subprefeituras
regionais dos bairros do Grajau e llha do Bororé em parceria com ONG (Organizagéo
Nao Governamental). Foi realizada sorologia empregando-se os métodos DPP® (ensaio
imunocromatograficos) e Elisa (teste imunoenzimatico), que atualmente séo utilizados como
triagem diagnostica para LVC; a R.I.F.I. (Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta) também foi
realizada como teste sorol6gico complementar na investigagao sorolégica para LVC. Também
foi realizado o teste bioquimico de relacdo A:G (Albumina/ Globulina) para verificagdo de
alteracédo das proteinas séricas. Como diagnoéstico molecular foi realizado o PCR (Reacgéo
em Cadeia de Polimerase) de sangue, com o uso dos primers LITSR e L5.8S do gene ITS. No
exame fisico realizado encontraram-se alteragées dermatolégicas em 13 dos 153 animais, o
que equivale a 8,5% dos casos. Nos exames sorol6gicos foi encontrado resultado positivo em
um animal, para R.L.F.l. e no exame molecular um animal foi positivo no PCR, os dois animais
pertencentes a mesma regiao (Grajau). Os resultados bioquimicos demonstraram alteracéo
da relagéo A:G em 8 animais de todos avaliados. Os resultados puderam demonstrar que,
nos animais e regides avaliadas, ndo ha risco epidemioldgico, mas que alguns animais devem
manter acompanhamento clinico e laboratorial periédico.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a chronic and severe systemic disease. It is a zoonosis of great
importance in several countries of the world caused, in the Americas by a protozoan
(Leishmania infantum chagasi) obligatory intracellular parasite transmitted to man and
animals by the bite of sand flies, and Lutzomyia longipalpis is a main vector species in Brazil.
In order to detect the presence of Leishmania spp. were analyzed 153 blood samples from
dogs of both sexes, aged 3 months and up, with or without a breed set and with or without
clinical symptoms suggestive of the disease, all the animals were patients of the elective
surgical sterilization campaign promoted by city hall of the districts of “Grajad” and “llha do
Bororé” in partnership with NGO (Non-Governmental Organization). The tests used in this
paper were DPP® (immunochromatographic assay) and Elisa (enzyme immunoassay),
are known as diagnostic screening by Brazilian governmental agencies; R.I.F.l. (Indirect
Immunofluorescence Reaction) was also performed as a complementary serological test in the
serological investigation. A biochemical test of A:G ratio (Albumin / Globulin) for the selection
of serum proteins was also carried out. As a molecular diagnosis a PCR (Polymerase Chain
Reaction) was performed using the LITSR and L5.8S primers of the ITS gene. Were detected
dermatological findings in 13 of the 153 animals; in the serological tests were found positive in
one animal, for R.I.F.l. and one animal molecular tests were positive in the PCR, both animals
belonged to the same region (“Grajad”). The biochemical results showed a change in the A:G
ratio in 8 of the animals. The results showed that 2 animals had positive tests, but it was not
possible to conclude on which species of Leishmania they may be affected and that animals
who presented any kind of sign should have periodic medical monitoring.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca de carater zoonético e considerada
uma doenga negligenciada no Brasil e em diversos paises do mundo, a qual faz milhares de
vitimas anualmente. E uma doenca em expansdo e em urbanizacgéo, sendo que ha alguns
anos atras era considerada doenca de carater rural. Tém maior incidéncia em paises
subdesenvolvidos, individuos de areas mais carentes (baixa renda, locais sem saneamento
basico, baixo acesso a assisténcia a salde, etc.), criancas e pessoas imunossuprimidas’2.

No presente estudo fora realizado um levantamento da possivel ocorréncia de
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em alguns bairros da regido Sul da cidade de Sao
Paulo. Os bairros escolhidos estéo localizados no extremo da Zona Sul da cidade, sendo
eles: Grajau e llha do Bororé, onde ha alta densidade de mata nativa, inclusive Area de
Protecdo Ambiental (APA), alta taxa de populagéo de baixa renda e alta densidade de
animais errantes. A coleta de material biol6gico, dos animais envolvidos no estudo, foi
realizada em parceria com a equipe do professor Rafael Agopiran, que promove, de forma
conjunta entre Prefeitura e ONG, campanhas de castragao eletiva cirtrgica de caes e gatos
em diversos bairros da cidade de S&o Paulo.

Ha alguns anos vém sendo relatados diversos casos de abandono de animais,
especialmente caes, na regido da llha do Bororé, o problema é algo constante o que ja
rendeu o apelido de “llha do Abandono” a ela. Segundo site da prefeitura de Sdo Paulo?,
em 2016 a gerente da Vigilancia Ambiental da Suvis (Supervisdo em Vigilancia a Saude)
Capela do Socorro, Patricia Placona Diniz, explicou que:

Se os animais sdo abandonados em vias publicas, podem trazer problemas
como atropelamento, acidentes com mordeduras e arranhaduras. Além de
esses animais servirem de reservatérios para algumas zoonoses, como raiva
e leishmaniose (doenca transmitida por insetos) e abrigarem vetores como
carrapatos e pulgas.

Uma reportagem no site da CBN (Central Brasileira de Noticias) em agosto de
2016*, abordou o tema sobre a populagdo que habita moradias irregulares as margens
da Represa Billings e a falta de saneamento basico na regido. O Grajau é o bairro mais
populoso de Sao Paulo, cerca de 80% da area esta coberta por Mata Atlantica preservada
e ha muitos problemas em relagdo a saude, seguranca e saneamento. Segundo senso
do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) a regido possui cerca de 360 mil
habitantes e ocupa a posigdo de nimero 90 no IDH (indice de Desenvolvimento Humano)
entre os 96 distritos da cidade®.

O IBGE em parceria com o Instituto Pasteur fez um levantamento em 2016, baseado
na série histérica de animais vacinados e, contabilizou uma populagéo canina de 1.119.385
animais somente no municipio de Sao Paulo®.

Nesse estudo os animais foram submetidos a exames de sangue para verificagao
da possivel ocorréncia de positividade para Leishmaniose Visceral em caes residentes
da regido, sendo eles pertencentes a tutores ou animais errantes e/ou resgatados por
protetores animais.



REVISAO DE LITERATURA

11 HISTORIA DA LEISHMANIOSE

A Leishmaniose ainda é uma das doengas mais negligenciadas no mundo e, afeta
milhares de pessoas ao redor do mundo. Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan,
Wright, Lindenberg e Vianna, independentemente, no século XIX identificaram os parasitas
que causam Leishmanioses, a cada, Ronald Ross deu o nome genérico de Leishmania.
Em 1904, Cathoire e Laveran encontraram Leishmania em criangas com anemia esplénica.
Nicolle nomeou o parasita de L. infantum e identificou cdes como reservatérios em Tunis
em 1908. Carini identificou Leishmania em les6es mucosas de pacientes no Brasil em 1912,
No inicio dos anos 40, Swaminath, Shortt e Anderson na india e, Adler e Ber na Palestina
demonstraram a transmissdo de L. donovani e L. tropica (provavelmente L. major) por
flebotomineos®.

Caracteristicas clinicas e geograficas da doenga em humanos vém sendo
suplementadas pelos estudos em animais reservatérios e vetores, 0 comportamento da
Leishmania em animais e a ecologia natural dos ciclos da Leishmania fortalece as bases de
classificagdo das espécies e o conhecimento sobre a transmissédo e a doenca. A partir da
década de 70 foram introduzidas as andlises de isoenzimas e na década de 80 os estudos
do DNAS®.

Técnicas parasitologicas diretas, como: aspirados de linfonodo, de bago e de lesdes
de pele ainda sdo métodos diagnésticos de referéncia. A partir de 1990 introduziu-se o
diagnostico por PCR (reagéo em cadeia de polimerase) o qual identifica o kDNA do parasita,
0 qual aumentou a possibilidade de diagnosticos a partir de diversas amostras de tecidos
e até mesmo o sangue. O diagnostico laboratorial complementar também é usado como
auxiliar, pois apresenta, geralmente, anemia e hiperglobulinemia'®.

2| EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As Leishmanioses sdo doencas de alto potencial zoonético, que acometem homens
e animais. Encontra-se entre as seis endemias consideradas prioritdrias no mundo.
O registro do primeiro caso no Brasil ocorreu em 1913, quando foi descrito um caso de
necropsia em um paciente oriundo do Mato Grosso. Nessa mesma época foi realizado
um estudo para diagnéstico da febre amarela, que resultou no encontro de 41 casos
positivos para Leishmanioses em individuos das regides Norte e Nordeste, nesta ocasiao
o flebotomineo Lutzomyia longipalpis foi incriminado como vetor e foram descobertos os
primeiros casos em cées'.

Essas doencas sdo consideradas problemas de saude publica devido a sua
magnitude e complexidade clinica, biol6gica e epidemiolbgica. Afeta principalmente regides
mais pobres e paises em desenvolvimento, 0 que corrobora para que seja realizado um
esforgo coletivo entre paises, organizagdes, governos, instituicbes e as sociedades para o
controle’.

As Leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, o qual
ha mais de 30 espécies catalogadas e sua transmissdo se da através da picada da fémea
de flebotomineo contaminada, ha mais de 90 espécies de flebotomineos conhecidas
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como potenciais transmissores de Leishmanioses. Existem trés principais formas de
Leishmaniose, sendo elas?:

2.1 Leishmaniose Cutanea e Mucocutianea

- Leishmaniose Cutanea — é a forma mais comum entre as Leishmanioses, causando
lesbes cutaneas, principalmente ulceragdes em areas do corpo expostas. Caracteriza-se
por grandes cicatrizes. Estima-se que ocorram entre 0,6-1 milhdo de novos casos ao ano
no mundo. Em média de 95% dos casos ocorre nas Américas, bacia Mediterranea, Oriente
Médio e Central da Asia. Mais de 2/3 dos novos casos ocorrem em seis paises: Afeganistao,
Algéria, Brasil, Colémbia, Iran e Republica Arabe da Siria®”.

- Leishmaniose Mucocutanea — € a forma que causa total ou parcial destruicéo das
membranas mucosas no nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos ocorre na Bolivia,
Brasil, Etiopia e Peru?’.

Nas Américas, as formas: cutdnea e mucosa, ocorrem em 20 paises, sendo
endémica em 18 deles, com diferentes intensidades de transmissao. Entre os anos de 2001
a 2015 foram reportados a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais de 840 mil novos
casos, com uma média anual de mais de 56 mil casos distribuidos em 17 dos 18 paises
endémicos. Nos ultimos cinco anos observou-se uma diminuigdo no nimero de casos e em
2015, 17 dos 18 paises endémicos, reportaram uma média de 46 mil casos. Do total de
casos da regido das Américas, 70% foram reportados no Brasil, Coldmbia e Peru. A taxa de
incidéncia das Américas foi de 18.35 casos por 100 mil habitantes e, as maiores incidéncias
foram registradas no Suriname e Nicaragua?’.

2.2 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral — também conhecida como Calazar (Kala-azar) é a forma
clinica mais grave, devido as complicagcdes associadas, pode evoluir para a morte em até
95% dos casos ndo tratados corretamente. E caracterizada por picos febris irregulares,
perda de peso, aumento consideravel do baco e figado e, anemia. E altamente endémica
na area subcontinental da india e Leste da Africa. Estima-se que ocorram cerca de 50-90
mil novos casos ao ano no mundo. Em 2015 mais de 90% dos casos reportados pela OMS
ocorreram em 7 paises, sendo eles: Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Sudao do Sul
e Sudao?’.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reportou que em 2012 a leishmaniose
visceral distribuia-se por 102 paises, areas ou territérios pelo mundo. Na maioria dos
paises o estudo refere-se a um niumero de casos reportados até 2010 (desde 2008), a OMS
estimou que 90% dos casos de leishmaniose visceral humana (LV) ocorreu em 6 paises:
Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sul do Suddo e Suddo®. Ja, em outro levantamento feito,
estimou-se que em 2012 houve 300 mil casos de LV, com mais de 20 mil casos de morte
no mundo, esse senso demonstrou que o Brasil reportou mais de 1.000 novos casos de LV
em 20128,

Nas figuras abaixo, publicadas no site World Health Organization (WHO)2, nos anos
de 2013 e 2015 respectivamente, observa-se que alguns paises em 2013 representados
pela coloragéo cinza claro (dados nédo aplicaveis) ou cinza escuro (sem dados), no ano de
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2015 mudaram de classificagé@o para a coloragéo résea (até 100 casos reportados no ano),
como por exemplo: Iémen e Oma. Em outra situacéo observa-se que a China, por exemplo,
era classificada em 2013 como pais com reporte de 100 a 499 casos/ ano (coloragédo
vermelho fosco no mapa) e, em 2015 essa classificagdo aumentou para 500 a 999 casos
reportados/ ano (coloragdo vermelha no mapa). A mesma situagcdo ocorre no Quénia.
Ja na Somadlia observa-se nos mapas que, em 2013 (coloracdo vermelha) reportaram-
se de 500 a 999 casos/ ano e em 2015 esse reporte aumentou para >1.000 casos/ ano
(representacdo em coloracgao vinho no mapa). Em contrapartida ha situacdes de diminuicao
do status endémico da doenga em, por exemplo, Bangladesh que no ano de 2013 estava
classificada com reportes de >1.000 casos/ ano e em 2015 diminuiu sua classificagdo para
500 a 999 casos/ ano. Situagcao semelhante verifica-se no Paraguai onde em 2013 estava
classificado com 100 a 499 casos/ ano e em 2015 diminuiu para <100 casos/ ano.

J& no Brasil, os dois periodos demonstram a preocupante situa¢do de >1.000 casos/
ano reportados, assim como na india, Sudéo e Etiopia.

Figura 1 - Estado da endemicidade da LV no mundo, 2013.
Fonte: (WHO, 2013)2.
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Figura 2 - Estado da endemicidade da LV no mundo, 2015.
Fonte: (WHO, 2015)2.

Nas Américas os casos de Leishmaniose Visceral estdo presentes em 12 paises, no
entanto 96% dos casos ocorrem no Brasil. No periodo de 2001 a 2015 foram reportados
mais de 52 mil casos nas Américas e, observou-se que entre 2004 e 2011 houve uma
tendéncia estavel no nimero de casos, com média anual de cerca de 3.800 casos. Em
2012 houve reducéo de 1.000 casos no numero anual e, a partir de 2013 houve incremento
de casos atingindo um numero de quase 3.500 no ano. Em 2015 reportou-se uma taxa
de 2,27 casos por 100 mil habitantes, o que resultou em 3.456 casos de Leishmaniose
Visceral nas Américas. Esses casos ocorreram em oito paises e dos casos reportados,
95% ocorreram no Brasil’.

No Brasil € uma doenca de notificacdo compulsoéria, conhecida como Calazar,
barriga d’agua, esplenomegalia tropical, dentre outras denominagdes, segundo o Ministério
da Saude entre os anos de 1984 a 2002 foram notificados 48.455 casos de LV, sendo que
66% destes estavam localizados nos estados da Bahia, Ceara, Maranhdo e Piaui. Nos
Gltimos 10 anos desse levantamento a média anual de casos foi de 3.156, concluindo que
a incidéncia foi de dois casos para cada 100 mil habitantes. A doenca demonstrou-se mais
frequente em criancas de até 10 anos, sendo que 41% (dos 54,4% casos de criangas)
ocorreram em menores de 5 anos de idade, isso se da pela maior susceptibilidade relativa a
imaturidade imunoloégica desses individuos, agravado pelos casos de desnutricdo que sdo
comuns nessas areas de maior ocorréncia da LV'.

Apesar de ser conhecida como doenca de carater eminentemente rural, os
desmatamentos e os processos migratdrios somados ao crescimento urbano desordenado,
tém sido apontados como os principais determinantes para a expansao e alteracéo do
perfil epidemiolégico da LV no Brasil, o que facilitou a urbanizagéo do vetor em municipios
de médio e grande porte. Na década de 90, em média 89% dos casos se concentravam
na regido Nordeste e estavam distribuidos em quatro regides brasileiras. Em meados da
década de 2000, a média dos casos registrados no Nordeste, caiu para 53% e, a partir de
2009 a doenga passou a ocorrer em todas as regides do pais, demonstrando a urbanizacéo
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da LV. No ano de 2012, a regido Nordeste foi responsavel por 43,1% dos casos no pais.
Dados dos ultimos 10 anos demonstram surtos de LV no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS*), Teresina (PIl), Natal (RN), Sao
Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagari (BA) e epidemias ocorridas em Trés Lagoas (MS*),
Campo Grande (MS*) e Palmas (TO). E importante ressaltar que a principal condigdo
de transmissibilidade nesses novos ambientes esté relacionada a adaptacédo do vetor
Lutzomyia longipalpis ao peridomicilio, favorecida por diversos fatores e pela presenca de
animais domésticos® 101,

A figura 3, abaixo, demonstra a estratificacdo dos casos de LV no Brasil, segundo
média de casos reportados entre 2005 e 2007.

Figura 3 - Estratificacdo de casos de LV, Brasil, segundo média de casos reportados entre 2005
e 2007.

Fonte: (SVS/MS, 2015)2.

A figura 4, abaixo, demonstra a estratificacdo dos municipios segundo média de
casos de LV no Brasil, entre 2013 e 2015.

Na comparacéo entre as figuras 3 e 4 podemos observar uma diminui¢éo percentual
de 1,8% nas areas sem transmissdo da doenca e, em contra partida, um aumento de
casos nas regides de transmissao esporadica, moderada e intensa; com maior percentual
de aumento nas areas de transmissdo moderada, atingindo assim, 44,3% de aumento
de casos; seguido por 16,2% de aumento nas regides de transmissao intensa e 2,1% de
aumento nas regides esporadicas. Com esses dados podemos concluir que a LV esta em
expansao de casos pelo Brasil e devem ser tomadas medidas de controle e tratamento
adequados a seres humanos e animais. A minimizacéo da expanséo de casos sera eficiente
somente quando governo e populacao trabalharem juntos em prol da saude do pais.
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Figura 4 - Estratificagdo dos municipios segundo média de casos de LV, Brasil, 2013 a 2015.
Fonte: (SVS/MS, 2015)2.

Um estudo realizado por Cavalcante e Vale'®, demonstrou que a LV é uma doenca
endémica no estado do Ceara e, 0os casos avaliados no periodo de 2007 a 2011, revelaram
que em 162 dos 184 municipios houve notificagdo de casos, com uma média anual de
597+29 casos, 0 que correspondeu a 15% dos casos no pais, revelando assim, uma
incidéncia de seis casos por 100 mil habitantes.

Em um estudo epidemioldgico retrospectivo descritivo no municipio de Aracaju
(SE), também realizado entre os anos de 2007 a 2011, por Goes et al.’, apresentou 128
novos casos de LV notificados, o que representou uma média de 25 casos anuais, tendo
o predominio de casos em pessoas do sexo masculino (65%) e criangas de até 4 anos
de idade (26%) e, o coeficiente médio de incidéncia foi de 23 casos para cada 100 mil
habitantes.

No ano de 2016 foram notificados ao Ministério da Saude 3.626 casos de LV em
humanos e 275 mortes pela doenca no pais, desses casos, o Estado de S&o Paulo notificou
119 casos confirmados e 11 ébitos’s.

O Portal da Saude — SUS fez um levantamento de casos confirmados entre os anos
de 1990 a 2015, nas grandes regibes e unidades federadas, destes dados observa-se que
a regido de maior prevaléncia em todos os anos é a Nordeste, seguida pela regido Norte
e Sudeste. Ja no ano de 2015 a prevaléncia sofreu uma leve alteracdo, com relagdo as
regides, desta forma a regido Sudeste ultrapassou a Norte em nimero de casos. A respeito
da regido Sudeste o estado de Minas Gerais é o de maior prevaléncia de casos de LV em
todos os anos avaliados, a partir de 2000 iniciaram as notificagcdes de casos em Séo Paulo
colocando o estado no segundo lugar do ranking dentre os quatro estados do Sudeste (MG,
SP, ES e RJ), sendo entao, a partir do ano de 2002 um estado com mais de 100 casos/ ano
registrados’s.

A figura abaixo demonstra o ranking de casos de LV no Brasil, dividido por regides,
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entre os anos de 2006 e 2015.

Figura 5 - Casos de Leishmaniose Visceral por regides brasileiras, 2006 a 2015.
Fonte: (SVS/MS, 2015).

Com os dados vistos no grafico apresentado na figura acima, observar-se que o
Nordeste se mantém como principal regido em prevaléncia de LV, seguido pelas regides
Norte e Sudeste, que alternam de posi¢do no decorrer dos anos.

Em estudo realizado no estado de Sao Paulo entre 1999 e 2011 detectou-se que 73
municipios tém potencial transmisséo da doenga para humanos, as primeiras ocorréncias
foram em locais de maiores temperaturas e menos umidas, mas as ocorréncias conseguintes
também se deram em regides menos quentes e mais Umidas. A expanséo da LV humana
demonstrou eixo de disseminacéo do noroeste para o sudeste e eixo secundario de norte
a sul do estado, possiveis fatores determinantes para essa expansdo foram a rodovia
Marechal Rondon e a construgdo do gasoduto Brasil-Bolivia. Os municipios detectados
com maior taxa de incidéncia e mortalidade incluiram Aragatuba, Presidente Prudente e
Marilia'. Outro estudo conduzido na mesorregiao de Presidente Prudente (SP) e publicado
em 2017, também concluiu que o gasoduto Bolivia-Brasil, a rodovia Marechal Rondon,
as altas temperaturas anuais e fatores econémicos sdo os principais fatores de risco na
dispersao da LV no estado de SP*@.

Na edicdo de 2015 do Boletim Epidemiolégico Paulista (BEPA)'™ foram publicados
os dados analisados durante o ano de 2014 que revelaram 132 municipios do estado
de Sao Paulo com transmissdo de LV, sendo que destes, 76 municipios apresentaram
casos humanos e animais autdctones, 47 municipios apresentaram casos caninos nao
autoctones e 9 apresentaram casos autoctones somente em humanos. No estado de Séao
Paulo, durante o periodo de 1999 — 2014 foram notificados 5.798 casos suspeitos de LV,
sendo 2.467 casos autoctones, distribuidos em 85 municipios, e com indice de mortalidade
de 8,7% O ano de maior incidéncia foi 0 ano de 2008 (294 casos) e 0 ano com maior taxa
de letalidade foi 2003 (14%). A figura 6 abaixo, demonstra o mapa do estado de S&do Paulo
e a distribuicdo de municipios, em dezembro de 2014.
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Figura 6 — Distribuicdo de municipios segundo a classificagao epidemiologica para
Leishmaniose Visceral em dezembro de 2014, Estado de Sao Paulo.

Fonte: (BEPA, 2015)

31 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

3.1 Epidemiologia

O Centro de Controle de Zoonoses de Presidente Prudente (SP) confirmou, em
reportagem publicada no dia 06/03/2017 pelo portal G12°, 46 novos casos de LVC, sendo
que, esses registros sdo referentes ao ano de 2016 e destes, 45 casos sdo autéctones.
Com essa nova informacgéo, a cidade registra a soma de 256 casos de LVC em 2016
sendo que, 16 deles importados e os demais aut6ctones. Em nova publicagéo ocorrida em
25/06/2017, o Diario Oficial — DHOJE Interior's, registra que ja foram confirmados, nessa
regido, mais de 140 casos caninos no primeiro semestre de 2017.

Em 25/06/2017 a matéria intitulada “S&o Paulo em alerta contra a Leishmaniose” -
Diario Oficial DHOJE Interior's, informa que ja foram registrados seis casos de leishmaniose
canina em Rio Preto (SP) no primeiro semestre de 2017; durante todo o0 ano de 2016 foram
notificados 42 casos, mas até o momento ndo foram registrados casos autoctones em
humanos. Ja na cidade de Votuporanga (SP) houve registro de 135 caes positivos em
2017,

Na cidade de Aracatuba (SP), no primeiro semestre de 2016, foram registrados 340
casos de cdes positivos com Leishmaniose Visceral, o que equivale a quase metade dos
casos reportados no ano todo de 2015 (733 caes positivos). Segundo o Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ) esse numero pode ser pelo aumento de exames realizados. Equipes
fazem trabalho de conscientizacdo e orientagdo em residéncias e, o CCZ recebe tutores
com seus animais para a realizagdo de exames diagnoésticos; reportagem publicada em
14/08/2016, pelo portal G121

No dia 29/06/2017, o portal G122, publicou nota em que a prefeitura de Valinhos (SP)
confirmou 24 casos de LVC, destes ja houve cinco mortes, sendo uma delas por eutanasia,
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devido estado avancado da doenca no animal e, ainda estdo sendo investigados 61 casos
suspeitos na mesma regido. Em novo levantamento feito pela Prefeitura de Valinhos e,
publicado pelo portal G1 em 10/07/20172%, houve a confirmagado de 44 casos de LVC e seis
mortes, todos provenientes da zona rural da cidade.

A Prefeitura de Indaiatuba (SP) confirmou ao portal G12, em 10/07/17 que ha sete
casos confirmados de LVC e um dos animais veio a 6bito. Nessa mesma reportagem, a
prefeitura de Campinas (SP) confirmou um caso positivo canino e outros trés animais estao
em investigacdo; a doenga comegou a causar atencao a essa regido apos surto de LVC na
cidade de Valinhos (SP), até o momento néo ha reporte de casos humanos nas regides?.

Um estudo realizado em Panorama (SP), por Galvis-Ovallos et al., capturou
e analisou a populagéo de flebotomineos durante o periodo de 24 meses (entre 2012 e
2014); apresentando uma amostra total de 4.120 flebotomineos capturados, no qual houve
a predominéncia de L. longipalpis em 97,2% das espécies capturadas, sendo 74,8% de
machos e 25,2% de fémeas e, a mais alta prevaléncia de captura ocorreu entre os meses
de novembro a margo (estagéo chuvosa no estado de Sao Paulo).

D’Andrea et.al.® fizeram um levantamento da mesorregido de Presidente Prudente
e Montalvao (SP), o Estado de Sao Paulo possui uma distribuicao espacial de L. longipalpis
e LVC em 148 municipios, onde o vetor foi encontrado em 32 dos 45 municipios da
mesorregido de Presidente Prudente e, LVC foi encontrada 15 dos 45 municipios desta
mesma mesorregiao.

Na publicagédo de 2015 do Boletim Epidemiol6gico Paulista (BEPA)' foi apresentado
o levantamento entomoldgico do Lu. longipalpis no estado de SP o qual detectou a presenca
da espécie em 177 municipios paulistas, conforme mapa apresentado na figura 7 abaixo.
Todos os locais grifados em vermelho, sdo municipios com presenca de Lu. longipalpis.

Figura 7 — Distribuicdo de municipios com presenca de Lutzomyia longipalpis no Estado de Sao
Paulo, dezembro de 2014.

Fonte: (BEPA, 2015)°.
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3.2 Vetor

Os vetores da doenga sdo insetos voadores conhecidos como flebotomineos e
sdo de grande importancia médica, pois sdo vetores de diversos patdgenos, incluindo os
responsaveis pela Leishmaniose. Apesar de ndo haver um consenso universal sobre a
classificagcao genérica dos flebotomineos, o posicionamento das espécies no Velho Mundo
€, geralmente, mais aceito do que a classificagdo dada no Novo Mundo. Durante muitos
anos somente 3 géneros tém sido reconhecidos: Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius®. No
caso dos flebotomineos neotropicais, ha diversos conceitos e divergéncias entre autores,
uma classificagéo publicada por Galati, et al.?%, apresentam 464 espécies em 22 géneros,
20 subgéneros, 3 grupos de espécies e 28 séries.

O principal vetor envolvido na transmisséo da Leishmaniose, ao cdo e ao homem, é
da espécie Lutzomyia longipalpis. O c&o € o principal reservatorio doméstico do protozoario
Leishmania®®. Entretanto apés a ocorréncia de casos de LVC em uma cidade da grande
Séo Paulo, onde as espécies de flebotomineos predominantes séo Pintomyia fischeri e
Migonemyia migonei, Galvis-Ovallos et al.?8, fizeram um estudo experimental com essas
trés espécies de flebotomineos, onde foram avaliados: hébito alimentar, atratividade ao
céo, expectativa de vida ap6s repasto sanguineo e a susceptibilidade ao L. infantum. Com
os resultados obtidos nesse estudo péde-se concluir que as duas espécies tém atratividade
pelo cdo, porém varia conforme a intensidade de ocorréncia de cada espécie na regido. O
habito alimentar das trés espécies demonstrou que o Lu. longipalpis tém, significativamente,
maior proporgao de alimentagéo por sangue canino. A frequéncia de repasto sanguineo do
Lu. longipalpis € maior do que das outras duas espécies estudadas; quanto a sobrevida
apos repasto sanguineo, as trés espécies, mesmo em baixa densidade, sdo passiveis
de manter o ciclo de transmiss&o, pois tém longa vida infectiva. E no experimento da
susceptibilidade ao L. infantum concluiu-se que, ap6és contaminacdo experimental, o Pi.
Fischeri teve susceptibilidade no desenvolvimento do L. infantum em seu organismo,
porém, o Pi. Fischeri tem eficiéncia mais baixa na transmisséo da L. infantum do que o Lu.
longipalpis, entretanto na auséncia da principal espécie de vetor, o Pi. fischeri apresenta
potencial para ser vetor da Leishmania®.

No ciclo de vida do flebotomineo as fases de ovo, larva e pupa desenvolvem-
se em microambientes Umidos e ricos em matéria organica. Os tempos precisos de
desenvolvimento de cada fase nao sao fixos, pois a temperatura ambiente influencia nesse
tempo, sendo que baixas temperaturas aumentam o tempo de desenvolvimento e altas
temperaturas encurtam esse tempo. Em condi¢des laboratoriais os ovos desenvolveram-se
em média de 7 — 10 dias, larvas demoram, pelo menos 3 semanas para transformarem-
se em pupas e o adulto emerge da pupa depois 10 dias, sendo que os machos emergem
mais rapido que as fémeas; os estagios imaturos séo dificeis de encontrar na natureza e
os locais de alimentag@o da maioria dos vetores sdo desconhecidos'®%. O ciclo de vida do
flebotomineo & mostrado esquematicamente na figura abaixo.
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Figura 8 - Ciclo de vida esquemético do flebotomineo.
Fonte: (WHO, 2010)¢

Como comportamento reprodutivo, os machos de algumas espécies, como: Lu.
longipalpis, Lu. migoneie P. argentipes, esperam no hospedeiro pelafémea e nesse momento
de alimentacédo da fémea os machos a cortejam para reproduzir, esse comportamento é
conhecido como lekking'.

As fémeas de praticamente todas as espécies se alimentam de sangue do hospedeiro
para ter o desenvolvimento dos ovos. Durante o dia os flebotomineos ficam alojados e
protegidos em locais frescos e Umidos, como: vegetacdo densa, buracos em paredes,
latrinas, celeiros, estabulos, dentre outros. A atividade alimentar dos flebotomineos é
crepuscular e noturna®2.

No Brasil os flebotomineos sao popularmente conhecidos como: mosquito palha,
tatuquiras e birigui, dependendo da regido do pais. Na década de 2.000 duas espécies
foram relacionadas com a transmissdo da doencga, sendo elas: Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia cruzi, sendo que a Lu. longipalpis € considerada a principal espécie transmissora
do protozoario Leishmania infantum chagasi. A distribuicdo do Lu. longipalpis no Brasil é
ampla e em expanséo, sendo encontrada em quatro das cinco regides brasileiras: nordeste,
norte, sudeste e centro-oeste’.

Nas regides norte e nordeste o vetor encontra-se, originalmente, em éareas de
mata, porém com a expansao demogréfica esses insetos adaptaram-se a 4rea rural e sua
adaptacdo deu-se, principalmente, pela presenca de animais sinantropicos e silvestres.
Na regidao sudeste verificou-se, no final da década de 80, uma adaptacédo desse inseto
aos ambientes urbanos, em periferias de grandes centros, podendo assim ser encontrado
em peri domicilio, galinheiros, chiqueiro, canil, paiol e ambiente intra domicilio. O Lu.
longipalpis adapta-se facilmente ao peri domicilio e a variacdes de temperatura, podendo
ser encontrado no interior dos domicilios e em abrigos de animais domésticos, ha indicios
de que o maior periodo de transmissdo ocorra durante a estagdo chuvosa, quando héa
aumento populacional do inseto’.
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3.3 Protozoarios

As Leishmanias sdo organismos que pertencem ao Reino: Protozoa (Goldfuss, 1818
apud Lainson, 2010), Filo: Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1998 apud Lainson, 2010), Classe:
Kinetoplastea (Honigberg, 1963 apud Lainson, 2010), Ordem: Trypanosomatida (Kent,
1880 apud Lainson, 2010), Familia: Trypanosomidae (Doflein, 1901 apud Lainson, 2010),
Género: Leishmania (Ross, 1903 apud Lainson, 2010) e Subgénero: Leishmania (Ross,
19083 apud Lainson, 2010).

Lainson e Shaw (2005 [apud Lainson, 2010]) propuseram uma importante mudanca
na classificagdo do subgénero Leishmania, essa mudanca consistia em dividir a espécie
L. infantum em duas subespécies: L. infantum (Velho Mundo) e L. infantum chagasi (Novo
Mundo); além disso, a nova classificacdo incluiria a L. forattinii, espécie encontrada em
gamba (Didelphis marsupialis) e roedor (Proechimys iheringi denigratus) no Brasil. A
distribuicdo geografica da L. infantum chagasi ocorre na maior parte do continente latino-
americano, incluindo: Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, El Salvador, Guadalupe,
Guatemala, Honduras, Martinica, México, Nicaragua, Paraguai, Suriname e Venezuela®. O
principal vetor conhecido é o Lu. longipalpis, porém o Lu. evansitambém foi incriminado na
Coldmbia e Venezuela®'-2,

Abaixo, o quadro 2 apresenta as principais espécies de Leishmania patégenas para
seres humanos e a doencga associada a espécie, quadro adaptado de tabela apresentada
no estudo de Steverding®, demonstrando somente as espécies de importancia no Brasil.

Leishmaniose Tegumentar Americana Leishmaniose Visceral
Cutanea Mucocutanea Americana
Subgénero Leishmania Subgénero Leishmania Subgénero Leishmania
L. (L.) amazonensis L. (L.) amazonenses L. infantum (*sin. L. chagasi)

L. infantum (*sin. L. chagasi)

Subgénero Viannia Subgénero Viannia
L. braziliensis L. braziliensis
L. guyanensis L. guyanensis
L. lainsoni L. panamensis

L. lindenbergi

L. naiffi

L. panamensis

L. shawi

*sin. = sindénimo.
Quadro 1 - Espécies de Leishmania causadoras de Leishmaniose humana.

Fonte: (Steverding, 2017)3.
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As espécies L.(V) braziliensis, L.(V) panamensis, L.(V) guyanensis e L. infantum
chagasi também s&o as espécies responsaveis pelas doencas, cutdnea / mucocutanea e
visceral respectivamente, em animais domésticos, mais frequentemente nos cées; porém
recentes estudos apontam diversos casos de LV em gatos domésticos35-36-37-38-39-40,

As Leishmanias sdo protozoarios que possuem ciclo biolégico heteroxénico, ou seja,
necessitam de 2 hospedeiros diferentes para conseguir cumprir sua evolugdo. Sua forma
promastigota (flagelada) desenvolve-se no sistema intestinal do vetor (flebotomineo), ja no
hospedeiro vertebrado sdo encontradas as formas amastigotas (sem flagelo), na classe
de hospedeiros vertebrados enquadram-se os canideos silvestres e domésticos, roedores
e humanos. Séo parasitas intracelulares obrigatérios, penetrando e se multiplicando em
células do sistema mononuclear fagocitario'*'.

Figura 9 - Ciclo de vida de Leishmania spp.

Fonte: (Montalvo, et.al. 2012)*2.

3.4 Sinais Clinicos

A LVC é uma doenca sistémica, cronica e grave, de evolugéo lenta e inicio insidioso,
pode levar o cdo a morte em caso de falha diagnéstica ou tratamento ndo adequado'3643,
Acomete diversos 6rgéos e sistemas, aparentemente, exceto o sistema nervoso central,
sua manifestagéo clinica tem um amplo espectro de sinais que variam de assintomaticos e
sinais brandos a sinais severos. A idade & um fator importante demonstrando que a maior
prevaléncia encontrada € em caes de até 3 anos de idade ou acima de 8 anos®.

Devido a alta taxa de cées assintomaticos, o diagnostico clinico da LVC é muito
complexo e nos casos sintomaticos a apresentagéo clinica da doengca se assemelha a
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diversas outras enfermidades™36-%7,

Os principais sinais clinicos que sdo comumente encontrados em caes sintomaticos
estédo listados no quadro 2.

Linfadenomegalia

Perda de peso

Diminuigcdo do apetite

Letargia

Esplenomegalia

Manifestacées clinicas gerais -
Palidez de mucosas

Polidria ou polidipsia
Febre

Emese

Diarreia

Dermatite esfoliativa com ou sem prurido

Dermatite ulcerativa

Dermatite nodular

Manifestacées cutdneas -
Dermatite papular

Dermatite pustular

Onicogrifose

Blefarite e conjuntivite

Manifestacoes oculares Ceratoconjuntivite

Uveite

Lesdes ulcerativas em mucosas

LesGes nodulares em mucosas

Epistaxe

Outras manifestacées Claudicagao (poliartrite, polimiosite)

Atrofia muscular

Desordens vasculares (vasculite)

Desordens neurolégicas

Quadro 2 - Manifestagdes clinicas da Leishmaniose Visceral Canina.

Fonte: (Solano-Galleno, et al., 2011)3.

Adoenca renal pode ser a Unica manifestagéo clinica da doenca e h4 alta prevaléncia
desse tipo de lesdo em caes acometidos com LV, essas lesdes podem progredir de leve
proteinuria até sindrome nefrética ou estagio final de faléncia renal. A faléncia renal cronica
€ o resultado da progressao da doencga e a principal causa de morte de caes infectados®.

Para auxiliar no diagnéstico clinico da LVC, alguns autores sugeriram uma
classificagdo em estagios, conforme abaixo:

Estagio | (doenca leve): exames citologicos, histolégicos, parasitolégicos e
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molecular sdo geralmente negativos, pode haver baixos titulos de anticorpos (Ac)
anti-Leishmania; os animais podem ser clinicamente saudaveis ou apresentar
leves sinais como dermatite e/ou linfadenomegalia generalizada, que podem estar
associadas a outras doengas. Os exames laboratoriais hematologicos, bioquimicos
e perfil renal encontram-se normais nesse estagio®3644,

Estagio Il (doenca moderada): os animais apresentam resultados confirmatorios
de parasitose por exames como: parasitoldégico direto, cultura parasitolégica ou
PCR, mesmo quem tenha apresentado baixos titulos de Ac. Esses animais podem
apresentar-se saudaveis ou com sinais clinicos sugestivos da doenga, como: lesées
esfoliativas, dermatite, onicogrifose, Ulceras (plano nasal, patas, proeminéncias
Osseas, jungdes mucocutaneas), anorexia, perda de peso, febre e epistaxis.
Os exames hematolégicos e bioquimicos podem apresentar leve anemia nao
regenerativa, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e, o perfil renal pode estar normal
ou com proteinuria3s36:44,

Estagio lll (doenca severa): os animais nesse caso apresentam citologia positiva
e, de médios a altos titulos de Ac. Os sinais clinicos como: vasculite, artrite, uveite
e glomerulonefrite podem estar somados aos sinais clinicos citados nos estagios
anteriores. Exames laboratoriais como os estagios citados anteriormente associados
a doenga renal cronica em estagio | ou 11353644,

Estagio IV (doenca muito severa): parasitolégico direto positivo e de médio a
altos titulos de Ac. Além dos sinais clinicos mencionados nos estagios anteriores,
também h& evidéncia de proteinuria severa, sindrome nefrotica, doenca renal
cronica em estagio Ill ou IV ou, até mesmo faléncia renal, concomitantemente,
tromboembolismo pulmonar, problemas oculares severos, doengas articulares que
dificultam a mobilidade e, a presenc¢a de doengas concomitantes e/ou co-infecgbes
também s&o comuns nesse estagio®s3644,

3.5 Testes Diagnésticos

3.5.1 Exame Bioquimico

No exame bioquimico pode ser realizada a andlise das proteinas plasmaticas,
que vao auxiliar no diagnostico de algumas doencas de carater infeccioso. As proteinas
plasmaticas totais (PPT) s&o sintetizadas principalmente no figado e séo constituidas
de aminoacidos obtidos ap6s quebra e absorgéo intestinal. Os dois principais tipos de
proteinas plasmaticas sdo a albumina e a globulina*-4.

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, é sintetizada no figado, contribui
para o equilibrio da pressao osmética e participa do transporte de diversas substancias (por
exemplo: horménios, &cidos graxos, bilirrubina ndo conjugada), sendo que uma diminuicao
do seu valor sérico pode ser decorrente de doencga hepatica (devido a menor produgéo), ma
nutricdo ou absorgao e/ou doenca glomerular, o que leva a uma maior perda desta proteina.
A hipoalbuminemia também pode estar relacionada a um decréscimo reciproco associada
com a hiperglobulinemia?*s4e.
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Na LVC as alteragOes hepaticas estdo associadas a evolugédo da doenga em funcao
da multiplicacdo das formas amastigotas nos macréfagos, assim a LVC pode levar a
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. O aumento das concentragcbes séricas de proteinas
totais é consideravelmente importante em cdes com LVC, podendo alcancgar valores acima
de 10 g/dl, e esse aumento exacerbado se da, principalmente, pela hiperglobulinemia“®.

As alteragdes encontradas nos exames hematoldgicos e bioquimicos auxiliam no
diagnéstico da leishmaniose, pois, dependendo do grau de evolugdo da doenca podem
apresentar as seguintes caracteristicas:

+ Hematolégica - leve a severa anemia nédo regenerativa, leucocitose ou leucope-
nia, trombocitopenia e hemostase ou fibrindlise secundaria®s3e,

+  Bioguimica - diminuicdo na relagéo albumina: globulina (A:G), leve a modera-
da proteinuria, azotemia renal e aumento nas atividades das enzimas hepati-
Ca535-36_

3.5.2 Sorologia

Exames sorolégicos sao utilizados no diagnéstico da leishmaniose, estes determinam
o nivel de anticorpos anti-Leishmania. Ha testes rapidos que podem ser realizados na
clinica e testes que podem ser realizados em laboratérios especializados. Esses testes
emitem resultados positivos ou negativos e ndo detectam a presenca do protozoario, ou
seja, sao testes indiretos qualitativos. Dois desses testes sdo preconizados como oficiais no
Brasil, pelo Ministério da Saude (MS) e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(Mapa)'.

Pensando em um diagnéstico de baixo custo e alta confiabilidade e com o intuito
de evitar o uso de métodos invasivos, o MS preconizou um protocolo de diagnéstico por
métodos soroldgicos; assim, diversos métodos sorolégicos foram desenvolvidos para o
diagnostico canino. Mesmo com a alta diversidade de testes soroldgicos disponiveis, o
Brasil no ano de 2006, optou por trabalhar com os testes de Elisa (do inglés: Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) e R.1.F.l. (reagdo de imunofluorescéncia indireta), disponiveis em kits
especificos produzidos pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiol6gicos Bio-Manguinhos e
autorizados pelo Mapa, estes sdo recomendados e distribuidos pelo MS para a avaliagdo
da soroprevaléncia em inquéritos caninos. O teste de Elisa era recomendado para a triagem
de cées e o teste R.L.F.l. usado para confirmar os resultados reagentes do Elisa’.

Em 2011, por meio de uma Nota Técnica Conjunta 01/2011, a Secretaria de Vigilancia
em Saude do Ministério da Saude substituiu o protocolo de diagnéstico da LVC, sendo
que, a partir de entéo, seria utilizado o teste DPP® (do inglés: Dual Path Platform) como
triagem e o Elisa como confirmatério nos casos positivos da triagem, porém falhas nesses
resultados podem causar a eliminagcdo de um alto e desconhecido nimero de animais ndo
infectados e, em contrapartida, ndo detectar precisamente cédes positivos; com isso pode-
se observar que, apesar de diversos tipos de métodos diagnésticos disponiveis, o Brasil
ainda nao possui um método de diagnostico sensivel, especifico e de facil execugdo para
a LvC,
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3.56.2.1 DPP

O DPP® é uma tecnologia inovadora de ensaio imunocromatografico para
diagnosticos rapidos, foi desenvolvido pela empresa norte americana Chembio Diagnostic
System em parceria com a empresa brasileira Bio-Manguinhos® - Rio de Janeiro/ RJ%-',
Esse teste rapido para diagnostico da LVC oferece resultados em um periodo de + 15
minutos, sem a necessidade de estruturas e equipamentos laboratoriais, o que facilita seu
uso a campo. Possui tecnologia de alta sensibilidade, o que traz preciséo ao diagnéstico de
LVC em sangue ou plasma sérico. E um teste de triagem no qual em casos de resultados
positivos, o material devera ser enviado para testes confirmatérios®'.

O DPP® trata-se de um teste imunocromatografico qualitativo para a detecgéo de
antigenos anti-Leishmania. Esse teste utiliza a proteina recombinante rK39 como antigeno,
essa proteina € uma sequéncia de 39 aminoécidos clonados da regido quinase especifica
da L. chagasi, e tem sido amplamente avaliada no diagndstico da LV52%8,

3.5.2.2 Elisa

A técnica Elisa permite a detecgdo de baixos titulos de Ac, inclusive em casos
assintomaticos de LVC. Os resultados sdo expressos como: reagente e ndo reagente, o
antigeno utilizado (bruto ou recombinante) é um dos fatores que influencia na variabilidade
da sensibilidade e especificidade, por exemplo, a utilizagdo de Ag bruto ou total limita a
especificidade do teste Elisa e pode proporcionar resultados falsos por reagdes cruzadas
com outros tripanossomatideos, porém o uso de Ag recombinante especifico para
Leishmania, melhora as duas variaveis — especificidade e sensibilidade%-%4.

3.5.2.3 R.LF.I.

O R.LF.l. é utilizado para a deteccdo de anticorpos contra Leishmania (IgG anti-
Leishmania) em soros de cées e consiste nareacao de soros com parasitas fixadosemlaminas
de microscopia, na etapa seguinte utiliza-se conjugado fluorescente para evidenciagao da
reacao®®. A leitura é realizada com auxilio de microscépio que utiliza incidéncia de luz azul
e ultravioleta, sendo considerados reagentes os soros que apresentarem fluorescéncia e
nao reagentes 0s soros que apresentarem auséncia de fluorescéncia, tomando-se como
referéncia os soros controle positivo e negativo que devem ser incluidos em cada lamina.

E importante a realizacdo do diagnostico diferencial da LVC com outras doencas
infecciosas, inclusive a Leishmaniose Tegumentar que proporciona resultados sorolégicos
com titulos mais baixos na R.I.F.l. (1/40 ou 1/80). Diferentes métodos diagnoésticos séo
descritos para a detecgdo da infecgdo por Leishmania sp., entretanto, testes diagnésticos
validados séo essenciais para essa detec¢gdo, mesmo que ndo apresentem sensibilidade e
especificidade de 100%35-%,

3.5.3 PCR

O PCR é um método de diagnéstico molecular que, apresentou desenvolvimento
de novas técnicas de identificacéo e deteccéo de material genético de parasitas do género
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Leishmania, ap6s a década de 80. Uma das vantagens dessa técnica € a identificacdo
génica do parasita sem a necessidade de isolamento do mesmo em culturas. O PCR é
baseado na amplificagdo de oligonucleotideos que formam uma sequéncia genética
conhecida do parasita, € uma técnica versatil que pode ser aplicada em diversas amostras
biolégicas, tais como: aspirados de medula 6ssea, aspirados de linfonodos, sangue, urina
e bidpsias de pele; o que o torna um método diagndstico menos invasivo. A sensibilidade
do PCR é bastante variavel e depende da amostra utilizada e do marcador empregado®.

Nas ultimas décadas o PCR tem se mostrado um exame com alta sensibilidade e
uma importante ferramenta no diagnostico da LVC?’.

No estudo publicado por Schénian et al.*, foi descrito o método universal de PCR para
o diagnostico direto de diferentes estagios de manifestacgao clinica. O método foi aplicado
em areas ndo endémicas e em regides com importancia epidemioldgica. A sensibilidade e
especificidade foram comparadas com duas diferentes combina¢des de amplificacdo de
primers: 1- parte variavel do gene ssu rRNA e, 2- 0 espacgador transcrito interno ribossémico
(ITS1-PCR). Usando a combinacgéo 1 (ssu rRNA) foram identificados somente os complexos
L. donovani e L. braziliensis. Contudo, as espécies de maior importancia médica puderam
ser distinguidas pela analise de enzimas de restricdo da regido ITS1 que se situam entre
os genes que codificam o ssu e 0 5.8S do rRNA. Os dois ensaios de PCR feitos usaram
diferentes partes ribossdmicas da Leishmania para as amplificacdes: 1- parte do gene de
ssu rRNA utilizando primers R221 e R332 (técnica descrita em 1992 por Van Eys, et.al.)
e, 2- espagador transcrito interno ribossdmico 1 (ITS1) separando os genes que codificam
para ssu rRNA e 5.8S rRNA utilizando os primers LITSR e L5.8S.

Aregido ITS1 que separa os genes ssu rRNA e 5.8S rRNA variam entre espécies de
Leishmania pelo tamanho e sequéncia de nucleotideos; a maior vantagem desse método é
que a identificagdo das espécies pode ser conseguida através da digestdo do produto PCR
com a enzima de restricdo HaelF’.

3.56.4 Exame Parasitolégico

Ja os exames parasitoldgicos diretos detectam a presencga do parasita na amostra,
porém devem ser realizados por pessoas muito experientes para que nao haja resultados
falsos ou falhas na interpretacéo. A cultura também é um teste parasitolégico, que pode ser
realizado na detecgéo e identificagdo da Leishmania em meios de cultura especificos. Por
fim, os exames moleculares sdo os que detectam fragmentos de DNA do parasita e podem
ser quantificados®>-%.

Abaixo sao apresentadas as vantagens e desvantagens de cada método diagndstico.
Quadro adaptado para a lingua portuguesa, da tabela apresentada no Leishvet guidelines
for the practical managment of canine leishmaniosis e publicado por Solano-Gallego, et
al.®e.
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Método Vantagem Desvantagem
Determinacéo do nivel de Né&o detecta a presenga do protozoario
Sorologia anticorpos (Ac), essencial no momento do exame e ha possibilidade
9 para diagnostico e estabelecer de reagéo cruzada com outros
prognostico. tripanossomideos.
Emite resultado positivo ou negativo,
- . sensibilidade variavel e possibilidade de
Qualitativo Iﬁﬁ}[garapldo de ser feito em falsos negativos e um resultado positivo
’ deve ser comprovado com um método
quantitativo.
. . A realizacdo depende de um laboratério
zsggggagz:lsgg:go(ggos especializado, pode haver diferenca
Quantitativo manifestacées clinicas sio diagnostica entre laboratorios, métodos
conclusivc?s da infecgao) nao sao padronizados e baixos niveis de
¢ao). Ac exigem novas provas.
Baixa sensibilidade para a deteccéao
Permitem a direta deteccdo do de amastigotas de Leishmania em
Citologia ou parasita, permite a exclusdo de tecidos ou fluidos requer a realizagao
Histo atgolé ica outros diagnosticos diferenciais de outros métodos diagnésticos quando
P 9 e é rapido e pouco invasivo néo encontrado o parasita, ndo revela o
(citologia). estado imunolégico do animal e precisa de
especialista para a leitura.
E possivel obter falsos positivos
Permite a detecgio do DNA se houver contaminagdo do DNA,
do parasia, alta sensibiidade | oS B EE0s S e O
PCh e especificidade (kDNA) e imunolégico do ar;imal nao pode ser
?ggg'];;::a?ﬁﬁggf parasitaria realizado como Unico diagnéstico porque
’ um resultado positivo confirma a infecgao
e ndo a doenca.
. . Técnica requer laboratério e tempo para
Cultura P::Q;'it;z Ifsacz;lﬁli?;eﬁgednc;ifica 50 a execucgao, pode demorar um més para
parasitaria ipsoenzimética do parasita ¢ obter o resultado e s6 é realizado em
P ' laboratérios especializados.

Quadro 3 - Vantagens e desvantagens dos métodos diagnosticos comuns para a detecgéo da

infeccéo por L. infantum em caes.

Fonte: (Solano-Galleno, et al. 2011)3.

41 A CIDADE DE SAO PAULO

A Cidade de Séo Paulo é a capital do estado, de mesmo nome, mais populoso do
Brasil, situa-se sob as coordenadas, ao paralelo 23°32’52” sul e do meridiano 46°38’09”
oeste. Possui uma area total de 1.522.986 km?2, sendo 0 nono maior em extenséo territorial.
De toda area do municipio cerca de 968.324 km? sdo de area urbanas, sendo entado
considerada a maior area urbana do pais. O clima é considerado subtropical dmido, com
diminui¢cdo de chuvas no inverno e a temperatura anual média é em torno de 19,2°C, os
periodos de verdo costumam ser com temperaturas moderadamente altas e com fortes
chuvas®.
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4.1 Grajaud

O bairro do Grajau esta localizado na regiéo sul da cidade de Sdo Paulo e ha diversos
anos convive com promessas de melhorias na infraestrutura. Esse distrito nasceu entre as
décadas de 50 e 60%. Seu nome, Grajau, sindbnimo de garajau estéa relacionado a um tipo
de cesto oblongo e fechado usado para o transporte de animais (galinhas e peixes)®. O
distrito do Grajau possui uma elevada taxa de crescimento, uma das maiores de Séo Paulo
e também é o distrito mais populoso, sendo que a maior parte de sua populagéo vive em
comunidades carentes, estima-se que sdo mais de 50 mil pessoas vivendo em barracos e
pequenas casas de alvenaria, em areas improvisadas®®.

4.2 llha do Bororé

Bororé é um bairro peculiar da cidade de Sao Paulo, o seu acesso se da por uma
balsa que atravessa a represa Billings e esse isolamento proporcionou a esse bairro,
também conhecido como llha do Bororé, o local € ideal para a visualizagdo de passaros
e para realizar passeios de barco. Essa regido possui alta relevancia ecolbgica, sendo
uma das ultimas grandes areas verdes de S&o Paulo, porém esta bastante ameacada
pelo crescimento populacional desordenado, o que faz com que a prote¢do da regiéo seja
extremamente importante, para garantir a preservagéo de recursos naturais. A APA (area
de protegdo ambiental) da ilha de Bororé incentiva praticas agricolas menos agressivas ao
meio ambiente, através de programas de capacitacdo e assisténcia técnica especializada,
valorizando os sistemas agroflorestais e a agricultura organica e biodindmica. Essa colénia
foi fundada em 1829 com o nome de Colbnia Aleméa e € um dos mais antigos focos de
colonizagéo europeia do Brasil®'.

51 LEGISLAGOES SOBRE TRATAMENTO E EUTANASIA NO BRASIL

A Portaria Interministerial n° 1.426 de 11 de julho de 2008 proibe o tratamento
de Leishmaniose Visceral Canina com produtos de uso humano ou néo registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. O tratamento n&o autorizado incidiria
em infragdes com penalidades previstas em Lei e pelo Cédigo de Etica do Médico
Veterinario®.

Em Setembro de 2013 foi deferido parcialmente o pedido de suspensdo da
deciséo recorrida, permitindo a utilizagdo da Portaria 1.426/2008, desde que a eventual
eutanasia canina a ser praticada seja precedida da realizagdo de dois testes laboratoriais
comprobatérios da infectividade do céo: R.L.F.l. ou DPP® e Elisa; e também da criteriosa
avaliagdo do Médico Veterinério, pertencente aos quadros publicos*.

Em 2016 por meio de Nota Técnica Conjunta entre o Mapa e MS foi autorizado o
registro e comercializagdo de um produto a base de Miltefosina de propriedade da Virbac
Saude Animal, para o tratamento da LVC. O registro do produto foi concedido respeitando
a Lei Interministerial n° 1.426 de 11 de julho de 2008, que proibe o tratamento de caes
com produtos de uso humano ou néo registrados no Mapa. A miltefosina, por ndo ser um
medicamento de escolha para o tratamento humano da LV, foi aprovada mediante analise
das evidéncias cientificas apresentadas pela empresa, para o tratamento de caes®.
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OBJETIVOS

Este estudo propde atender ao objetivo geral e aos objetivos especificos a seguir.

11 OBJETIVO GERAL

Identificar, através de exame hematolégico, sorolégico e molecular, cdes com
resultado positivo para a Leishmaniose visceral, na cidade de Sdo Paulo.

21 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» ldentificar possiveis caes portadores da Leishmaniose visceral, na zona Sul da
cidade de Séo Paulo.

» Analisar a possivel taxa de ocorréncia de cées positivos sintomaticos e nao
sintomaticos em uma area nao endémica.

+  Correlacionar os resultados obtidos com os exames realizados no diagnéstico
da LVC.



JUSTIFICATIVA

Devido a alta incidéncia ja verificada em diversos estudos, na populagdo humana e
animal, no Brasil e em diversos outros paises, o diagnostico preciso € a chave para a escolha
do melhor procedimento de tratamento, controle e prevencéo, tanto para os animais quanto
para os seres humanos e, para a notificacdo de doencas de carater zoonético e criacédo
de banco de dados epidemioldgicos nas regides. Os locais escolhidos para a realizagéo
do estudo néo sao identificados como regido endémica, portanto sem importancia para
0s inquéritos epidemiolégicos atuais dessa doenca; porém sdo areas com uma grande
populagéo de cées, inclusive caes errantes e, extensa area de preservagao ambiental.

Justificativa



MATERIAIS E METODOS

11 LOCAL DO ESTUDO

Os animais participantes do estudo foram selecionados aleatoriamente nos bairros
do Grajau, em duas localidades: Rua Gaivotas do Céu em 18/06/2016 e Travessa Acécia-
Mimosa em 13/08/2016 (essas duas com distancia média de 3,5 km entre elas) e, na llha do
Bororé em 09/04/2016. Esses animais compareceram, com seus devidos responsaveis, as
escolas municipais dessas localizagbes para realizagdo da esterilizagéo cirirgica eletiva.

21 POPULACAO DO ESTUDO

2.1 Randomizacao

O acesso aos animais participantes do estudo foi possivel pela parceria firmada com
o prof. Dr. Rafael Garabel Agopian, docente da UNISA, quem disponibilizou nosso acesso
aos locais de campanha e nos permitiu a colheita do material bioldégico dos pacientes.

Neste estudo foram coletadas amostras de sangue de 153 céaes, residentes nas
regides de Grajau e llha do Bororé. Os céaes foram selecionados aleatoriamente, conforme
autorizagédo de seu tutor para a colheita de amostra e execug¢édo dos estudos, mediante
explicacéo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - Apéndice
A.

Foram utilizados cdes acima de 3 meses de idade, machos e fémeas, com e sem
sinais clinicos de doencas pré-existentes, de variadas ragas e sem racga definida (SRD).

Todos os procedimentos realizados nesse estudo foram analisados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Santo Amaro, protocolo de aprovagéo
n° 05/2016.

2.2 Amostras coletadas

As amostras foram coletadas em trés datas das campanhas de castracéo, ocorridas
nos meses de Abril, Junho e Agosto do ano de 2016. Foram armazenadas em congelamento,
apds a centrifugagdo e separacéo do soro e concentrado de hemécias em eppendorfes
identificados com o numero de registro do animal na campanha e a data de coleta.

As amostras de concentrado de hemacias foram processadas pelo procedimento
de extracdo de DNA de forma individual, utilizando o kit de extracéo “Dneasy Tissue Kit’
(Qiagen, Chatswoth, CA), conforme as instrucbes do fabricante e, preparadas para a
realizacdo do PCR, entre os meses de setembro e dezembro de 2016. O PCR foi realizado
no Laboratério de Doengas Parasitarias, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da USP, em parceria com o Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna e Prof. Dr. Arlei Marcili.

As amostras sorolégicas foram processadas da seguinte maneira: a) testes DPP®
e Elisa no Instituto Adolf Lutz - SP; b) R.I.F.l. na Universidade Estadual do Maranh&o; c)
Proteinograma (Proteinas totais, Albumina e Globulina) no Laboratério de Parasitologia do
Hospital Veterinario da Anhembi-Morumbi — SP.

O processamento das amostras foi realizado em parceria com o Prof. Msc. Marcio
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Antonio Batistela Moreira da Universidade Anhembi Morumbi — Campus Mooca - docente
e responsavel pelo Laboratério de Parasitologia do Hospital Veterinario Universitario da
mesma instituicdo; com o professor Dr. Roberto Mitsuyoshi Hiramoto do Instituto Adolf Lutz
e responsavel pelo laboratorio de sorologia da instituicdo e, com a Profa. Dra. Andréa
Pereira da Costa da Universidade Estadual do Maranhéo.

2.3 Exame Fisico dos animais

Ao exame fisico, foi avaliada a mucosa oral delimitada em escore N — normal, ou
seja, normocorada (réseo-clara, brilhante e ligeiramente Umida) ou P — pélida, ou seja,
hipocorada; a condicdo corporal dos animais, também delimitada em escores, como:
Caquético, Magro, Ideal, Gordo e Obeso; avaliada a pele para verificagdo de ocorréncia
de lesbes dermatoldgicas, sendo anotadas: a localizagcdo e o tipo de lesdo no mapa
dermatologico e na tabela de sinais, presentes na ficha clinica (Apéndice B); os linfonodos
pré-escapulares e popliteos foram palpados para verificagdo do tamanho, consisténcia,
temperatura, formagédo do nodo e aderéncia aos tecidos circundantes, resultado delimitado
em escore N — normal, A — alterado, informac¢ao também constante na tabela de sinais da
ficha clinica.

31 PROCEDIMENTO DE COLHEITA

Apbs o procedimento cirlrgico, os animais foram colocados em uma sala de
atendimento pés-cirurgico onde os médicos veterinarios e alunos do programa de extenséo
universitaria, voluntarios do projeto de esterilizacado, realizaram limpeza, curativo da ferida
cirurgica e aplicacdo de medicamentos pela via SC.

A amostra de sangue foi obtida através da puncé@o da veia safena lateral, cefalica
ou jugular, utilizando-se para isso agulhas descartaveis hipodérmicas. Foi coletada uma
quantidade de 4 mL +1 mL de cada animal. Apdés a colheita, o sangue foi transferido,
cuidadosamente, para frascos vacutainer® sem aditivos ou anticoagulantes e armazenados
em caixa isotérmica, para transporte até o Laboratério do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP) para a centrifugacédo e separagéao do plasma
e concentrado de hemécias.

Cada material biol6gico foi colocado em tubos eppendorfes de 1 mL, sendo 2 tubos
destinados ao plasma e 1 tubo destinado ao concentrado de hemacias. Cada tubo foi
identificado com o namero de identificagdo do animal e data de colheita.

41 AVALIACOES LABORATORIAIS

4.1 Proteinas Plasmaticas

Para o perfil bioquimico desta dissertagdo, foram analisados: albumina (ALB)
e globulina (GLO). Os valores de referéncia em cées para Albumina séo considerados
fisioldgicos entre 2,5 a 4,0 g/dL e para Globulina o limite de referéncia é entre 2,5 e 5,4 g/dl;
como valor de referéncia para a relagéo A:G foi utilizado o intervalo entre 0,59 — 1,1 ug/di*84,

Materiais e Métodos “



4.2 Sorologia

Na presente dissertacdo foram escolhidos os trés testes sorologicos, os dois
atualmente usados como oficiais para inquéritos epidemiolégicos realizados pelos 6rgéos
brasileiros, DPP?® (triagem) e Elisa (confirmatério) e o R.L.F.l., que era utilizado, antes da
introdugdo do DPP®, como confirmatério.

Cada amostra foi testada utilizando o protocolo do Ministério da Salde na seguinte
sequéncia: DPP®CVL teste rapido (Bio-Manguinhos/Fiocruz) para triagem e Elisa (Canine
Leishmaniasis EIE Kit; Bio-Manguinhos/Fiocruz) como confirmatério. Como teste adicional foi
realizado o R.L.F.l. (Indirect fluorescent antibody test), conforme descrito por Da Costa et al.®®.

4.2.1 TR DPP® (Teste Rapido Dual Path Platform)

Esse dispositivo € um teste rapido que pode ser aplicado facilmente a campo e
sua reagdo € baseada na reatividade de particulas de ouro coloidais acompanhadas de
proteinas com antigenos ligados a anticorpos, os quais podem ser visualizados através da
coloracao de uma banda do teste®.

Para a realizagédo do teste DPP® é feita a adigdo de 5 ul de sangue total (amostra)
ao poco #1 (amostra + tampé&o) e em seguida adiciona-se o tampé&o. Ap6s 5 minutos as
duas linhas de coloracdo azul, controle (C) e teste (T), desaparecem e entdo, se coloca a
solugéo tampao no pogo #2 (tampao); ap6s + 15 minutos é possivel fazer a leitura visual
das linhas vermelhas que aparecerédo. Se tiver somente 1 linha — resultado negativo; se
aparecerem 2 linhas — resultado positivo®2.

No presente estudo foi realizada a leitura visual e a concentragcdo das amostras,
por meio do uso de um leitor de teste rapido DPP®, chamado DPP™-Reader, da Chembio
Diagnostic System que, a partir de um valor numérico (concentragéo), demonstra a
intensidade da banda, ou seja, o quanto de Ac foi fixado a Ag. O valor de cut-off utilizado é
5,000000; o que significa que valores obtidos abaixo desse cut-off sdo considerados nao
reagentes e valores acima sédo considerados reagentes.

Figura 10 - Foto dos Kits DPP® com as amostras do estudo.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2.2 Teste Elisa

O teste Elisa consiste na reagcédo de anticorpos presentes no soro ou plasma, com
antigenos soluveis e purificados de Leishmania major like obtidos a partir de cultura in
vitro. Esse Ag é adsorvido em microplacas (fase sélida), faz-se a adicdo dos soros controle
positivo e negativo e das amostras previamente diluidas. Na proxima etapa é adicionado o
substrato, anti-imunoglobulina, que, na presenca de Ac especificos ocorre a ligagéo entre
conjugado-anticorpo, o qual podera ser evidenciada com a adicdo de uma substancia
cromoégena; essa jungéo formara um comporto colorido, o que indica que € um resultado
“reagente”. As cavidades que nao tiverem Ac especificos, ndo havera a ligagao, portanto,
a reacdo nao produz coloragédo, sendo assim considerada “ndo-reagente”. Os resultados
séo lidos por meio de um espectrofotdmetro, essa metodologia foi transcrita da bula do kit
EIE — Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos®®, a qual deve ser consultada para
informacdes mais detalhadas sobre a técnica.

O resultado considerado reagente é aquele que apresenta o valor da densidade
Gtica igual ou superior a trés desvios-padrao do ponto de corte (Cut-Off) do resultado do
controle negativo'.

Figura 11 - Sequéncia esquemética de um teste Elisa.
Fonte: (Bula do Kit, 2008)¢®.

4.2.3 Reacéao de Imunofluorescéncia Indireta (R.I.F.l.)

A reacdo de imunofluorescéncia indireta foi realizada nesse estudo de acordo com
o procedimento descrito por Oliveira, et al.’” e da Costa, et al.%. No presente estudo a
R.1.F.1. foi executada considerando a titulagéo = 1:80 como resultado positivo para LVC. Os
resultados obtidos com titulagédo 1:40 s&o resultados duvidosos e que devem ser repetidos
com outras técnicas diagnésticas®.
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Figura 12 - Foto de reagbes positiva e negativa — R.1.F.I.

Fonte: (Bula do Kit IFI, 2008)¢®.

4.3 PCR (Reacao em Cadeia de Polimerase)

O diagnostico molecular utilizado nesta dissertagdo foi através do gene ITS
(Espacgador intergénico transcrito), utilizando os primers LITSR e L5.8S. Os ensaios foram
realizados conforme Schénian, et al.*".

Figura 13 — Gel de Eletroforese de produtos isolados de Leishmania em PCR ITS usando
primers LITSR e L5.8S. Linhas 1-8 e 10-12: isolados de Leishmania sp.; linha 9: marcador de
DNA; linha 13: cepa de referéncia L. tropica; linha 14: cepa de referéncia L. major e linha 15:

controle negativo.

Fonte: (Ghasemloo, et al. 2016)°.
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RESULTADOS

Os animais participantes do estudo foram selecionados em acordo com a
concordancia do tutor ou responsavel que o acompanhava nas campanhas de castragéao.
Atabela 1 apresenta a populacgéo utilizada no estudo, randomizada por sexo, raga e idade.

Idade
<1ano | =1ano | Néo definido
34 117 2

Sexo
Macho
37

Raca
SRD
125

Fémea
116

Raca
28
153

Quantidade
Total

Tabela 1 - Randomizag&o dos animais do estudo, segundo sexo, raga e idade.

Fonte: Arquivo pessoal.

No exame fisico realizado, ndo foram observadas alteragdes no tamanho dos
linfonodos axilares ou popliteos em nenhum dos animais. Um animal apresentou caquexia
e um animal com magreza, seis animais apresentacdo mucosas hipocoradas e, 13 dos
153 animais (8,49%) apresentaram algumas lesdes de pele, sendo elas localizadas ou
generalizadas e as mais comuns encontradas foram alopecia, dermatite nodular e crostas;
dentre as lesdes dermatol6gicas, as regides de maior prevaléncia foram membros, torax
e orelhas. Destes 13 animais, sete sdo pertencentes ao Grajau (Gaivotas do Céu) e a
principal lesdo encontrada foi dermatite nodular localizada com alopecia, dois desses
animais apresentaram também palidez de mucosa oral e um apresentou magreza. Os
demais 6 animais foram atendidos na llha do Bororé e a principal lesdo encontrada também
foi dermatite, com maior incidéncia de alopecia generalizada, 4 animais com palidez
de mucosa oral e 1 animal em estado de caquexia, com atrofia muscular em regido de
membros e térax.

Leséao Lesao Escore corporal Palidez de
Local dermatolégica dermatologica Magro / mucosas
localizada generalizada Caquético
llha do Bororé 3 3 1 4
Gaivotas do Céu 7 0 1 2
Travessa Acacia 0 0 0 0
Total 10 3 2 6

Tabela 2 - Resultados dos exames fisicos.

Fonte: Arquivo pessoal.

Os 8 animais que apresentaram alteracao de escore corporal ou de mucosa, também
apresentaram algum sinal dermatolégico, portanto a quantidade total de animais avaliados
com sinais foi de 13 caes.
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Nas figuras abaixo podem ser visualizadas as principais les6es encontradas na pele
dos animais atendidos nesse projeto. Nao fora realizado registro fotografico dos animais
atendidos na data 13/08/20186, localidade Grajau — Travessa Acéacia-Mimosa, pois em nenhum
deles foi encontrada qualquer lesdo que pudesse ser compativel com sinais de LVC.

Figuras 14 e 15 — Animal de identificagdo numero 69, atendido na Illha do Bororé em
09/04/2016.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 18 — Animal de identificagdo nimero 123, atendido no Grajau, R. Gaivotas do Céu em
18/06/2016.

Fonte: Arquivo pessoal.

Quanto aos resultados sorolégicos, estes demonstram que no exame DPP® nenhum
dos animais estudados apresentou resultado reagente a leitura visual. No resultado do
DPP™-Reader observou-se que nenhuma das amostras apresentou concentracdo acima
do limiar utilizado como cut-off (5,000000), na verdade, nenhum dos animais apresentou
concentracédo acima de 4,00000. No teste Elisa nenhum dos animais apresentou resultado
reagente, desta forma, podemos dizer que 100% das amostras analisadas pelos testes
oficiais preconizados pelo MS em inquéritos sorolégicos, resultaram como nao reagente.
Os resultados de todos os animais e suas devidas concentragdes encontram-se nas tabelas
5, 6 e 7 no Apéndice C desta dissertagéo.

No teste R.I.LF.I. um animal apresentou resultado positivo, com titulacdo de 1:80,
as demais amostras avaliadas resultaram negativas. Esse animal positivo foi atendido
no Grajau (Travessa Acacia). Os resultados do R.I.F.l. de todos os animais do estudo,
encontram-se na tabela 8, Apéndice D dessa dissertagéo.

Na avaliagdo proteica do soro dos animais obtiveram-se os seguintes resultados:
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na regido da llha do Bororé 12 (7,8%) dos animais apresentaram hipoalbuminemia e um
animal (0,6%) com hiperglobulinemia (este € um dos animais dentre os 12 citados acima);
na regido do Grajau (Gaivota do Céu) verificou-se 4 animais (2,6%) com hipoalbuminemia
e um animal (0,6%) com hiperglobulinemia (este animal é um dos 4 animais citados acima)
e, no Grajal (Travessa Acéacia) um animal (0,6%) apresentou hipoalbuminemia e nenhum
com hiperglobulinemia. Ja na analise da relagéo A:G, p6de ser observado que 8 dos 153
animais (5,2%) apresentaram valor abaixo de 0,59 g/dl (limite minimo do intervalo de
referéncia usado). Destes 8 animais com queda na relagéo A:G, 6 sao pertencentes a llha
do Bororé e 2 pertencentes ao Grajau (Gaivotas do Céu), os resultados completos de todos
0s animais, encontram-se na tabela 9 no final dessa dissertagcao, Apéndice E.

No PCR ITS um animal apresentou resultado positivo, as demais amostras
avaliadas resultaram-se negativas. Esse animal positivo foi atendido no Grajad (Travessa
Acécia) e a tabela 10 com todos os resultados do PCR encontra-se no Apéndice F.

Atabela 3, abaixo, demonstra a quantidade de animais, por local, que apresentaram
resultados: Reagente (R) e Nao Reagente (NR) nos exames DPP® e Elisa; positivo (+) e
negativo (-) nos exames R.1.F.l. e PCR; e valores abaixo do minimo da referéncia (0,59 ug/l)
para a relacao Albumina:globulina (A:G).

DPP Elisa R.LF.IL PCR
Local A:G
R NR R NR + - + -

Ilha do Bororé 0 53 0 53 0 53 0 53 6
Gaivotas do Céu 0 54 0 54 0 54 0 54 2
Travessa Acacia 0 46 0 46 1 45 1 45 0

Total 0 153 0 153 1 152 1 152 8

Porcentagem % - 100 - 100 0,6 99,4 0,6 99,4 5,2

Tabela 3 - Resultados dos exames laboratoriais.

Fonte: Arquivo pessoal.

A Tabela 4, abaixo, demonstra a identificacdo dos animais com resultados positivos
ou reagentes e suas devidas regides, para que seja realizada a correlagdo entre os exames
realizados nesse estudo.

Local Sinais clinicos <A:G | DPP | Elisa | RILFL | PCR
llha do Bororé 6, 52, 58, 68, 69, 122 14, 21, 25, 51, 52 - - - -
e 114
Gaivotas do Céu 4, 36, 50, 81, 110, 93 e 110 - - - -
122, 123
Travessa Acacia - - - - 71 92

Tabela 4 — Identificacdo numérica dos animais com resultados positivos / reagentes nos
exames realizados.

Fonte: Arquivo pessoal.

Resultados m



DISCUSSAO

Dentre os animais que apresentaram sinais dermatolégicos nesse estudo, os sinais
mais evidentes foram alopecia e dermatite nodular ou crostosa, apresentando-se de
forma generalizada ou localizada. Segundo Solano-Gallego, et al.*® descrevem na tabela
de manifestagbes clinicas, as dermatites esfoliativas associadas ou ndo a alopecia e as
dermatites nodulares como sinais relacionados a LVC. Baneth, et al.?” e Paltrinieri, et al.®
também apontam que as alteracdes dermatol6gicas sdo as manifestagcdes mais frequentes
dentre as alteracdes generalizadas possiveis de se encontrar em caes com Leishmaniose
Visceral e, podem ser vistas em conjunto com demais anomalias causadas por essa doenca.

Alguns dos animais avaliados apresentaram estado nutricional comprometido com
emagrecimento severo e palidez de mucosas. Dentre as manifestagdes clinicas mais
comuns da Leishmaniose a perda de peso e palidez de mucosas, além das dermatologicas,
também sdo manifestagdes descritas por diversos autores, como Silva*!, Paltrinieri, et al.®
e Solano-Gallego, et al.®®.

Na avaliagdo das proteinas plasmaticas puderam ser observadas, em oito animais,
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia o que causou alteragdo da relagéo dessas proteinas,
resultando em valores abaixo do limite de referéncia utilizado (A:G 0,59 — 1,1 pg/dl). A
inversdo da relagdo A:G revela uma diminuigdo na concentragdo sérica de albumina e
aumento na concentracdo de globulina, que pode ser devido ao aumento de Ac anti-
Leishmania, o que esta relacionado com a sintomatologia da doenga, havendo entéo,
uma relacdo importante entre o agravamento dos sinais clinicos e o aumento da globulina
sérica*®. A hipoalbuminemia também pode ser secundaria a um comprometimento hepatico,
no qual pode ocorrer devido a proteinuria ou desnutricdo em casos de animais nefropatas
elou anoréxicos®. E a hiperproteinemia, na LVC, pode ser decorrente da ativagdo dos
linfocitos B e consequente producgéo elevada de anticorpos (y globulina)s.

Os sinais clinicos verificados em dois dos animais do estudo puderam ser
relacionados com a alteracdo na relagdo das proteinas Albumina e Globulina (A:G < 0,59
pg/dl), desta forma, esses resultados podem ser relativos a Leishmaniose, como também,
a outra doenca de carater infeccioso ou mesmo lesdes hepaticas que comprometam
a fracdo proteica. Em um estudo realizado por Castro, et al.“® onde se avaliou 40 caes
sorologicamente reagentes para Leishmaniose, no estado de MG, observou-se que, a
queda na relagéo A:G foi estatisticamente significativa em cdes com sintomatologia de LVC,
porém os trés grupos de estudo (animais assintomaticos, oligossintométicos e sintomaticos)
apresentaram relagéo A:G abaixo dos valores de referéncia, entretanto algumas enzimas
avaliadoras da funcdo hepatica mantiveram-se dentro dos parametros fisioldégicos, sendo
assim, os resultados deste estudo, demonstraram que a LVC pode levar a alteragcdes nos
parametros proteicos independentemente da sintomatologia apresentada pelos caes. Jaem
um estudo publicado por Medeiros, et.al.”" foi realizada a avaliagdo do perfil hematol6gico
de cées sorologicamente reagentes e ndo reagentes no exame R.l.F.l., neste, analisaram
290 amostras biologicas, sendo 145 reagentes e 145 nédo reagentes para R.I.F.l. e, na
avaliacéo da proteina plasmatica total foi observado que hiperproteinemia ocorreu em caes
sorologicamente reagentes.

Na avaliagdo sorologica dessa dissertagdo, ndo houve nenhum resultado positivo



nos animais avaliados nos testes DPP® e Elisa, entretanto estes testes sorolégicos tém
ampla faixa de variagdo em relacédo a sensibilidade e especificidade e, em sua execucéo
pode haver contaminagdo de amostras, bem como reagdes cruzadas com outros agentes
etiologicos. Alguns estudos demonstram a sensibilidade e especificidade dos testes DPP®
e Elisa, como por exemplo, Lima, et al.”?2 que avaliaram testes imunocromatogréaficos que
utilizam o antigeno rK39 e verificaram uma ampla faixa variavel de sensibilidade (72-97%)
e especificidade (61-100%). Os resultados do DPP em animais sintomaticos demonstraram
sensibilidade de 91,5%, porém em relagédo aos animais assintomaticos essa sensibilidade
apresentou resultado bem menor - 52,9%%. J4 em estudo realizado por Moreira (2007) citado
por Queiroz-Junior5® no teste Elisa utilizando o antigeno bruto de L. chagasi, foi demonstrada
sensibilidade de 95,6% em animais assintomaticos, 87,8% em animais sintomaticos e 68%
em animais oligossintomaticos, porém a especificidade foi de 100% em todos os grupos.
No teste Elisa, que é utilizado como confirmatério em inquéritos epidemiologicos do
Ministério da Saude, é utilizado um antigeno soluvel e lisado de Leishmania major-like, o
qual possui sensibilidade de 72% e especificidade de 87,5%7%. No ano de 2008, Lemos, et
al.” publicaram um estudo comparativo de teste imunocromatografico rkK39 com o Elisa,
este foi realizado com 2 cenarios: no primeiro foi utilizado soro de cdes sem considerar o
estagio clinico da doenca, neste obtiveram os resultados de sensibilidade para rK39 de
83% e para Elisa 95% e especificidade para os dois testes de 100%; no segundo cenario
o0 soro dos animais foi analisado separando os grupos em assintomatico, oligossintomatico
e sintomatico nessa condicdo o teste Elisa também demonstrou sensibilidade mais alta
do que o teste rK39. Com esse estudo os autores acreditaram que, mesmo com a menor
sensibilidade do teste rK39 em relagéo ao Elisa, esse kit diagndstico € uma importante
ferramenta de triagem para o programa de controle de LVC do Ministério da Saude.

O teste R.LF.I. realizado nesta dissertagcdo, apresentou um animal positivo
(0,6%), porém o mesmo nao apresentou demais resultados positivos que pudessem
ser correlacionados a esse exame, sendo assim, esse resultado pode ser indicativo de
infeccdo por Leishmania ou resultado falso positivo (reagéo cruzada com outro agente
etiolégico ou contaminacdo da reacdo), o que somente podera ser confirmado através
de exames parasitoldgicos e acompanhamento clinico deste animal. Para o teste R.L.F.l.,
alguns dos estudos ja realizados reportaram uma ampla faixa variavel de sensibilidade;
em 2007, em um estudo conduzido por Maia e Campino”™, testaram animais positivos,
sintomaticos e assintomaticos, em uma area endémica para LVC, e o teste demonstrou
85,5% de sensibilidade e 94,7% de especificidade. Oliveira, et al.”® realizaram uma anélise
comparativa entre os testes sorolégicos R.I.F.l. (IFl Bio-Manguinhos), Elisa (EIE Bio-
Manguinhos) e DPP® Bio-Manguinhos, para todos os exames foi utilizado soro sanguineo
de caes e, como resultado, puderam observar que a concordancia entre EIE e IFI foi de
72,6%:; entre EIE e DPP® foi de 74,5% e entre DPP® e IF|l de 81,9%. Além disso, 65,8% das
amostras apresentaram resultados compativeis nos 3 exames. Ainda correlacionando os
testes soroldgicos, DPP®, Elisa e R.I.F.I., Da Costa, et al.% e de Lima, et al.”” apresentaram
trabalhos que demonstraram essa correlagdo entre os exames. No estudo de Da Costa,
et al.®® foram coletadas amostras de 960 cdes de seis municipios, com seis diferentes
ecossistemas no estado do Maranhao, Brasil. Este estudo resultou com positividade
para LVC em 59,1% dos animais no Elisa; 14,5% no DPP® e 13,1% no R.L.F.l., sendo o
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ecossistema Amaz6nia o de maior incidéncia de animais positivos. No estudo de De Lima,
et al.”” foram coletados soro sanguineo de 327 caes residentes dos vilarejos de Urubu
Branco e Tapirapé Karaja (tribos indigenas da regido Amazoénica), areas ndo endémicas
e, de todas as amostras analisadas, 13 animais apresentaram positividade no Elisa, dois
animais positivos no R.l.F.l. e nenhum positivo no DPP®.

A respeito dos testes soroldgicos realizados nesta dissertagdo (DPP, Elisa e R.1.F.1.),
apesar de serem amplamente utilizados como métodos de triagem e diagnéstico primario
da Leishmaniose, sdo testes que possuem uma ampla faixa de variabilidade sobre os
parametros sensibilidade e especificidade, e essa variagdo pode ser maior relacionando-a
a sintomatologia apresentada pelos animais, sendo assim, ndo é recomendavel o uso
de somente um ou dois exames para concluir um diagnostico positivo ou negativo de
Leishmaniose Visceral Canina. O mais indicado é a realizacdo de mais de um exame
soroldgico associado a exames moleculares e/ ou parasitoldgicos e correlacionados com
a sintomatologia apresentada pelo animal e a area em que ele vive (se endémica ou nao).

Os resultados do PCR ITS indicaram positividade em 1 (um) animal, entretanto, este
nao apresentou outros exames reagentes, tampouco alteragdes nas proteinas plasmaticas.
Os resultados do estudo realizado por Escobar, et al.”® apresentaram eficiéncia no
diagnostico molecular por PCR, na detecgéo da presenga de DNA do parasita em sangue
periférico, com o uso de marcadores moleculares que codificam a regido ITS2 das espécies
de L. infantum, L. chagasi e L. donovani, os autores concluem que o uso do PCR ITS2 pode
ser uma ferramenta auxiliar no aumento da especificidade dos diagnésticos sorolégicos de
Leishmaniose. Ja em um estudo publicado por Schénian, et al.5” verificaram a sensibilidade
de duas técnicas diferentes de PCR que amplificaram parte do gene ssu rRNA e o ITS,
foram utilizados como amostras sangue humano e canino semeados com promastigotas
de Leishmania. O gene ssu rRNA-PCR foi mais sensivel que o ITS1-PCR, entretanto ndo
foi possivel a identificacdo das espécies. Contudo quando testaram o gene ITS1-PCR
aninhado, a sua sensibilidade se igualou a do gene ssu rRNA-PCR e, quando testada a
digestao da amplificacdo do gene ITS1-PCR com a enzima de restricdo Haell foi possivel
diagnosticar casos de relevancia médica.

A despeito da abordagem utilizada acima sobre a associacdo diagnostica e
correlagdo entre os exames clinicos e laboratoriais que séo realizados para detecgcéo
da LVC, Assis, et al.” avaliaram 34 cées da regido de llha Solteira — SP, com relagéo a
sintomatologia e exames laboratoriais, nesse estudo os céaes foram separados em 3 grupos,
sendo eles, assintomaticos (apresentavam aparéncia saudavel), oligossintomaticos (até 3
sinais clinicos) e polissintomaticos (clinicamente comprometidos) e foram realizados testes
sorologicos, molecular e parasitologico. Dos animais assintomaticos 100% apresentaram
resultado positivo no PCR; dos cédes oligossintomaticos 50% apresentaram resultado
positivo nos exames Elisa e R.I.F.l.; 21% apresentaram resultado negativo nos exames e,
29% apresentaram discordancia entre esses exames e, no grupo polissintomatico 91% dos
animais apresentaram resultado positivo nos exames sorolégicos e demonstraram diversas
lesdes dermatologicas. Portanto nesse estudo de Assis, et al.” foi feita uma correlacéo entre
0s exames e sinais clinicos, que os levaram a concluséo de que, possivelmente, animais
com mais sintomatologia clinica (seja dermatol6gica ou de érgédos internos) possam ter
maior resposta positiva nos exames laboratoriais soroldgicos.



Portanto, avaliando todos os exames realizados nessa dissertagdo, ndo houve
correlagdo de animais com mais de um resultado positivo, entretanto os dois animais
com resultados positivos, sendo um sorolégico - R.I.LF.I. e um molecular - PCR ITS; foram
provenientes da mesma regido (Grajau — Travessa Acécia), isso indica que possa se tornar
necessaria uma investigacao mais elaborada neste local. Abordando, além da ocorréncia
de outros animais com algum resultado positivo, também a ocorréncia de flebotomineos do
género Lu. longipalpis nas areas de maior incidéncia de matas e/ou de falta de saneamento
béasico e de populacdo de baixa renda.



CONCLUSAO

Conforme ja discutido acima, a LVC é uma doenca de alta complexidade diagnostica,
possui uma ampla diversidade de sinais clinicos e os resultados laboratoriais podem
divergir, portanto, com os resultados obtidos nos exames fisicos, laboratoriais e avaliagéo
proteica, apesar de 2 animais resultarem positivos (R.I.F.I. e PCR), ndo se pdde concluir
que estes sao animais positivos para a Leishmaniose Visceral Canina.

Como a ocorréncia de resultados laboratoriais positivos e animais com sinais clinicos
foi, relativamente baixa e, ndo houve correlagdo entre os exames realizados, concluimos
até o presente momento que a regido estuda pode ser classificada como ndo endémica
para a doenca.

Foi possivel relacionar alguns animais com sinais clinicos a queda na relagéo A:G,
porém sem demais exames reagentes, conclui-se, portanto, que os cées citados devem ser
avaliados por um médico veterinario quanto a ocorréncia de outras doencas.

Desta forma, conclui-se que, os animais que obtiveram resultados positivos ou
reagentes e alteragdes nos exames fisicos e proteicos, devem ser monitorados clinicamente
€ com novos exames, inclusive parasitolégicos, para a constata¢do da real infec¢éo por
Leishmaniose Visceral Canina ou outra doenga que acarrete prejuizo a saude destes
animais.
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APENDICES

APENDICE A — TCLE (TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO)

FERMO DE CONSENTIMENTC LIVRE E ESCLARECIDG (TCLE)

Titulo do projeto: Avsliacdo disgndstica de Leishmaniose canina em animais provenientes ds
zona Sul de S0 Pauk.

Nome do pesquisador principal: Leticia Maria Malla

Instituigdo [CIAEF) da CEUA que aprovou: CEUA-UNISA

Objetivos do estudo: |dentificar possiveis c3es poriadores da Leishmaniose viscersl ou
tegumentar; avalisr 3 possivel taxa de incidéncia de cles positives sintomatficos & ndo
sintomaticos em uma dres ndo endémica; comparar os resultados obtidos nos exames =
verificar 3 compatibilidade entre sles.

Procedimentos a serem realizados com os animais: o5 animais terio o sangue coletado no
moments 3pds & cirurgis de castragdo, sinds snestesisdos, e serdo avalisdos clinicaments
quande a lesdes de pele. Apds o retomno anestésico, o5 animais serdo devolvidos a seus
devides. tutores.

Potenciais riscos para os animais: a coleta de sangue ndo acaneta risco de more 305
animais, pois € coletads uma guantidade peguena, porém o suficients para & reaslizsgio dos
Exames necessanos a0 estudo.

Cronograma: os animais sardo manipulados somente no momanto pés-cirdrgico. N3o haverd
outras datas de manipulsgio ou coleta de materisis nos animais paricipantes.

Beneficios: Os animais participantes poderdo contribuir pars a sabde piblics ds populagio da
regido, pois fardo parte de um modelo de disgnostico que poderad suxiliar na identificagio de
deogngas graves e negligencisdas pelos orgles plblicos do pais.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participagio do animal neste projeto: Sua
sutorizsgo pars 3 inclus3o do sew animal nesse estudo & voluntaria. Sew(s) animalis) podera
ser retirado do estudo, 3 quslyeer momento, sem gue isso cause guskuer prejuizo 3 sle A
confidencizlidade dos seus dados pessosis serd preservada. Os membros ds CEUA ou as
sutoridades regulstonias poderSo solicitar suas informagdes, & nesse caso, elas serdo dingidas

especificaments para fins de inspegies regulares. A Medica Veterinania responsavel pelo seu
animalis) serd 2 Dra. Leticia Maria Molla, inscrita no CRMV sob o n® 16.336. Alem dels, 3
equipe do Pesguisador Principsl, Prof. Dr. Jonas Maraes Filhes, também se responsabilizard
pelo bem estar do znimalis) durante todo o estudo = ao final dele. Quando for necessario,
durante ou apds o pericde do estudo, voof poderd entrar em contato com o Pesquisador
Principal ou com 3 sus3 equipe pelos contatos:

Tel. de emergéncia: Dr.(a) Leticia Maria Molla

Equipe: UNISA Programa de Pos-Graduagio

Enderego: Av. Prof. Endas de Sigusira Neto, 340 — Santo Amang



Declaragio de consentimento

Fui devidamente esglarecidpls) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios a0(s) animals) pelo qusl sou responsavel. Fui também informado que posso retirar

meu animal do estudo 3 gualguer momento. Ao 3ssinar este Termo de Consentimento, declaro
que utorizo 3 participacio do meu(s) gnimal(is), Mentificado(s) 2 seguir, neste projsto. Este
documento serd assinado em duss viss, sendo que uma via ficard comigo e outra com o

pesquisadar.

Pesquisador:

MNome:

Documento de identidade:

Identificagdo do animal

WNome:

Microchip:

Espécie: caning

Raga:

ldade:

Macho{ ) Fémea { )

Identificagdo do animal

WNome:

Microchip:

Especie: canina

Raga:

ldade:

Macho { ) Fémea ( )

Responsavel:

Mome:

Documento de |dentidade:

Telefone:

Identificagdo do animal

Wome:

Microchip:

Espécie: caning

Raga:
dzde:

Macho | ) Fémea { )

Identificagdo do animal

Wome:

Microchip:

Especie: canina

Raga:
dzde:

Macho { ) Fémea ( )



APENCIDE B - FICHA DE AVALIAGAO CLINICA

[ WAFA DERMATOLOGICO DE AVALIAGA O DE LESOES EM CAES

PROJETO DIAGHOSTICO DE LEISHMANIOSE

NOME DD ANBAL: IDADE:- RACA:

BENO- {-AM/ [ IF NOME DDFROFRETARIE:

TEL 1

St i —— ' '

Local de lesdes ou prurido

AR

Avaliagdo de lestes nos animais:

ecdollatha ulzarativa mnodular papular puctular




APENDICE C - TABELAS DE RESULTADOS DOS EXAMES DPP® E ELISA

llha do Bororé

09/04/16
DPP® (cut-off 5,000000) Elisa
Amostra Visual Reader Concentracao Resultado

1 NR NR 0,739690 NR
2 NR NR 0,207460 NR
3 NR NR 0,882048 NR
4 NR NR 1,229439 NR
5 NR NR 1,919551 NR
6 NR NR 0,493815 NR
7 NR NR 0,140048 NR
9 NR NR 0,227736 NR
10 NR NR 0,869775 NR
13 NR NR 3,015076 NR
14 NR NR 0,102175 NR
15 NR NR 0,870965 NR
16 NR NR 2,647798 NR
17 NR NR 1,402372 NR
18 NR NR 0,321360 NR
19 NR NR 0,471382 NR
21 NR NR 0,642754 NR
22 NR NR 0,599823 NR
23 NR NR 0,379060 NR
24 NR NR 0,057840 NR
25 NR NR 0,190820 NR
27 NR NR 0,790927 NR
30 NR NR 0,768617 NR
31 NR NR 0,792471 NR
32 NR NR 1,627583 NR
33 NR NR 0,208419 NR
34 NR NR 2,109430 NR
35 NR NR 0,502908 NR
36 NR NR 0,005112 NR
37 NR NR 0,683833 NR
38 NR NR 0,744601 NR
39 NR NR 1,286200 NR
4 NR NR 1,753609 NR
42 NR NR 0,228064 NR
43 NR NR 0,501827 NR




51
52
57
58
59
60
64
65
68
69
70
72
73
74
75
114
122
125

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

0,871806
0,733962
1,155256
2,020854
2,072182
1,152559
0,955807
0,388553
0,898736
1,293408
0,282482
1,221056
0,288561
0,560502
0,832927
0,996429
0,052243
0,734803

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR = Nao Reagente.

Tabela 5 - Exame DPP e Elisa. Resultados obtidos dos animais coletados na llha do Bororé na
data de 09/04/2016.

R. Gaivotas do Céu - Grajau

18/06/16
DPP® (cut-off 5,000000) Elisa
Amostra Visual Reader Concentracao Resultado

2 NR NR 0,476002 NR
3 NR NR 0,614081 NR
4 NR NR 0,387994 NR
12 NR NR 0,584334 NR
18 NR NR 0,349411 NR
22 NR NR 0,022523 NR
26 NR NR 0,103496 NR
27 NR NR 0,049252 NR
28 NR NR 0,203444 NR
36 NR NR 0,962785 NR
42 NR NR 0,699456 NR
43 NR NR 0,014524 NR
46 NR NR 1,5621582 NR
47 NR NR 0,874375 NR
48 NR NR 0,854435 NR
49 NR NR 0,241655 NR




50
51
56
58
76
77
78
79
80
81
83
84
89
93
94
95
97
105
106
107
108
110
111
114
115
116
118
119
122
123
127
128
129
130
131
132
139
Bel

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

3,710754
0,627839
1,280124
0,669339
0,668795
0,373172
0,012109
0,214523
0,925250
0,563994
1,115938
0,687286
0,337682
0,094322
1,803771
0,268285
0,293357
0,376572
0,753374
0,910162
0,484153
0,924850
0,310706
0,965914
0,357969
0,224352
0,716077
0,221173
1,880618
0,375452
1,005416
0,053534
0,570490
0,433946
1,295316
0,027034
0,461518
1,764989

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR = Nao Reagente.

Tabela 6 - Exame DPP e Elisa. Resultados obtidos dos animais coletados na Rua Gaivotas do
Céu (Grajal) na data de 18/06/2016.



Travessa Acacia-Mimosa - Grajau

13/08/16
DPP® (cut-off 5,000000) Elisa
Amostra Visual Reader Concentracao Resultado

3 NR NR 2,105784 NR
5 NR NR 0,987533 NR
6 NR NR 0,029287 NR
16 NR NR 0,494864 NR
21 NR NR 0,923537 NR
22 NR NR 0,724284 NR
23 NR NR 0,571880 NR
24 NR NR 0,330066 NR
26 NR NR 0,280591 NR
27 NR NR 0,737014 NR
30 NR NR 1,030487 NR
31 NR NR 3,828748 NR
34 NR NR 2,443824 NR
35 NR NR 0,265541 NR
37 NR NR 1,004817 NR
41 NR NR 0,103892 NR
46 NR NR 0,146546 NR
47 NR NR 0,734217 NR
48 NR NR 0,318301 NR
50 NR NR 0,093496 NR
53 NR NR 0,484091 NR
58 NR NR 0,686163 NR
59 NR NR 0,097900 NR
60 NR NR 0,372617 NR
61 NR NR 0,612225 NR
62 NR NR 0,946415 NR
64 NR NR 0,769690 NR
68 NR NR 0,343124 NR
70 NR NR 0,044781 NR
71 NR NR 0,702715 NR
73 NR NR 0,356137 NR
75 NR NR 0,220691 NR
82 NR NR 0,516984 NR
85 NR NR 0,827934 NR
92 NR NR 0,198462 NR
95 NR NR 0,033254 NR
96 NR NR 0,098687 NR




08
100
112
113
17
143
144
145
146

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

0,552112
0,475401
0,129731
0,916654
0,464550
0,392267
0,31554
0,197653
1,050267

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

Tabela 7 - Exame DPP e Elisa. Resultados obtidos dos animais coletados na Travessa Acacia-

APENDICE D - TABELA DE RESULTADOS DO EXAME R.L.F.l.

Mimosa (Grajau) na data de 13/08/2016.

llha do Bororé R. Gaivotas do Céu Travessa Acacia-Mimosa
09/04/16 18/06/16 13/08/16
Am PCRITS Am PCRITS Am PCRITS
1 Negativo 2 Negativo Negativo
2 Negativo 3 Negativo Negativo
3 Negativo 4 Negativo Negativo
4 Negativo 12 Negativo 16 Negativo
5 Negativo 18 Negativo 21 Negativo
6 Negativo 22 Negativo 22 Negativo
7 Negativo 26 Negativo 23 Negativo
9 Negativo 27 Negativo 24 Negativo
10 Negativo 28 Negativo 26 Negativo
13 Negativo 36 Negativo 27 Negativo
14 Negativo 42 Negativo 30 Negativo
15 Negativo 43 Negativo 31 Negativo
16 Negativo 46 Negativo 34 Negativo
17 Negativo 47 Negativo 35 Negativo
18 Negativo 48 Negativo 37 Negativo
19 Negativo 49 Negativo 41 Negativo
21 Negativo 50 Negativo 46 Negativo
22 Negativo 51 Negativo 47 Negativo
23 Negativo 56 Negativo 48 Negativo
24 Negativo 58 Negativo 50 Negativo
25 Negativo 76 Negativo 53 Negativo
27 Negativo 77 Negativo 58 Negativo
30 Negativo 78 Negativo 59 Negativo
31 Negativo 79 Negativo 60 Negativo




32
33
34
35
36
37
38
39
41
42
43
51
52
57
58
59
60
64
65
68
69
70
72
73
74
75
114
122
125

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

80
81
83
84
89
93
94
95
97
105
106
107
108
110
111
114
115
116
118
119
122
123
127
128
129
130
131
132
139
Bel

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

61
62
64
68
70
71
73
75
82
85
92
95
96
08
100
112
113
117
143
144
145
146

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Am = Amostra.

Tabela 8 - Exame R.I.F.l. Resultados obtidos dos animais atendidos nos trés locais de coleta.



APENDICE E — TABELA DE RESULTADOS DE PROTEINAS PLASMATICAS

llha do Bororé (09/04/16) | R. Gaivotas do Céu (18/06/16) Tra"essa Qgéafjg')“’"msa
Am | A G AG | Am | A G AG | Am | A G AG
1 | 187 293 o063 | 2 | 326 314 103 | 3 | 313 247 12
2 | 344 296 116 | 3 | 403 077 523 | 5 | 378 222 170
3 | 350 250 140 | 4 | 332 408 081 | 6 | 420 191 224
4 | 294 38 076 | 12 | 319 141 226 | 16 | 270 410 065
5 | 318 242 131 | 18 | 318 342 093 | 21 | 380 240 158
6 | 328 232 141 | 22 | 310 19 163 | 22 | 518 162 319
7 | 23 310 o074 | 26 | 341 119 28 | 23 | 344 316 1,08
9 | 249 411 o060 | 27 | 278 18 152 | 24 | 425 135 314
10 | 232 348 066 | 28 | 344 236 145 | 26 | 278 302 092
13 | 358 222 161 | 36 | 352 248 141 | 27 | 417 203 2,05
14 | 1,90 370 051 | 42 | 287 413 069 | 30 | 347 173 200
15 | 221 159 139 | 43 | 366 314 1,46 | 31 | 344 236 145
16 | 367 113 324 | 46 | 429 171 250 | 34 | 394 026 1515
17 | 288 192 150 | 47 | 377 023 1639 | 35 | 348 212 1,64
18 | 320 231 142 | 48 | 360 120 300 | 87 | 328 172 190
19 | 207 223 133 | 49 | 461 139 331 | 41 | 387 173 2,23
21 | 242 418 o057 | 50 | 368 132 278 | 46 | 297 28 1,04
22 | 412 268 153 | 51 | 298 302 098 | 47 | 398 18 218
23 | 253 247 1,02 | 56 | 278 102 272 | 48 | 58 059 9,84
24 | 335 245 136 | 58 | 408 192 212 | 50 | 339 241 140
25 | 147 493 029 | 76 | 454 026 1746 | 53 | 462 298 156
27 | 255 265 096 | 77 | 320 251 131 | 58 | 369 231 159
30 | 350 230 152 | 78 | 451 08 530 | 59 | 358 222 1,61
31 | 295 445 o066 | 79 | 395 205 192 | 60 | 452 008 5650
32 | 227 253 08 | 80 | 337 263 128 | 61 | 431 169 255
33 | 394 166 237 | 81 | 243 337 072 | 62 | 393 257 152
34 | 206 224 131 | 83 | 336 264 127 | 64 | 299 261 1,14
35 | 322 398 08 | 84 | 432 128 337 | 68 | 400 060 666
3 | 268 412 065 | 89 | 387 193 200 | 70 | 255 225 1,13
37 | 247 233 106 | 93 | 1,91 549 034 | 71 | 303 317 095
38 | 311 200 148 | 94 | 224 196 1,14 | 73 | 407 093 437
30 | 389 191 203 | 95 | 303 277 109 | 75 | 376 184 2,04
41 | 195 28 o068 | 97 | 213 167 127 | 8 | 260 140 185
42 | 328 212 154 | 105 | 420 440 o095 | 8 | 377 203 185
43 | 272 228 119 | 106 | 373 247 151 | 92 | 439 021 2090
51 | 266 474 056 | 107 | 286 354 080 | 95 | 297 263 1,12




52 2,16 4,64 0,46 108 5,08 2,28 2,22 96 4,41 0,39 11,30
57 2,82 3,98 0,70 110 2,80 4,80 0,58 98 2,16 3,24 0,66
58 2,86 3,94 0,72 111 3,67 0,33 11,12 100 4,37 0,43 10,16
59 3,63 0,57 6,36 114 2,65 4,15 0,63 112 2,59 3,01 0,86
60 2,71 3,89 0,69 115 3,43 2,97 1,15 113 3,46 2,14 1,61

64 3,11 2,89 1,07 116 4,38 4,42 0,99 117 2,83 2,97 0,95
65 3,46 2,54 1,36 118 3,84 1,16 3,31 143 4,19 1,21 3,46
68 2,98 2,02 1,47 119 3,79 2,41 1,57 144 5,02 0,18 27,88
69 3,37 2,63 1,28 122 3,18 4,22 0,75 145 4,20 2,40 1,75
70 3,10 1,90 1,63 123 2,72 1,88 1,44 146 4,65 1,15 4,04
72 3,34 2,66 1,25 127 3,64 3,16 1,15

73 2,94 2,66 1,10 128 3,48 2,72 1,27

74 3,45 2,95 1,16 129 3,56 2,64 1,34

75 3,08 1,72 1,79 130 4,68 1,12 4,17

114 2,09 6,71 0,31 131 3,20 2,00 1,60

122 3,10 1,70 1,82 132 3,51 3,29 1,06

125 3,39 3,41 0,99 139 2,93 2,87 1,02

Bel 4,21 1,79 2,35

Am = Amostra / A = Albumina / G = Globulina / A:G = Relag¢do Albumina-Globulina.

Tabela 9 - Exame de Proteinas Plasmaticas. Resultados obtidos dos animais atendidos nos trés
locais de coleta.

APENDICE F - TABELA DE RESULTADOS DE PCR

Illha do Bororé R. Gaivotas do Céu Travessa Acacia-Mimosa
09/04/16 18/06/16 13/08/16
Am PCRITS Am PCRITS Am PCRITS
1 Negativo 2 Negativo 3 Negativo
2 Negativo 3 Negativo 5 Negativo
3 Negativo 4 Negativo 6 Negativo
4 Negativo 12 Negativo 16 Negativo
5 Negativo 18 Negativo 21 Negativo
6 Negativo 22 Negativo 22 Negativo
7 Negativo 26 Negativo 23 Negativo
9 Negativo 27 Negativo 24 Negativo
10 Negativo 28 Negativo 26 Negativo
13 Negativo 36 Negativo 27 Negativo
14 Negativo 42 Negativo 30 Negativo
15 Negativo 43 Negativo 31 Negativo




16
17
18
19
21
22
23
24
25
27
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
41
42
43
51
52
57
58
59
60
64
65
68
69
70
72
73
74

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

46
47
48
49
50
51
56
58
76
77
78
79
80
81
83
84
89
93
94
95
97
105
106
107
108
110
111
114
115
116
118
119
122
123
127
128
129

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

34
35
37
41
46
47
48
50
53
58
59
60
61
62
64
68
70
71
73
75
82
85
92
95
96
98
100
112
113
117
143
144
145
146

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo



75
114
122
125

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

130
131
132
139
Bel

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Am = Amostra.

Tabela 10 - Exame PCR ITS. Resultados obtidos dos animais atendidos nos trés locais de

coleta.

APENDICE G - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE

ANIMAIS
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