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RESUMO

Molla, Leticia Maria. Detec¢cdo de Leishmania spp. em cées provenientes da
zona sul de Sao Paulo, SP. [Detection of Leishmania spp. in dogs from the
south of Sdo Paulo, SP.] — Faculdade de Medicina Veterinéria, Universidade de
Santo Amaro, Séo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

A Leishmaniose 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 o objetivo de detectar a presenca de Leishmania spp. em
regides n&do endémicas da cidade de S&o 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 raga
definida e com ou sem sintomatologia clinica sugestiva da doenca, animais estes
participantes de campanha de esterilizacdo cirdrgica eletiva promovida pelas subprefeituras
regionais dos bairros do Grajau e Illha do Bororé em parceria com ONG (Organizacdo Nao
Governamental). Foi realizada sorologia empregando-se os métodos DPP® (ensaio
imunocromatograficos) e Elisa (teste imunoenzimatico), que atualmente séo utilizados como
triagem diagnostica por o6rgdos governamentais brasileiros; a R.L.F.I. (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta) também foi realizada como teste sorolégico complementar na
investigacao sorologica. Também foi realizado o teste bioquimico de relagdo A:G (Albumina/
Globulina) para verificacdo de alteracdo das proteinas séricas. Como diagndstico molecular
foi realizada a PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) de sangue, com o uso dos primers
LITSR e L5.8S do gene ITS. No exame fisico realizado encontraram-se alteracdes
dermatoldgicas em 13 dos 153 animais. Nos exames sorolégicos foi encontrado resultado
positivo em um animal, para R.I.F.l. e no exame molecular um animal foi positivo na PCR,
esses dois animais sdo provenientes da mesma regido (Grajau). Os resultados bioquimicos
demonstraram alteracdo da relacdo A:G em 8 dos animais avaliados. Os resultados
demonstraram que 2 animais apresentaram exames positivos, porém nao se pdde concluir
com qual espécie de Leishmania eles podem estar acometidos e que 0s animais que
apresentaram qualquer alteracao devem ter monitoramento médico periddico.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina. DPP®. Elisa. R.I.F.l. PCR.



ABSTRACT

Molla, Leticia Maria. Detec¢cdo de Leishmania spp. em cées provenientes da
zona sul de Sao Paulo, SP. [Detection of Leishmania spp. in dogs from the
south of Sdo Paulo, SP.] — Faculdade de Medicina Veterinéria, Universidade de
Santo Amaro, Séo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

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.

Keywords Canine Visceral Leishmaniasis. DPP®. Elisa. IFI. PCR.
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1 Introducéo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca de carater zoonético e
considerada uma doenca negligenciada no Brasil e em diversos paises do mundo, a
qual faz milhares de vitimas anualmente. E uma doenca em expansio e em
urbanizagdo, sendo que ha alguns anos atrds era considerada doenca de caréater
rural. Tém maior incidéncia em paises em desenvolvimento, individuos de éareas
mais carentes (baixa renda, locais sem saneamento basico, baixo acesso a
assisténcia a saude, etc.), criancas e pessoas imunossuprimidas, por exemplo: HIV
(virus da imunodeficiéncia humana) positivo™.

No presente estudo fora realizado um levantamento da possivel ocorréncia de
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em alguns bairros da regido Sul da cidade de
S&o Paulo. Os bairros escolhidos estdo 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 populacdo de baixa renda
e alta densidade de animais. 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 (Organizacdo Nao
Governamental), campanhas de castracao eletiva cirargica de caes e gatos em
diversos bairros da cidade de S&o Paulo.

Os animais participantes foram submetidos a exames de sangue para
verificagcdo da possivel ocorréncia de positividade para Leishmania spp. em cées
residentes da regido, sendo eles pertencentes a tutores ou animais errantes e/ou

resgatados por protetores animais.
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2 Revisado de Literatura
2.1. Historia da Leishmaniose

A Leishmaniose ainda € uma das doencas 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 criangcas com anemia esplénica. Nicolle homeou o parasita de L.
infantum e identificou cdes como reservatérios em Tunis em 1908. Carini identificou
Leishmania em lesBes 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 transmissédo de L. donovani e L. tropica (provavelmente L. major)
por flebotomineos®.

Caracteristicas clinicas e geogréficas da doenca em humanos vém sendo
suplementadas pelos estudos em animais reservatorios e vetores, o comportamento
da Leishmania em animais e a ecologia natural dos ciclos da Leishmania fortalece as
bases de classificacdo das espécies e o conhecimento sobre a transmissdo e a
doenca. A partir da década de 70 foram introduzidas as analises de iso-enzimas e
na década de 80 os estudos do DNAZ.

Técnicas parasitologicas diretas, como: aspirados de linfonodo, de baco e de
lesbes de pele ainda sao métodos diagndsticos de referéncia. A partir de 1990
introduziu-se o diagnéstico por PCR (reacdo em cadeia de polimerase) o qual
identifica o KDNA do parasita, o qual aumentou a possibilidade de diagnosticos a
partir de diversas amostras de tecidos e até mesmo o sangue. O diagndstico
laboratorial complementar também é usado como auxiliar, pois apresenta,

geralmente, anemia e hiperglobulinemia®?,

2.2. Epidemiologia das Leishmanioses

As Leishmanioses sdo doencas de alto potencial zoonotico, que acometem

homens e animais. Inicialmente tinha carater eminentemente rural, porém tém-se
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expandindo para areas urbanas. Encontra-se entre as seis endemias consideradas
prioritarias no mundo. O registro do primeiro caso no Brasil ocorreu em 1913,
guando foi descrito um caso de necropsia em um paciente oriundo do Mato Grosso.
Nessa mesma época foi realizado um estudo para diagnostico da febre amarela, que
resultou no encontro de 41 casos positivos para Leishmanioses em individuos das
regides Norte e Nordeste, nesta ocasido o flebotomineo Lutzomyia longipalpis foi
incriminado como vetor e foram descobertos os primeiros casos em cées’.

Essas doencas sédo consideradas problemas de saude publica devido a sua
magnitude e complexidade clinica, biologica e epidemioldgica. Afeta principalmente
regibes mais pobres e paises em desenvolvimento, o que corrobora para que seja
realizado um esforco coletivo entre paises, organizacdes, governos, instituicdes e as
sociedades para o controle®. As doencas afetam as pessoas em maior estado de
pobreza e estd associada a ma nutricdo, populacdo em deslocamento, habitaces
humildes, baixos recursos financeiros e baixo sistema imunoldgico das pessoas.
Estdo relacionadas as mudancas do meio ambiente (como: desmatamento,
construcdo de barragens, esquemas de irrigacdo e urbanizaco)?.

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

principais formas de Leishmaniose, sendo elas?:

2.2.1 Leishmaniose Cutanea e Mucocutanea

- Leishmaniose Cutanea — é a forma mais comum entre as Leishmanioses,
causando lesdes cutaneas, principalmente ulceracdes em areas do corpo expostas.
Caracteriza-se por grandes cicatrizes. Estima-se que ocorram entre 0,6-1 milh&do 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: Afeganistdo, Algéria, Brasil, Coldmbia, Iran e Republica
Arabe da Siria**.
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- Leishmaniose Mucocutdanea — é a forma que causa total ou parcial
destruicdo das membranas mucosas no nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos
casos ocorre na Bolivia, Brasil, Etiépia e Peru®*.

Nas Américas, a Leishmaniose cutanea e mucosa ocorre em 20 paises,
sendo endémica em 18 deles, com diferentes intensidades de transmisséo. Entre os
anos de 2001 a 2015 foram reportados a Organizacdo 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 diminuicdo 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, Coldbmbia 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®*.

2.2.2 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) — também conhecida como Calazar (Kala-azar)
€ a forma clinica mais grave, devido as complicacdes associadas, pode evoluir para
a morte em até 95% dos casos néo 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
gue 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, Suddo do Sul e Suddo®*.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reportou que em 2012 a
leishmaniose visceral distribuia-se por 102 paises, areas ou territorios pelo mundo.
Na maioria dos paises o estudo refere-se a um numero 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, Etidpia, india, Sul do Suddo
e Sudado.’ J4, 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 2012°.



20

Nas Ameéricas 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 numero de casos, com meédia anual de
cerca de 3.800 casos. Em 2012 houve reducao 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 Ameéricas. Esses casos
ocorreram em oito paises e dos casos reportados, 95% ocorreram no Brasil®.

Com relacéo a distribuicdo populacional e etéria dos casos de LV reportados
em 2015; 64% dos casos atingiu pessoas do sexo masculino, 35% pessoas com
idade entre 20 e 50 anos, 31% criancas menores de 5 anos de idade e 14% em
adultos acima de 50 anos de idade. Observou-se um total de 257 casos de
coinfecgdo de LV com HIV (virus da imunodeficiéncia humana), no mesmo ano e,
244 destes ocorreram no Brasil. A proporcdo de cura foi de 68% e o0s Obitos
ocorreram em 268 casos, sendo 251 deles no Brasil*.

No Brasil € uma doenca de notificacdo compulséria, 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, Cear4,
Maranhdo e Piaui. Nos ultimos 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 criancas) ocorreram em menores de 5 anos de
idade, isso se da pela maior susceptibilidade relativa a imaturidade imunoldgica
desses individuos, agravado pelos casos de desnutricdo que s&o comuns nessas
areas de maior ocorréncia da LV*,

Apesar de ser conhecida como doenca de carater eminentemente rural, os
desmatamentos e 0S processos migratérios somados ao crescimento urbano
desordenado, tém sido apontados como o0s principais determinantes para a
expanséo e alteracdo do perfil epidemiologico da LV no Brasil, o que facilitou a

urbanizacdo do vetor em municipios de médio e grande porte. Na década de 90, em
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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 doenca passou a
ocorrer em todas as regides do pais, demonstrando a urbanizacdo da LV. No ano de
2012, a regido Nordeste foi responsével por 43,1% dos casos no pais. Dados dos
altimos 10 anos demonstram surtos de LV no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS*), Teresina (PI), Natal (RN),
Séo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e epidemias ocorridas em Trés
Lagoas (MS*), Campo Grande (MS*) e Palmas (TO). E importante ressaltar que a
principal condi¢cdo de transmissibilidade nesses novos ambientes esta relacionada a
adaptacdo do vetor Lutzomyia longipalpis ao peridomicilio, favorecida por diversos
fatores e pela presenca de animais domésticos® "2,

Em estudo realizado no estado de S&o Paulo entre 1999 e 2011
detectou-se que 73 municipios tém potencial transmissdo da doenca para humanos,
as primeiras ocorréncias foram em locais de maiores temperaturas e menos umidas,
mas as ocorréncias conseguintes também se deram em regifes menos quentes e
mais Umidas. A expansdo da LV humana demonstrou eixo de disseminacdo 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
construcdo do gasoduto Brasil-Bolivia. Os municipios detectados com maior taxa de
incidéncia e mortalidade incluiram Aracatuba, 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 o0s principais fatores de risco na
disperséo 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 S&o Paulo com transmissao de LV, sendo que destes, 76
municipios apresentaram casos humanos e animais autéctones, 47 municipios
apresentaram casos caninos nao autoctones e 9 apresentaram casos autoctones
somente em humanos. No estado de Sao Paulo, durante o periodo de 1999 — 2014

foram notificados 5.798 casos suspeitos de LV, sendo 2.467 casos autoctones,
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distribuidos em 85 municipios, e com indice de mortalidade de 8,7% O ano de maior
incidéncia foi o ano de 2008 (294 casos) e 0 ano com maior taxa de letalidade foi
2003 (14%)™.

2.3. Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
2.3.1 Distribuicdo do vetor

Um estudo realizado em Panorama (SP) 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
predominancia de Lu. 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 marco (estacdo chuvosa no estado de S&o Paulo)*?.

Em outro estudo publicado em 2015, foi feito um levantamento da
mesorregido de Presidente Prudente e Montalvdo (SP), o Estado de S&o Paulo
possui uma distribuicdo espacial de Lu. 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 mesorregido™>.

2.3.2 Vetor

Os vetores da doenca séo 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 classificagdo 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 classificacdo publicada por

14
l.

Galati, et al.™, apresentam 464 espécies em 22 géneros, 20 subgéneros, 3 grupos

de espécies e 28 séries.



23

Shimabukuro, et al.'®, em um estudo de dados de distribuicdo geogréfica
demonstrou a ocorréncia de 69 espécies diferentes de flebotomineos no estado de
Sédo Paulo, entre as datas de 1943 a 2010, sendo que 36 espécies ja haviam sido
catalogadas nos anos de 1947 e 1978 e, foi incluso o registro de 33 espécies
adicionais de flebotomineos. Este estudo atualizou os dados e reclassificou as
espécies catalogadas em 1947 e 1978, em acordo com a classificacao filogenética
apresentada por Galati, et.al. (2003), o qual reagrupou as espécies de flebotomineos
americanos em 22 géneros, sendo que 14 destes foram registrados no estado de SP.

O principal vetor envolvido na transmissédo da Leishmaniose, ao cédo e ao
homem, €& da espécie Lutzomyia longipalpis. O cdo € o principal reservatorio
doméstico do protozoario Leishmania®**. Entretanto ap6s a ocorréncia de casos de
LVC em uma cidade da grande Sao Paulo, onde as espécies de flebotomineos
predominantes sdo Pintomyia fischeri e Migonemyia migonei, Galvis-Ovallos et al.*®
fizeram um estudo experimental com essas trés espécies de flebotomineos, onde
foram avaliados: habito alimentar, atratividade ao céo, expectativa de vida apos
repasto sanguineo e a susceptibilidade ao L. infantum. Com os resultados obtidos
nesse estudo pbde-se concluir que as duas espécies tem atratividade pelo céo,
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 proporcao de alimentacédo por sangue canino. A frequéncia
de repasto sanguineo do Lu. longipalpis é maior do que das outras duas espécies
estudadas; quanto a sobrevida apds repasto sanguineo, as trés espécies, mesmo
em baixa densidade, séo passiveis de manter o ciclo de transmissao, pois tém longa
vida infectiva. E no experimento da susceptibilidade ao L. infantum concluiu-se que,
apO0s contaminacdo experimental, o Pi. Fischeri teve susceptibilidade no
desenvolvimento do L. infantum em seu organismo, porém, o Pi. Fischeri tem
eficiéncia mais baixa na transmissdo 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 nédo sao fixos, pois a temperatura ambiente influencia
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nesse tempo, sendo que baixas temperaturas aumentam o tempo de
desenvolvimento e altas temperaturas encurtam esse tempo. Em condigbes
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 s&o desconhecidos™**’,

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

O aparelho bucal dos machos é pouco desenvolvido para perfurar a pele de
um hospedeiro, sendo assim, ocasionalmente pode ser encontrado sangue no
estbmago dos machos, nesses casos se supde que a alimentacao se deu através de
alguma leséo da pele, mesmo assim os machos ndo tém importancia na transmissao
de doencas. 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: vegetacao densa,
buracos em paredes, latrinas, celeiros, estdbulos, dentre outros. A atividade
alimentar dos flebotomineos é crepuscular e noturna®*’.

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

Nas regides norte e nordeste o0 vetor encontra-se, originalmente, em
areas de mata, porém com a expansdo demografica esses insetos adaptaram-se a
area rural e sua adaptacdo deu-se, principalmente, pela presenca de animais
sinantropicos e silvestres. Na regido sudeste verificou-se, no final da década de 80,

uma adaptacdo desse inseto aos ambientes urbanos, em periferias de grandes
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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 variacbes de temperatura, podendo ser encontrado no interior dos
domicilios e em abrigos de animais domésticos, ha indicios de que o maior periodo
de transmisséo ocorra durante a estacao chuvosa, quando h&a aumento populacional

do inseto?.

2.3.3 Protozoéarios

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, 1903 apud Lainson, 2010).

Lainson e Shaw (2005 [apud Lainson, 2010])*® propuseram uma importante
mudanca na classificacdo 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 classificagdo 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, Coldmbia, Equador, El Salvador, Guadalupe, Guatemala, Honduras,
Martinica, México, Nicaragua, Paraguai, Suriname e Venezuela®. O principal vetor
conhecido € o Lu. longipalpis, porém o Lu. evansi também foi incriminado na
Colémbia e Venezuela'®?°. O Lu. cruzi tornou-se fortemente suspeito de ser um
vetor alternativo no Brasil (MS*) apds o isolamento de L. infantum chagasi em 14
espécimes®.

As espécies L.(V) braziliensis, L.(V) panamensis, L.(V) guyanensis e L.
infantum chagasi também sdo as espécies responsaveis pelas doencas, cutanea /

mucocutanea e visceral respectivamente, em animais domésticos, mais
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frequentemente nos caes; porém recentes estudos apontam diversos casos de LV
em gatos domésticos?% 2324252526

As Leishmanias sdo protozoarios que possuem ciclo biolégico heteroxénico,
ou seja, necessitam de 2 hospedeiros diferentes para conseguir cumprir sua
evolucdo. Sua forma promastigota (flagelada) desenvolve-se no sistema intestinal do
vetor (flebotomineo), j& 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. S&do parasitas intracelulares
obrigatérios, penetrando e se multiplicando em células do sistema mononuclear

fagocitario?>28,

2.3.4 Sinais Clinicos

A LVC é uma doenca sistémica, cronica e grave, de evolucdo lenta e inicio
insidioso, pode levar o cdo a morte em caso de falha diagndstica ou tratamento nao
adequado®®?°, Acomete diversos 6rgdos e sistemas, aparentemente, exceto o
sistema nervoso central, sua manifestacéo clinica tem um amplo espectro de sinais
que variam de assintomaticos e sinais brandos a sinais severos. A idade é um fator
importante demonstrando que a maior prevaléncia encontrada é em caes de até 3
anos de idade ou acima de 8 anos*%,

Devido a alta taxa de caes assintomaticos, o diagndstico clinico da LVC é
muito complexo e nos casos sintomaticos a apresentacdo clinica da doenca se
assemelha a diversas outras enfermidades™#%*.

A doenca renal pode ser a Unica manifestacdo clinica da doenca e ha alta
prevaléncia desse tipo de lesdo em cédes acometidos com LV, essas lesdes podem
progredir de leve proteinuria até sindrome nefrética ou estagio final de faléncia renal.
A faléncia renal crénica € o resultado da progressdo da doenga e a principal causa
de morte de cées infectados®.

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

Estagio | (doenca leve): exames citoldgicos, histolégicos, parasitologicos e
molecular sdo geralmente negativos, pode haver baixos titulos de anticorpos (Ac)

anti-Leishmania; os animais podem ser clinicamente saudaveis ou apresentar leves
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sinais como dermatite e/ou linfadenomegalia generalizada, que podem estar
associadas a outras doencgas. Os exames laboratoriais hematolégicos, bioquimicos e
perfil renal encontram-se normais nesse estagio®> 2%,

Estagio 1l (doenca moderada): 0s animais apresentam resultados
confirmatorios de parasitose por exames como: parasitolégico 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
doenca, como: lesdes esfoliativas, dermatite, onicogrifose, Ulceras (plano nasal,
patas, proeminéncias 0sseas, juncbes mucocutaneas), anorexia, perda de peso,
febre e epistaxis. Os exames hematoldgicos e bioquimicos podem apresentar leve
anemia nao regenerativa, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e, o perfil renal pode
estar normal ou com proteinuria??23°,

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 0s estagios citados anteriormente
associados a doenca renal cronica em estagio | ou 1172233,

Estagio IV (doenca muito severa): parasitoldgico direto positivo e de médio
a altos titulos de Ac. Além dos sinais clinicos mencionados nos estagios anteriores,
também ha 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, doencas articulares que
dificultam a mobilidade e, a presenca de doencas concomitantes e/ou co-infec¢des

também s&o comuns nesse estagio?>>*°.

2.3.5 Testes Diagndsticos

O diagnéstico da LVC é complexo, assim como o diagndstico por sinais
clinicos tem amplo espectro, os exames sanguineos hematologicos e bioquimicos
também abrangem uma ampla faixa de alteragbes nao especificas para a

Leishmaniose?? 23,
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2.3.5.1 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) séo sintetizadas principalmente
no figado e sdo constituidas de aminoacidos obtidos ap6s quebra e absorcao
intestinal. Os dois principais tipos de proteinas plasmaticas sdo a albumina e a
globulina®!32.

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, é sintetizada no
figado, contribui para o equilibrio da pressdo osmética e participa do transporte
de diversas substancias (por exemplo: horménios, &cidos graxos, bilirrubina ndo
conjugada), sendo que uma diminuicdo do seu valor sérico pode ser decorrente
de doenca hepatica (devido a menor producdo), ma nutricdo ou absorcao e/ou
doenca glomerular, o que leva a uma maior perda desta proteina®32.

As globulinas (a1 e a2) sao proteinas sintetizadas no figado, atuam na fase
aguda de doencas, sdo inibidoras de protease, impedem a perda de ferro e
hemoglobina pela urina, auxiliam no transporte de moléculas (Interleucinas,
insulina, etc.). As B-globulinas também sintetizadas pelo figado e também
importantes na fase aguda de afeccdes, tém como funcgdes o transporte de ferro,
impedem a perda e a deposicao de ferro em tecidos, auxiliam na resposta imune,
dentre outras. Ja as y-globulinas (imunoglobulinas) sdo glicoproteinas
sintetizadas e excretadas por células plasmaticas derivadas dos linfocitos B e tém
importante funcdo na resposta imunoldgica do organismo frente vérios tipos de
afeccées, doencas, microrganismos, dentre outros**3*. A hipoglobulinemia esta
associada a problemas hepaticos. Ja a hiperglobulinemia é caracterizada pelo
aumento das globulinas beta e gama. O aumento de globulinas da classe a pode
ser decorrente de uso de horménios, gravidez ou processos inflamatérios>2.

Na LVC as alteracbes hepaticas estdo associadas a evolucdo da doenca
em funcdo da multiplicacdo das formas amastigotas nos macrofagos, assim a
LVC pode levar a hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. O aumento das

concentracdes séricas de proteinas totais é consideravelmente importante em
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caes com LVC, podendo alcancar valores acima de 10 g/dl, e esse aumento
exacerbado se d&, principalmente, pela hiperglobulinemia**.

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

- Hematolégica - leve a severa anemia ndo regenerativa, leucocitose ou
leucopenia, trombocitopenia e hemostase ou fibrindlise secundéaria®*?3,

- Bioquimica - diminuicdo na relacdo albumina: globulina (A:G), leve a
moderada proteinuria, azotemia renal e aumento nas atividades das enzimas

hepaticas®%.

2.3.5.2 Sorodiagndéstico

Exames sorolégicos sdo utilizados no diagnostico 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 laboratorios
especializados. Esses testes emitem resultados positivos ou negativos e nao
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 diagndstico de baixo custo e alta confiabilidade e com o
intuito de evitar o uso de métodos invasivos, o MS preconizou um protocolo de
diagndstico por métodos soroldgicos; assim, diversos métodos sorologicos foram
desenvolvidos para o diagndstico 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.L.F.l. (reacdo de
imunofluorescéncia indireta), disponiveis em kits especificos produzidos pelo
Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos e autorizados pelo
Mapa®.

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 diagndstico da

LVC, sendo que, a partir de entdo, seria utilizado o teste DPP® (do inglés: Dual Path
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Platform) como triagem e o Elisa como confirmatério nos casos positivos da triagem,
porém falhas nesses resultados podem causar a eliminacdo de um alto e
desconhecido numero de animais nado infectados e, em contrapartida, ndo detectar
precisamente caes positivos; com isso pode-se observar que, apesar de diversos
tipos de métodos diagndsticos disponiveis, o Brasil ainda ndo possui um método de
diagndstico sensivel, especifico e de facil execucéo para a LVC*®.

2.3.5.2.1 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 diagndstico 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 precisdo ao diagnéstico de LVC em sangue ou
plasma sérico®’.

O DPP® trata-se de um teste imunocromatografico qualitativo para a
deteccdo de antigenos anti-Leishmania. Esse teste utiliza a proteina
recombinante rK39 como antigeno, essa proteina é uma sequéncia de 39
aminodcidos clonados da regido quinase especifica da L. chagasi, e tem sido

amplamente avaliada no diagnéstico da LV3%3°,

2.3.5.2.2 Elisa

O ensaio sorolégico imunoenzimético Elisa possibilita a anédlise de uma
grande quantidade de amostras em pouco tempo, sendo muito util para um
diagnéstico mais rapido e de facil execucdo, quando comparado ao R.I.F.I.*°.

A técnica Elisa permite a deteccdo de baixos titulos de Ac, inclusive em
casos assintomaticos de LVC. Os resultados sdo expressos como: reagente e
nao reagente, o antigeno utilizado (bruto ou recombinante) € um dos fatores que

influencia na variabilidade da sensibilidade e especificidade 3.
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2.3.5.2.3R.ILF.I.

A R.I.F.I. é utilizada para a deteccéo de anticorpos contra Leishmania (IgG
anti-Leishmania) em soros de cées e consiste na reacdo de soros com parasitas
fixados em laminas de microscopia, na etapa seguinte utiliza-se conjugado
fluorescente para evidenciagéo da reacdo**.

A leitura é realizada com auxilio de microscépio que utiliza incidéncia de
luz azul e ultravioleta, sendo considerados reagentes 0s soros que apresentarem
fluorescéncia e ndo reagentes 0S sSoros que apresentarem auséncia de
fluorescéncia, tomando-se como referéncia 0os soros controle positivo e negativo
gque devem ser incluidos em cada lamina. Amostras nas quais apresentam
fluorescéncia verde homogénea, sdo consideradas positivas enquanto que,

aquelas de coloracéo vermelho mate podem ser consideradas negativas .

2.3.5.3 PCR

A PCR é um método de diagnéstico molecular que, apresentou
desenvolvimento de novas técnicas de identificacdo e deteccdo de material
genético de parasitas do género Leishmania, ap6és a década de 80. Uma das
vantagens dessa técnica é a identificacdo génica do parasita sem a necessidade
de isolamento do mesmo em culturas. A PCR é baseado na amplificacdo de
oligonucleotideos que formam uma sequéncia genética conhecida do parasita, é
uma técnica versatil que pode ser aplicada em diversas amostras bioldgicas, tais
como: aspirados de medula 6éssea, aspirados de linfonodos, sangue, urina e
biépsias de pele; o que o torna um método diagndstico menos invasivo. A
sensibilidade da PCR € bastante variavel e depende da amostra utilizada e do
marcador empregado®?.

Nas ultimas décadas a PCR tem se mostrado um exame com alta
sensibilidade e uma importante ferramenta no diagnostico da LVC. Para atingir
essa sensibilidade, diversos testes de diferentes genes foram realizados por
varios autores sendo possivel a identificacdo do género Leishmania e de algumas
espécies selecionadas™®.

No estudo publicado por Schénian et al.**, foi descrito o método universal
de PCR para o diagnostico direto de diferentes estagios de manifestacao clinica.
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O método foi aplicado em areas ndo endémicas e em regides com importancia
epidemiolégica. A sensibilidade e especificidade foram comparadas com duas
diferentes combinacfes de amplificacdo de primers: 1- parte variavel do gene ssu
rRNA e, 2- o espacador transcrito interno ribossémico (ITS1-PCR). Usando a
combinacado 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 ribossébmicas da Leishmania para as
amplificacbes: 1- parte do gene de ssu rRNA utilizando primers R221 e R332
(técnica descrita em 1992 por Van Eys, et.al.) e, 2- espacador transcrito interno
ribossémico 1 (ITS1) separando os genes que codificam para ssu rRNA e 5.8S
rRNA utilizando os primers LITSR e L5.8S.

A regidao 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 € que a identificacdo das espécies pode ser conseguida

através da digestdo do produto PCR com a enzima de restricdo Haell**,

2.3.5.4 Exame Parasitolégico

Os exames parasitoldgicos diretos detectam a presenca do parasita na
amostra, porém devem ser realizados por pessoas muito experientes para que nao
haja resultados falsos ou falhas na interpretacao.

A cultura laboratorial também € um teste parasitolégico, que pode ser
realizado na deteccdo e identificacdo da Leishmania em meios de cultura

especificos®* 3.

2.4 Legislacbes 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, Pecuaria e Abastecimento. O tratamento ndo autorizado
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incidiria em infragbes com penalidades previstas em Lei e pelo Codigo de Etica do
Médico Veterinario**.

Em Setembro de 2013 foi deferido parcialmente o pedido de suspensao da
decisdo recorrida, permitindo a utilizacdo da Portaria 1.426/2008, desde que a
eventual eutandsia canina a ser praticada seja precedida da realizagdo de dois
testes laboratoriais comprobatérios da infectividade do cdo: R.I.F.I. ou DPP® e Elisa;
e também da criteriosa avaliacdo do Médico Veterinario, pertencente aos quadros
publicos™.

Em 2016 por meio de Nota Técnica Conjunta entre o Mapa e MS foi
autorizado o registro e comercializacdo 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 cdes com produtos de uso humano ou nédo
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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3. Objetivos
Este estudo prop8e atender ao objetivo geral e aos objetivos especificos a
seqguir.
3.1 Objetivo geral

Deteccéo de Leishmania spp. em caes provenientes da zona sul do municipio
de Sao Paulo, SP.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliacao fisico-clinica e de proteinas plasmaticas dos caes provenientes da

zona sul do municipio de Sao Paulo, SP;

- Deteccédo sorologica para Leishmania spp. em cées provenientes da zona

sul do municipio de Séao Paulo, SP;

- Deteccao molecular para Leishmania spp. em cées provenientes da zona sul

do municipio de Sdo Paulo, SP.
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4. Justificativa

Devido a alta incidéncia ja verificada em diversos estudos, na populacdo
humana e animal, no Brasil e em diversos outros paises, o diagndstico 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 zoondtico e criacdo de banco de dados epidemiolégicos nas
regides. Os locais escolhidos para a realizagcdo do estudo ndo sao identificados
como regido endémica, portanto sem importancia para os inquéritos epidemiolégicos
atuais dessa doenca; porém sdo areas com uma grande populacdo de cées,

inclusive caes errantes e, extensa area de preservacdo ambiental.
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5. Materiais e Métodos
5.1 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 Acacia-Mimosa em 13/08/2016 (essas duas com distancia média de 3,5
km entre elas) e, na Illha do Bororé em 09/04/2016. Esses animais
compareceram, com seus devidos responsaveis, as escolas municipais dessas

localizacdes para realizacdo da esterilizagcao cirurgica eletiva.

5.2 Populacéo do Estudo

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 caes, residentes
nas regides de Grajau e llha do Bororé. Os cées foram selecionados aleatoriamente,
conforme autorizacdo de seu tutor para a colheita de amostra e execucao dos
estudos, mediante explicacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) - Apéndice A.

Foram utilizados cées acima de 3 meses de idade, machos e fémeas, com e
sem sinais clinicos de doencas pré-existentes, de variadas ragas e sem raca 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 aprovacéo n° 05/2016.

5.2.1 Amostras coletadas

As amostras foram coletadas em trés datas das campanhas de castracao,

ocorridas nos meses de Abril, Junho e Agosto do ano de 2016. Foram armazenadas
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em congelamento, ap6s a centrifugacdo e separacdo do soro e concentrado de
hemacias em eppendorfes identificados com o namero de registro do animal na
campanha e a data de coleta.

O processamento das amostras foi realizado em parceria com o Prof. Msc.
Marcio Antonio Batistela Moreira da Universidade Anhembi Morumbi — Campus
Mooca; com o professor Dr. Roberto Mitsuyoshi Hiramoto do Instituto Adolf; com
a Profa. Dra. Andréa Pereira da Costa da Universidade Estadual do Maranhéo,
com o Prof. Dr. Arlei Marcili da Universidade Santo Amaro, e com o Prof. Dr.

Marcelo Bahia Labruna da Universidade Sao Paulo.

5.2.2 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 —

palida, 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 lesdes dermatolégicas, sendo anotadas: a

localizacdo e o tipo de lesdo no mapa dermatolégico e na tabela de sinais,

presentes na ficha clinica (Apéndice B); os linfonodos pré-escapulares e popliteos

foram palpados para verificacgdo do tamanho, consisténcia, temperatura,
formacao do nodo e aderéncia aos tecidos circundantes, resultado delimitado em
escore N — normal, A — alterado, informacdo também constante na tabela de

sinais da ficha clinica.

5.3 Procedimento de colheita

A amostra de sangue foi obtida através da puncédo 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
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(FMVZ-USP) para a centrifugacdo e separacdo do plasma e concentrado de
hemacias.

Cada material biolégico foi colocado em tubos eppendorfes de 1 mL, sendo
2 tubos destinados ao plasma e 1 tubo destinado ao concentrado de hemécias.
Cada tubo foi identificado com o numero de identificacdo do animal e data de

colheita.

5.4 Avaliagdes laboratoriais
5.4.1 Proteinas Plasmaticas

Para o perfil bioquimico desta dissertacdo, foram analisados: albumina
(ALB) e globulina (GLO). Os valores de referéncia em caes para Albumina é
considerado fisiologico entre 2,5 a 4,0 g/dL e para Globulina o limite de referéncia
€ entre 2,5 e 5,4 g/dl; como valor de referéncia para a relacdo A:G foi utilizado o
intervalo entre 0,59 — 1,1 pg/dI**4®.

5.4.2 Sorodiagndéstico

Na presente dissertacdo foram escolhidos os trés testes sorolégicos, os
dois atualmente usados como oficiais para inquéritos epidemiol6gicos realizados
pelos 6rgdos brasileiros, DPP® (triagem) e Elisa (confirmatério) e o R.I.F.l., que

era utilizado, antes da introducdo do DPP®, como confirmatério.

54.2.1 DPP®e TR DPP® (Teste Rapido Dual Path Platform)

Esse dispositivo € um teste rapido que pode ser aplicado facilmente a
campo e sua reacdo € baseada na reatividade de particulas de ouro coloidais
acompanhadas de proteinas com antigenos ligados a anticorpos, 0s quais podem
ser visualizados através da coloracéo de uma banda do teste®’.

Para a realizacdo do teste DPP® foi feita a adicdo de 5 pl de sangue total
(amostra) ao poc¢o #1 (amostra + tampao) e em seguida adicionou-se o tampéao.
Apo6s 5 minutos as duas linhas de coloracdo azul, controle (C) e teste (T),

desapareceram e entdo, se colocou a solugdo tampao no pocgo #2 (tampéo); apos
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+ 15 minutos foi possivel fazer a leitura visual das linhas vermelhas que
apareceram. Se tiver somente 1 linha — resultado negativo; se aparecerem 2
linhas — resultado positivo®®.

No presente estudo foi realizada a leitura visual conforme orientacdes de

bula sobre o procedimento, j& citadas acima.

Figura 1 - Foto dos Kits DPP® com as amostras do estudo.

Fonte: Arquivo pessoal.

5.4.2.2. Teste Elisa

O teste Elisa consiste na reacdo de anticorpos presentes no Soro ou
plasma, com antigenos sollveis e purificados de Leishmania major like obtidos a
partir de cultura in vitro. Esse Ag € adsorvido em microplacas (fase soélida), faz-se
a adicao dos soros controle positivo e negativo e das amostras previamente
diluidas. Na préxima etapa é adicionado o substrato, anti-imunoglobulina, que, na
presenca de Ac especificos ocorre a ligacdo entre conjugado-anticorpo, o qual
podera ser evidenciada com a adicdo de uma substancia cromdgena; essa juncao
formara um comporto colorido, o que indica que € um resultado “reagente”. As
cavidades que ndo tiverem Ac especificos, ndo haverad a ligacdo, portanto, a

reacdo nao produz coloragdo, sendo assim considerada “ndo-reagente”.
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O resultado considerado reagente € aquele que apresenta o valor da
densidade Otica igual ou superior a trés desvios-padrdo do ponto de corte (Cut-

Off) do resultado do controle negativo’.

5.4.2.3 Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (R.I.F.1.)

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.I.F.l. foi executada considerando a diluicdo = 1:80 como
resultado positivo para LVC. Os resultados obtidos com diluicdo 1:40 sé&o

resultados duvidosos e que devem ser repetidos com outras técnicas

diagnésticas®.

5.4.3 PCR (Reac¢do em Cadeia de Polimerase)

As amostras de concentrado de hemacias foram processadas pelo
procedimento de extracdo de DNA de forma individual, utilizando o kit de extrag&o
“Dneasy Tissue Kit” (Qiagen, Chatswoth, CA), conforme as instru¢des do fabricante
e, preparadas para a realizacdo da PCR.

O diagnéstico molecular utilizado nesta dissertacao foi através do gene ITS
(Espacador intergénico transcrito), utilizando os primers LITSR e L5.8S. Os

ensaios foram realizados conforme Schénian, et al.*3.
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6. Resultados

Os animais participantes do estudo foram selecionados em acordo com a
concordancia do tutor ou responsavel que o acompanhava nas campanhas de
castracdo. A tabela 1 apresenta a populacéo utilizada no estudo, separada por sexo,

raca e idade.

Tabela 1 - Amostragem dos animais do estudo, segundo sexo, raca e idade

Sexo Raca Idade
N N&o
Fémea | Macho SRD Raca <1 ano 21 ano L
definido
Quantidade 116 37 125 28 34 117 2
Total 153

Fonte: Arquivo pessoal.

No exame fisico realizado, ndo foram observadas altera¢cdes 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 apresentaram algumas lesbes de pele, sendo
elas localizadas ou generalizadas e as mais comuns encontradas foram alopecia,
dermatite nodular e crostas; dentre as lesdes dermatoldgicas, as regibes de maior
prevaléncia foram membros, térax e orelhas. Destes 13 animais, sete sao
pertencentes ao Grajal (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 regiao de

membros e torax (tabela 2).
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Leséo Leséo Escore Palidez
dermatoldgica dermatoldgica corporal de
Local ) .
localizada generalizada Magro / mucosas
Caquético
Ilha do Bororé 3 3 1 4
Gaivotas do Céu 0 1 2
Travessa Acécia 0 0 0 0
Total 10 3 2 6

Fonte: Arquivo pessoal.

Nas figuras 1, 2 e 3 podem ser visualizadas as principais lesbes encontradas

na pele dos animais atendidos nesse projeto. Nao fora realizado registro fotografico

dos animais atendidos na data 13/08/2016, localidade Grajau — Travessa Acécia-

Mimosa, pois em nenhum deles foi encontrada qualquer lesdo que pudesse ser

compativel com sinais de LVC.

FIGURAS 2 E 3 - Animal de identificacdo numero 69, atendido na llha do Bororé

em 09/04/2016.

Fonte: Arquivo pessoal.
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FIGURA 4 — Animal de identificacdo numero 123, atendido no Grajau, R.
Gaivotas do Céu em 18/06/2016.

Fonte: Arquivo pessoal.

Quanto aos resultados soroldgicos, estes demonstram que no exame
DPP® nenhum dos animais estudados apresentou resultado reagente & leitura visual.
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 soroldgicos, resultaram como nao reagente.
Os resultados de todos os animais e suas devidas concentragdes encontram-se nas
tabelas 4, 5 e 6 no Apéndice C desta dissertacao.

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

Na avaliacdo proteica do soro dos animais obtiveram-se 0s seguintes
resultados: na regido da Ilha do Bororé 12 dos animais apresentaram
hipoalbuminemia e 1 animal com hiperglobulinemia (este € um dos animais dentre os
12 citados acima); na regido do Grajau (Gaivota do Ceu) verificou-se 4 animais com
hipoalbuminemia e um animal com hiperglobulinemia (este animal € um dos 4
animais citados acima) e, no Grajau (Travessa Acéacia) um animal apresentou
hipoalbuminemia e nenhum com hiperglobulinemia. Ja na analise da relagdo A:G,
pode ser observado que 8 dos 153 animais apresentaram valor abaixo de 0,59 g/dl

(limite minimo do intervalo de referéncia usado). Destes 8 animais com queda na
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relacdo A:G, 6 sdo pertencentes a llha do Bororé e 2 pertencentes ao Grajau

(Gaivotas do Céu), os resultados completos de todos os animais, encontram-se na

tabela 8 no final dessa dissertacéo, Apéndice E.

Na PCR ITS um animal apresentou resultado positivo, as demais

amostras avaliadas resultaram-se negativas. Esse animal positivo foi atendido no

Grajau (Travessa Acacia) e a tabela 9 com todos os resultados da PCR encontra-se

no Apéndice F.

A tabela 3, abaixo, demonstra a quantidade de animais, por local, que

apresentaram resultados: Reagente (R) e Ndo Reagente (NR) nos exames DPP® e

Elisa; positivo (+) e negativo (-) nos exames R.I.F.l. e PCR; e valores abaixo do

minimo da referéncia (0,59 ug/l) para a relacdo Albumina:globulina (A:G).

Tabela 3 - Resultados dos exames laboratoriais

DPP Elisa R.I.F.I. PCR
Local A:G
R NR R NR + - + -
lha 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

Fonte: Arquivo pessoal.
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7. Discussao

Dentre os animais que apresentaram sinais dermatolégicos nesse estudo, 0s
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 manifestacdes 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
dermatolégicas sdo as manifestacbes mais frequentes dentre as alteracbes
generalizadas possiveis de se encontrar em cdes 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 manifestacdes clinicas
mais comuns da Leishmaniose a perda de peso e palidez de mucosas, além das
dermatoldgicas, também sdo manifestacdes descritas por diversos autores, como

Silva?®, Paltrinieri, et al.?? .23,

e Solano-Gallego, et a

Na avaliacdo das proteinas plasmaticas puderam ser observadas, em oito
animais, hiperglobulinemia e hipoalbuminemia o que causou alteragcéo da relacéo
dessas proteinas, resultando em valores abaixo do limite de referéncia utilizado
(A:G 0,59 — 1,1 pg/dl). A inversao da relagdo A:G revela uma diminuicdo na
concentracao 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 doenca, havendo entdo, 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 e/ou anoréxicos®*. E a hiperproteinemia, na LVC, pode ser decorrente
da ativacdo dos linfécitos B e consequente producéao elevada de anticorpos (y
globulina)*®. Os sinais clinicos verificados, em dois dos animais do estudo, puderam
ser relacionados com a alteracdo na relacdo das proteinas Albumina e Globulina

(A:G = 0,59 upg/dl), desta forma, esses resultados podem ser relativos a
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Leishmaniose porém, também, a outra doenca de carater infeccioso ou mesmo
lesbes hepéticas que comprometam a fragéo proteica.

1.3* onde se avaliou 40 cies

Em um estudo realizado por Castro, et a
sorologicamente reagentes para Leishmaniose, no estado de MG, observou-se
que, a queda na relacdo A:G foi estatisticamente significativa em caes com
sintomatologia de LVC, porém os trés grupos de estudo (animais assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos) apresentaram relacdo A:G abaixo dos valores
de referéncia, entretanto algumas enzimas avaliadoras da funcdo hepatica
mantiveram-se dentro dos parametros fisiolégicos, sendo assim, os resultados
deste estudo, demonstraram que a LVC pode levar a alteragdes nos parametros
proteicos independentemente da sintomatologia apresentada pelos cdes. Ja em um
estudo publicado por Medeiros, etal.®® foi realizada a avaliacdo do perfil
hematoldgico de cdes sorologicamente reagentes e ndo reagentes no exame R.I.F.1.,
neste, analisaram 290 amostras bioldgicas, sendo 145 reagentes e 145 néao
reagentes para R.I.F.l. e, na avaliacdo da proteina plasmatica total foi observado
que hiperproteinemia ocorreu em cées sorologicamente reagentes.

Na avaliagdo sorologica dessa dissertacdo, ndo houve nenhum resultado
positivo nos testes DPP® e Elisa. O teste R.I.F.l. apresentou um animal positivo,
porém o mesmo nao apresentou demais resultados positivos ou sinais clinicos que
pudessem ser correlacionados a esse exame, sendo assim, esse resultado pode ser
indicativo de infeccdo por Leishmania spp. ou um resultado falso positivo (por reacao
cruzada com outro agente etiolégico ou contaminacdo da reacdo), 0 que somente
podera ser confirmado através de exames parasitologicos e acompanhamento
clinico deste animal.

Um estudo realizado por Lima, et al.>* demonstrou resultados do DPP em 52
animais sintomaticos, dos quais 91,5% apresentaram positividade, porém em
relacdo aos animais assintomaticos, também 52, a porcentagem de animais
positivos foi menor, 52,9%%. Bisugo, et.al.>’> avaliaram 1199 soros caninos de
municipios do Estado de Sédo Paulo, com transmissdo de LCV, apresentaram 0s
seguintes resultados: teste rapido anti-rk39 — 31,3% de positividade, R.I.F.l. e
Elisa com anticorpos anti-Leishmania — 25,1% e 27,2% de positividade,

respectivamente e todos os 134 soros do grupo controle apresentaram-se
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negativos. Laurenti & Leandro Jr., et.al.®® realizaram um estudo com 85 amostras
soroldgicas de cades sintométicos e assintomaticos, provenientes de regifes
endémicas e 18 animais controle e obtiveram os seguintes resultados: 77/85
amostras positivas no DPP e Elisa e 82/85 amostras reagentes no R.I.LF.l., as
amostras controle resultaram negativas nos exames.

No estudo realizado por da Costa, et al.*’ foram coletadas amostras de 960
cdes de seis municipios, com seis diferentes ecossistemas no estado do
Maranh&o, 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 ecossistema

.54 coletaram

Amazonia o de maior incidéncia de animais positivos. De Lima, et a
soro sanguineo de 327 cées residentes dos vilarejos de Urubu Branco e Tapirapé
Karaja (tribos indigenas da regido Amazonica), areas ndo endémicas e, de todas
as amostras analisadas, 13 animais apresentaram positividade no Elisa, dois
animais positivos no R.I.F.l. e nenhum positivo no DPP®.

A despeito da abordagem sobre a associacdo diagnostica, entre os exames
clinicos e laboratoriais que sdo realizados para deteccdo da LVC, Assis, et al.>
avaliaram 34 caes da regido de llha Solteira — SP, com relacdo a sintomatologia e
exames laboratoriais, nesse estudo os caes foram separados em 3 grupos, sendo
eles, assintomaticos (apresentavam aparéncia saudavel), oligossintomaticos (até 3
sinais clinicos) e polissintomaticos (clinicamente comprometidos) e, foram realizados
testes soroldgicos, molecular e parasitolégico. Dos animais assintomaticos 100%
apresentaram resultado positivo na PCR; dos caes oligossintomaticos 50%
apresentaram resultado positivo nos exames Elisa e R.L.LF.l., 21% apresentaram
resultado negativo nos exames e, 29% apresentaram discordancia entre esses
exames; no grupo polissintomatico 91% dos animais apresentaram resultado positivo
nos exames soroldgicos e demonstraram diversas lesdes dermatologicas.

Os resultados da PCR indicaram positividade em 1 (um) animal, entretanto,
este ndo apresentou outros exames reagentes, tampouco alteragdes nas proteinas
plasmaticas. Os resultados do estudo realizado por Escobar, et al.>® apresentaram
eficiéncia no diagndstico molecular por PCR, na deteccdo da presenca de DNA do
parasita em sangue periférico, com o uso de marcadores moleculares das espécies

de L. infantum, L. chagasi e L. donovani, no qual concluiram que o uso da PCR pode
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ser uma ferramenta auxiliar no aumento da especificidade dos diagnésticos
sorolégicos de Leishmaniose. J& em um estudo publicado por Schénian, et al.*
verificaram a sensibilidade de duas técnicas diferentes de PCR; neste estudo, foram
utilizados amostras sangue humano e canino semeados com promastigotas de
Leishmania. Apesar de um dos genes estudados ter sido mais sensivel do que o
outro, ndo foi possivel a identificacdo das espécies de Leishmania. Contudo quando
um dos genes foi testado de forma aninhada, houve aumento da sensibilidade e com
a adicdo de uma enzima de restricdo foi possivel selecionar espécies de importancia
médica.

Na avaliacdo de todos os exames realizados nessa dissertagdo, nao houve
correlacdo 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;
foram provenientes da mesma regido (Grajal — Travessa Acécia), isso indica que
possa se tornar necessaria uma investigacdo 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 basico e de populacdo de baixa renda.
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8. Concluséao

Nos resultados obtidos neste estudo foram encontrados dois animais positivos
(R.I.LF.l. e PCR) para Leishmania spp., mas ndao se p6de concluir que estes estado
acometidos por Leishmaniose Visceral Canina ou Tegumentar.

Conclui-se também que, os animais que obtiveram alteracdes nos exames
fisicos e proteicos, devem ser monitorados clinicamente e laboratorialmente, pois
nao se pode concluir que essas alteracBes sejam provenientes da Leishmaniose
Visceral Canina ou Tegumentar. O monitoramento peridédico destes animais
proporcionaria um diagndstico preciso de doenca(s) que pode(m) ser a causa das
alteracdes encontradas.



. Brasil. Prefeitura de Goiania. Nota Técnica n®.

50

9. Referéncias

. Ministério da Saude (Brasil), Secretaria de Vigilancia em Saulde,
Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. Manual de vigilancia e controle
da leishmaniose visceral. Brasilia: Ministério da Saude, 2006.

. Leishmaniasis Fact Sheet [Internet]. World Health Organization, Inc. 2017 —
[acesso em 01 jul 2017]. Disponivel em:
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/.

. World Health Organization (United States of America), Committee on the
Control of Leishmaniasis. Control of the Leishmaniasis: report of a meeting.
Geneva: WHO, 2010.

. Informe de Leishmanioses [Internet]. Washington: 2017, Inc. 2017 — [acesso
em 25 jun 2017]. Disponivel em:
http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_topics&view=article&id=29&Ite
mid=40754.

. Leishmaniasis [Internet]. World Health Organization, Inc. 2017 — [acesso em
03 jun 17]. Disponivel em: http://www.who.int/leishmaniasis/en/.

[o]

013/2011/CIEVS/DE/DVS/SMS. Leishmaniose Visceral [Internet]. Secretaria
Municipal de Saude, Centro de Informacdes Estratégicas e Resposta em
Vigilancia em Saude. 2011 [acesso em 03 jun 2017]. Disponivel em:
http://www.saude.goiania.go.gov.br/ev_docs/nota_tecnica_leishmaniose.pdf.

. Ministério da Saude (Brasil), Secretaria de Vigilancia em Saude,
Departamento de Vigilancia Epidemioldgica. Guia de Vigilancia
Epidemioldgica. 72 edi¢do. Brasilia: Ministério da Saude, 2009.

. Ministério da Saude (Brasil), Secretaria de Vigilancia em Saude, Coordenacéo
Geral de Desenvolvimento de Epidemiologia em Servigos. Guia de Vigilancia
em Saude. 12 edicdo. Brasilia: Ministério da Saude, 2016.

. Cardim MFM, Dibo MR, Guirado MM, Oliveira AM, Chiaravalloti F Neto.
Introducado e expanséo da Leishmaniose Visceral Americana em humanos no
estado de Sdo Paulo, 1999-2011. Rev. Sau. Publica. 2013; 47(4): 691-700.

10.Seva AP, Mao L, Galvis-Ovallos F, Lima JMT, Valle D. Risk analysis and

prediction of visceral leishmaniasis dispersion in Sdo Paulo State, Brazil.
PLOS Negl Trop Dis. 2017 Feb; 11(2).

11.Ciaravolo RMC, Oliveira SS, Hiramoto RM, Henriques LF, Taniguchi HH,

Viviani A Jr, et al. Classificagcdo Epidemioldgica dos Municipios Segundo o
Programa de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral no Estado de
sao Paulo, dezembro de 2014. BEPA. 2015; 12(143): 9-22.

12.Galvis-Ovallos F, Casanova C, Seva AP, Galati EAB. Ecological parameters

of the (S)-9-methylgermacreme-B population of the Lutzomyia longipalpis


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/
http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_topics&view=article&id=29&Itemid=40754
http://www.paho.org/hq/index.php?option=com_topics&view=article&id=29&Itemid=40754
http://www.who.int/leishmaniasis/en/
http://www.saude.goiania.go.gov.br/ev_docs/nota_tecnica_leishmaniose.pdf

51

complex in a visceral leishmanisis area in Sdo Paulo state, Brazil. Parasites &
Vectors. 2017; 10:269.

13.D’Andrea LAZ, Fonseca ES, Prestes-Carneiro LE, Guimardes RB, Yamashita
RC, Soares CN, et al. The shadowns of a ghost: a survey of canine
leishmaniasis in Presidente Prudente and its special dispersion in the western
region of Sdo Paulo state, an emerging focus of visceral leishmaniasis in
Brazil. BMC Veterinary Research. 2015; 11:273.

14.Galati EAB. Morfologia e taxonomia: classificacdo de Phlebotominae. In:
Rangel EF & Lainson R. Flebotomineos do Brasil. Rio de Janeiro: Fiocruz,
2003, p.179-82.

15.Shimabukuro PHF, Galati EAB. Checklist of Phlebotominae (Diptera,
Psychodidae) from S&o Paulo State, Brazil, with notes on their geographical
distribution. Biota Neotrop. 2011 Jan-Dez; 11(1).

16.Galvis-Ovallos F, Silva MD, Bispo GBS, Oliveira AG, Neto JRG, Malafronte
RS et al. Canine visceral leishmaniasis in the metropolitan area of Sao Paulo:
Pintomyia fischeri as potential vector of Leishmania infantum. Parasite. 2017;
24(2).

17.Young DG, Duncan MA. Guide to the identification and Geographic distribution
of Lutzomyia sand flies in Mexico, the west indies, central and south America
(Diptera: Psychodidae). Mem. Amer. Ent. Inst. 1994, 54.

18.Lainson R. The neotropical Leishmania species: a brief historical review of
their discovery, ecology and taxonomy. Rev. Pan-Amaz Saude. 2010; 1(2):13-
32.

19.Travi BL, Vélez ID, Brutus L, Segura I, Jaramillo C, Montoya J. Lutzomyia
evansi, an alternative vector of Leishmania chagasi in Colombian focus of
visceral leishmaniasis. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1990 Sep-Oct; 84(5):
676-7.

20.Feliciangeli MD, Rodriguez N, De Guglielmo Z, Rodriguez A. The re-
emergence of American visceral leishmaniasis in an old focus in Venezuela.
Parasite. 1999; 6: 113-120.

21.Santos SO, Arias J, Ribeiro AA, Hoffmann MP, Freitas RA, Malacco MAF.
Incrimination of Lutzomyia cruzi as a vector of American Visceral
Leishmaniasis. Medical and Veterinary Entomology. 1988; 12: 315-317.

22.Paltrinieri S, Solano-Gallego L, Fondati A, Lubas G, Gradoni L, Castagnaro M,
et al. Guidelines for diagnosis and clinical classification of leishmaniasis in
dogs. JAVMA. 2010 Jun; 236(11): 1184-1191.

23.Solano-Gallego L, Mir6 G, Koutinas A, Cardoso L, Pennisi MG, Ferrer L, et al.
Leishvet guidelines for the practical management of canine leishmaniosis.
Parasite & Vectors. 2011; 4(86): 1-16.

24.Baneth G. Canine Leishmaniosis — new concepts and insights on an
expanding zoonosis: part one. Trends in Parasitology. 2008; 24(7).



52

25.Santaella J, Ocampo CB, Saravia NG, Mendez F, Gongora R, Gomez MA, et
al. Leishmania (Viannia) Infection in Domestic Dog in Chaparral, Colombia.
Am. J. Trop. Med. Hyg. 2011; 84(5): 674-680.

26.Sasani F, Javanbakht J, Samani R, Shirani D. Canine cutaneous
leishmaniasis. J.Parasit. Dis. 2014 [acesso em 28 nov 2015]. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4815869/.

27.Metzdorf IP, Lima Jr MSC, Matos MFC, Souza Filho AF, Tsujisaki RAS,
Franco KG, et al. Molecular characterization of Leishmania infantum in
domestic cats in a region of Brazil endemic for human and canine visceral
leishmaniasis. Acta Tropica. 2016 [acesso em 15 jun 2017]. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2016.11.013.

28.Silva FS. Patologia e Patogénese da leishmaniose visceral canina. Rev.
Trépica — Ciéncias Agrérias e Bioldgicas. 2007; 1(1): 20-31.

29.Noli C. Canine leishmaniasis. Waltham Focus. 1999; 9(2): 16-24.

30.Solano-Gallego L, Koutinas A, Mir6é G, Cardoso L, Pennisi MG, Ferrer L, et al.
Directions for the diagnosis, clinical staging, treatment and prevention of
canine leishmaniosis. Veterinary Parasitology. 2009; 165: 1-18.

31.Thrall MA. Hematologia e Bioquimica Clinica Veterinaria. In: Se¢do 1 —
Principios Gerais sobre Exames e Diagndsticos Laboratoriais. 1 ed. S&o
Paulo: Roca; 2007. p.3-51.

32.Kataoka A, Santana AE, Seki MC. Alteracdes do proteinograma sérico em
cdes naturalmente infectados por Ehrlichia canis. ARS Veterinaria. 2006;
22(2): 98-102.

33.Ettinger Sj, Feldman EC. Tratado de Medicina Interna Veterinaria — Doencas
do céo e do gato. 22 ed. Rio de Janeiro: Guanabara; 2004. 2256p.

34.Castro IP, Sousa MVC, Magalhdes GM, Mundim AV, Noleto PG, Paula MBC,
et al. Perfil hepatico e proteico em cdes com leishmaniose visceral. Biosci. J.
2012; 28(5): 799-804.

35.Brasil. Governo do Distrito Federal. Nota Técnica n°. 01/2011. Trata da
identificacdo do inseto, vetor da Leishmaniose visceral/ calazar, no Plano
Piloto de Brasilia [Internet]. Secretaria do Estado de Saude do Distrito
Federal. 2011 [acesso em 03 jun 2017]. Disponivel em:
http://www.saude.df.gov.br/images/nota_tecnica/NOTA TECNICA 2011 Leis
hmaniose_visceral.pdf.

36.Dual Path Platform [Internet]. Estados Unidos da América: Chembio
Diagnostic System, Inc. 2006 — [acesso em 05 jun 2017]. Disponivel em:
http://chembio.com/innovation/platforms/dual-path-platform/.

37.DPP® Leishmaniose Canina [Internet]. Rio de Janeiro: Bio-Manguinhos, 2014
- [acesso em 10 jun 2017]. Disponivel em:
https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/testes-rapidos/dppr-
leishmaniose-canina.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4815869/
http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2016.11.013
http://www.saude.df.gov.br/images/nota_tecnica/NOTA_TECNICA_2011_Leishmaniose_visceral.pdf
http://www.saude.df.gov.br/images/nota_tecnica/NOTA_TECNICA_2011_Leishmaniose_visceral.pdf
http://chembio.com/innovation/platforms/dual-path-platform/
https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/testes-rapidos/dppr-leishmaniose-canina
https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/testes-rapidos/dppr-leishmaniose-canina

53

38.Burns JMJr, Shreffler WG, Benson DR, Ghalibt HW, Badaro R, Reed SG.
Molecular characterization of a kinesin-related antigen of Leishmania chagasi
that detects specific antibody in African and American visceral leishmaniasis.
Proc. Natl. Acad. Sci. 1993 Jan; 90: 775-779

39. Queir6z EMJr. Validacdo do teste imunocromatografico rapido Dual Path
Platform para o diagndstico da Leishmaniase visceral canina [dissertacao].
Fortaleza: Universidade Estadual do Ceara, Faculdade de Veterinaria; 2011.

53p.
40. Leishmaniose Canina [Internet]. Rio de Janeiro: Bio-Manguinhos, 2014 —
[acesso em 10 jun 2017]. Disponivel em:

https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/ensaios-
sorologicos/imunoenzimatico/leishmaniose-canina.

41. Coura-Vital W, Ker HG, Roatt BM, Leal GGA, Moreira ND, Oliveira LAM , et
al. Evaluation of change in canine diagnosis protocol adopted by the visceral
leishmaniasis control program in Brazil and a new proposal for diagnosis. Plos
One. 2014; 9(3):€91009.

42. Faria AR, Andrade HM. Diagnoéstico da Leishmaniose Visceral canina:
grandes avancos tecnoldgicos e de baixa aplicacdo préatica. Rev. Pan-Amz.
Saude. 2012; 3(2): 47-57.

43. Schonian G, Nasereddin A, Dinse N, Schweynoch C, Schallig HDFH, Presber
W, et al. PCR diagnosis and characterization of Leishmania in local and
imported clinical samples. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease.
2003; 47: 349-358.

44.Brasil. Portaria Interministerial n° 1.426, de 14 de julho de 2008. Proibe o
tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos de uso humano ou
ndo registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
[Internet]. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. 2008 jul 14
[acesso em 15 nov 2015]. Disponivel em:
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sisleqgis/action/detalhaAto.do?method=vi
sualizarAtoPortalMapa&chave=1485867168.

45.Brasil. Nota Técnica n° 11/2016/CPV/DFIP/SDA/IGM/MAPA, de 01 de
setembro de 2016. Autoriza o registro do produto Milteforan de propriedade
da empresa Virbac Saude Animal [Internet]. Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento. 2016 set 01 [acesso em 05 jun 2017]. Disponivel
em: http://www.sbmt.org.br/portal/wp-content/uploads/2016/09/nota-
tecnica.pdf.

46. Bush BM. Interpretacdo de resultados laboratoriais para clinicos de pequenos
animais. 22 ed. S&do Paulo: Roca; 2004.

47.Da Costa AP, Costa FB, Soares HS, Ramirez DG, Araujo AC, Ferreira JIGS,
et al. Environmental Factors and Ecosystems Associated with Canine Visceral



https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/ensaios-sorologicos/imunoenzimatico/leishmaniose-canina
https://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/ensaios-sorologicos/imunoenzimatico/leishmaniose-canina
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=visualizarAtoPortalMapa&chave=1485867168
http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=visualizarAtoPortalMapa&chave=1485867168
http://www.sbmt.org.br/portal/wp-content/uploads/2016/09/nota-tecnica.pdf
http://www.sbmt.org.br/portal/wp-content/uploads/2016/09/nota-tecnica.pdf

54

Leishmaniasis in Northeastern Brazil. Vector-Borne and Zoonotic Diseases.
2015; 15(12): 765-773.

48.Leishmaniose EIE — Leishmaniose Visceral Canina / Ensaio Imunoenzimético
(EIE). Adenauer Cruz Teixeira. Rio de Janeiro: Bio-Manguinhos; 2008. Bula
de Kit Diagnéstico.

49.0Oliveira TMFS, Furuta PI, Carvalho D, Machado RZ. A study of cross-
reactivity in sérum samples from dogs positive for Leishmania sp., Babesia
canis and Ehrlichia canis in enzyme-linked immunosorbante assay and
indirect fluorescent antibody test. Rev. Bras. Parasitol. Vet. 2008; 17(1): 7-11.

50.Medeiros CMO, Melo AGC, Lima AKF, Silva ING, Oliveira LC, Silva MC. Perfil
hematol6gico de cdes com Leishmaniose Visceral no municipio de Fortaleza,
Cearé. Ciéncia Animal. 2008; 18(1): 43-50.

51.Lima VMF, Fattori KR, Michelin AF, Silveira L Neto, Vasconcelos RO.
Comparison between ELISA using total antigen and immunochromatography
with antigen rK39 in the diagnosis of canine visceral leishmaniasis. Veterinary
Parasitology. 2010; 173: 330-333.

52.Bisugo MC, Araujo MFL, Taniguchi HH, Acunha E, Santos AA, Spessoto M Jr,
et al. Avaliacdo do diagnéstico da leishmaniose visceral canina com a
utilizacdo de teste rapido com antigeno recombinante K39 em regides
endémicas do estado de Sao Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz. 2007; 66(2): 185-
193.

53.Laurenti MD, Santana L Jr, Tomokane TY, De Lucca HRL, Aschar M, Souza
CSF, et al. Comparative evaluation of the DPP® CVL rapid test for canine
serodiagnosis in area of visceral leishmaniasis. Veterinary Parasitology. 2014;
205:444-450.

54.De Lima JTR, Gennari SM, Soares HS, Minervino AHH, Malheiros AF,
Marques FS, et al. Serodiagnosis of visceral and cutaneous leishmaniasis in
human and canine populations living in Indigenous Reserves in the Brasilian
Amazon Region. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 2017 Jan-Feb; 50(1): 61-66.

55.Assis J, Queiroz NMGP, Silveira RCV, Nunes CM, Oliveira TMFS, Noronha
ACF Jr, et al. Estudo comparativo dos métodos diagnosticos para
Leishmaniose Visceral em cées oriundos de llha Solteira, SP. Rev. Bras.
Parasitol. Vet. 2010; 19(1): 17-25.

56.Escobar TA, Porcela F, Noro M, Picolli J, Lubeck I, Manfredini V. Utilizacdo de
marcadores moleculares da regido ITS2 na identificacdo de leishmaniose
visceral canina. In: Anais do 8° Saldo Internacional de Ensino, Pesquisa e
Extenséo, 2016; Rio Grande do Sul. Rio Grande do Sul: Universidade Federal
do Pampa; 2016.

57.Curi NHA, Paschoal AMO, Massara RL, Marcelino AP, Ribeiro AA, Passamani
M, et al. Factors Associated with the Seroprevalence of Leishmaniasis in Dogs
Living around Atlantic Forest Fragments. Plos One. 2014 Aug; 9(8): €104003.



55

58.Ghasemloo H, Rasti S, Delavari M, Doroodgar A. Molecular Diagnosis of
Clinical Isolates of Cutaneous Leishmaniasis Using ITS1 and kDNA genes and
Genetic Polymorphism of Leishmania in Kashan, Iran. Pak. J. Biol. Sci. 2016;
19(3): 136-142.

59.Grimaldi G Jr, Teva A, Ferreira AL, Santos CB, Pinto IS, Azevedo CT, et al.
Evaluation of a novel chromatographic immunoassay based on the Dual-Path
Platform technology (DPP® CVL rapid test) for the serodiagnosis of canine
visceral leishmaniasis. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene. 2012; 106: 54-59.

60.1F1 Leishmaniose Visceral Canina — Imunofluorescéncia indireta (IFI).
Adenauer Cruz Teixeira. Rio de Janeiro: Bio-Manguinhos; 2008. Bula de Kit
Diagnostico.

61.Laurenti MD. Correlacdo entre o diagnostico parasitolégico e sorolégico na
leishmaniose visceral canina. Bepa. 2009; 6(67): 13-23.

62.Lemos EM, Laurenti MD, Moreira MAB, Reis AB, Giunchetti RC
Raychaudhuria S, et al. Canine visceral leishmaniasis: Performance of a rapid
diagnostic test (Kalazar Detect’™) in dogs with and without signs of the
disease. Acta Tropica. 2008; 107: 205-207.

63.Lira RA, Cavalcanti MP, Nakazawa M, Ferreira AGP, Silva ED, Abath FGC, et
al. Canine visceral leishmaniosis: A comparative analysis of the EIE-
leishmaniose-visceral-canina-Bio-Manguinhos and the IFI- leishmaniose-
visceral-canina-Bio-Manguinhos kits. Veterinary Parasitology. 2006; 137: 11-
16.

64.Maia C, Campino L. Methods for diagnosis of canine leishmaniasis and imuno
response to infection. Veterinary Parasitology. 2008; 158: 274-287.

65.Martinez V, Quilez J, Sanchez A, Roura X, Francino O, Altet L. Canine
leishmaniasis: the key points for qPCR result interpretation. Parasite &
Vectors. 2011; 4(57).

66.0liveira AP, Freire MP, Hiramoto RM, Tolezano JE, Castelldo KG, Taniguchi
HH, et al. Andlise comparativa de trés diferentes testes sorolégicos
empregados na deteccdo da leishmaniose visceral em cées. Revista Saude.
2010; 4.

67.Silva KR, Mendonca VRR, Silva KM, Nascimento LFM, Mendes-Sousa AF,
Pinho FA, et al. Scoring clinical can help diagnose canine visceral
leishmaniasis in a highly endemic area in Brazil. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.
2017; 112(1): 53-62.



APENDICE A — TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido)

FERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo do projeto: Avaliacio disgnostica de Leishmaniose canina em animais provenientes da
zona Sul de 530 FPaulo.

Mome do pesquisador principal: Leticia Maria Molla

Instituigdo [CIAEP) da CEUA que aprovou: CEUA-UMISA

Objetivos do estudo: |dentificar possiveis cies poradores da Leishmanicse visceral ou
tegumentar; avaliar a3 possivel taxa de incidéncia de c3ss positivos sintomaticos 2 ndo
sintomaticos em uma area ndo endémica; comparar o resultados obtidos nos exames 2
verificar 3 compatibilidads entre eles.

Procedimentos a serem realizados com o5 animais: o5 animais terdo o sangue coletado no
momento 3pos 3 cirurgia de castrac3o, ainda anestesisdos, & serdo avalisdos clinicamente
gquando a lesbes de pele. Apos o retorno anesteésico, of animais serdo devolvidos 3 ssus
devidos tutores.

Potenciais riscos para os animais: 3 coleta de sangue ndo acameta risco de morte 305
animais, pois € coletada uma guantidade pequens, porém o suficiente pars a realizacdo dos
EXIMES NECEssarcs a0 estudo.

Cronograma: o5 animais serdo manipulados somente no momento pos-cirbngico. Mao havera
outras datss de manipulagio ou coleta de materiais nos animais participantes.

Beneficios: Os animais participantes poderSo contribuir para a salbde piblica da populagio da
regiso, pois fardo parte de um modelo de disgndstico que poderd auwilisr na identificacdo de
dosngas graves e negligenciadas pelos drgdos plblicos do pais.

Esclarecimentos ao proprietarioc sobre a participagdo do animal neste projeto: Sus
autorizagio para 3 inclusSo do seu animal nesse estudo € voluntaria. Sew(s) gnimal(is) podera
ser refirado do estudo, a3 gualguer momento, sem gue isso cause gualguer prejuEs 3 2k A
confidencislidade dos seus dados pessosis sera preservada. Os membros da CEUA ow as
autoridades regulstorias poderdo solicitar suas informacdes, & nesse caso, elas serdo dingidas
especificamente para fins de inspegdes regulares. A Medica Veteringria responsavel pelo seu
animalis) sera a Dra. Leticia Maria Molla, inscrita no CRMY sob o n® 16.936. Alem dels, a
equipe do Pesguisador Principsl, Prof. Dr. Jonas Morses Filhos, tambem se responsabilizars
pelo bem estar do gnimalis) durante todo o estudo e a0 final dele. Quwando for necessario,
durante ou apis o pencdo do estudo, vood podera entrar em contato com o Pesguisador
Principal ou com 3 sus eguipse pelos contatos:

Tel. de emergéncia: [ir.[a) Leticia Maria Molla

Equipe: UMISA Programa de Pos-Graduagio

Endereco: Av. Prof. Enéas de Sigueira Neto, 340 - Santo Amarg

Telefone: (11) 9.4157-3771
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Declaragio de consentimento

Ful devidamante =sclarecidols) sobre todos os procedimentos deste estudo, ssus riscos 2
beneficios aofs) animals) pelo gual sou responsavel. Fui também informado que posso retitar
meu 3nimal do estede 3 gualgesr momento. Ao 3ssinar este Termo de Consentimento, declano
gue sutorizo 3 participagdo do meuw(s) animal(is), identificado(s) 3 seguir, neste projeto. Este
documento sera assinado em duss vias, sendo gue uma via ficard comigo = outra com o

pesquisadar,

FPesguisador: Responsavel:
Mome: Nome:
Documento de identidade: Documento de |dentidade:

Telkefons:

Identificagdo do animal Identificagdo do animal
Nome: MNoms:

Microchip: Microchip:

Espscie: canina SpeciE c3ning

Raga: Raga:

|dade: |dade:

Macho [} Fémea { ) Macho [ )} Fémea { )
Identificagdo do animal Identificagdo do animal
Nome: MNoms:

Microchip: Microchip:

Espscie: canina Especis: caning

Raga: Raga:

[dzde: |d=de:

Macho{ )} Fémea { } Macho { ) Fémsa |

)

i
B



APENCIDE B - Ficha de avaliagéo clinica
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MAPA DERMATOLOGICO DE AVALIACAO DE LESOES EM CAES

PROJETO DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE

NOME DO ANMAL DADE: RACA:

SEXC-{ 1M/ { IF NOME DOFROFRETARIC:

TEL 1

Qana go atendimento:,

Local de lestes ou prurido

v-}
.\“' /

{ &
\
¢

Avaliag3o de lesdes nos animais:

Darmatie
ulceratva nodular papular

Dermatis
acfollativa

Dearmatie
puctutar
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Blefarite

Cearatoconjun

Uveite

Atrofia
muscutar

Linfadsnome
gaila

Lesles
mucoseas

Paligaz.,
MUCos3as,

*N=N32/5=5m/ L= localzada /G =Generalizada

Avaliag3o do escore corporal:

Escore Corporal

Caquético  Magro Ideal Gordo

’
5 .’
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APENDICE C - Tabelas de resultados dos exames DPP® e Elisa

Tabela 4 - Exame DPP e Elisa. Resultados obtidos dos animais coletados na
Ilha do Bororé na data de 09/04/2016.

Ilha do Bororé

09/04/16
DPP® (cut-off 5,000000) Elisa
Amostra Visual Reader | Concentracédo 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
41 NR NR 1,753609 NR
42 NR NR 0,228064 NR
43 NR NR 0,501827 NR
51 NR NR 0,871806 NR




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

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 = Nao Reagente
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Tabela 5 - Exame DPP e Elisa. Resultados obtidos dos animais coletados na
Rua Gaivotas do Céu (Grajau) na data de 18/06/2016.

R. Gaivotas do Céu - Grajau

18/06/16
DPP® (cut-off 5,000000) Elisa
Amostra Visual Reader | Concentracédo 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 1,521582 NR
47 NR NR 0,874375 NR
48 NR NR 0,854435 NR
49 NR NR 0,241655 NR
50 NR NR 3,710754 NR
51 NR NR 0,627839 NR
56 NR NR 1,280124 NR
58 NR NR 0,669339 NR
76 NR NR 0,668795 NR
77 NR NR 0,373172 NR
78 NR NR 0,012109 NR
79 NR NR 0,214523 NR
80 NR NR 0,925250 NR
81 NR NR 0,563994 NR
83 NR NR 1,115938 NR
84 NR NR 0,687286 NR
89 NR NR 0,337682 NR
93 NR NR 0,094322 NR
94 NR NR 1,803771 NR
95 NR NR 0,268285 NR
97 NR NR 0,293357 NR
105 NR NR 0,376572 NR
106 NR NR 0,753374 NR
107 NR NR 0,910162 NR
108 NR NR 0,484153 NR
110 NR NR 0,924850 NR




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

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 = N&o Reagente
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Tabela 6 - Exame DPP e Elisa. Resultados obtidos dos animais coletados na

Travessa Acacia-Mimosa (Grajad) na data de 13/08/2016.

Travessa Acacia-Mimosa - Grajau
13/08/16

DPP® (cut-off 5,000000) Elisa
Amostra Visual Reader | Concentracédo 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
98 NR NR 0,552112 NR




100
112
113
117
143
144
145
146

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

0,475401
0,129731
0,916654
0,464550
0,392267
0,31554

0,197653
1,050267

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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APENDICE D - Tabela de resultados do exame R.I.F.I.

66

Tabela 7 - Exame R.l.F.l. Resultados obtidos dos animais atendidos nos trés

locais de coleta.

Ilha do Bororé

R. Gaivotas do Céu

Travessa Acacia-Mimosa

09/04/16 18/06/16 13/08/16

Am Resultado Am Resultado Am Resultado
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 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 Negativo 80 Negativo 61 Negativo
33 Negativo 81 Negativo 62 Negativo
34 Negativo 83 Negativo 64 Negativo
35 Negativo 84 Negativo 68 Negativo
36 Negativo 89 Negativo 70 Negativo
37 Negativo 93 Negativo 71 Positivo
38 Negativo 94 Negativo 73 Negativo
39 Negativo 95 Negativo 75 Negativo
41 Negativo 97 Negativo 82 Negativo
42 Negativo 105 Negativo 85 Negativo
43 Negativo 106 Negativo 92 Negativo
51 Negativo 107 Negativo 95 Negativo
52 Negativo 108 Negativo 96 Negativo
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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

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

98
100
112
113
117
143
144
145
146

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Am = Amostra



APENDICE E - Tabela de resultados de Proteinas Plasmaticas
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Tabela 8 - Exame de Proteinas Plasmaticas. Resultados obtidos dos animais

atendidos nos trés locais de coleta.

Ilha do Bororé (09/04/16)

R. Gaivotas do Céu

Travessa Acacia-Mimosa

(18/06/16) (13/08/16)

Am A G A:G Am A G A:G Am A G A:G
1 1,87 293 0,63 2 3,26 3,14 1,03 3 3,13 247 1,26
2 344 296 1,16 3 4,03 0,77 5,23 5 3,78 2,22 1,70
3 350 250 1,40 4 3,32 4,08 0,81 6 429 191 2,24
4 294 3,86 0,76 12 3,19 141 2,26 16 2,70 410 0,65
5 3,18 2,42 1,31 18 3,18 3,42 0,93 21 3,80 2,40 1,58
6 328 232 141 22 3,10 190 1,63 22 518 1,62 3,19
7 230 3,10 0,74 26 341 1,19 2,86 23 3,44 3,16 1,08
9 249 411 0,60 27 2,78 182 1,52 24 425 135 3,14
10 2,32 3,48 0,66 28 344 2,36 1,45 26 2,78 3,02 0,92
13 358 2,22 161 36 352 248 1,41 27 4,17 2,03 2,05
14 190 3,70 0,51 42 287 4,13 0,69 30 3,47 1,73 2,00
15 221 159 1,39 43 366 3,14 1,16 31 344 2,36 1,45
16 367 1,13 3,24 46 429 1,71 2,50 34 3,94 0,26 15,15
17 2,88 192 1,50 47 3,77 0,23 16,39 | 35 348 2,12 1,64
18 329 231 1,42 48 3,60 1,20 3,00 37 3,28 1,72 1,90
19 297 2,23 1,33 49 461 1,39 3,31 41 387 1,73 2,23
21 242 4,18 0,57 50 368 1,32 2,78 46 297 283 1,04
22 4,12 2,68 1,53 51 298 3,02 0,98 47 398 182 2,18
23 253 247 1,02 56 2,78 1,02 2,72 48 581 059 9,84
24 33 245 1,36 58 408 1,92 2,12 50 339 241 1,40
25 1,47 493 0,29 76 454 0,26 17,46 | 53 462 298 1,55
27 255 265 0,96 77 329 251 131 58 369 231 1,59
30 350 230 1,52 78 451 085 5,30 59 358 2,22 161
31 295 445 0,66 79 395 205 1,92 60 452 0,08 56,50
32 227 253 0,89 80 337 263 1,28 61 431 169 255
33 3,94 166 2,37 81 243 3,37 0,72 62 393 257 1,52
34 296 2,24 1,31 83 336 2,64 1,27 64 299 261 1,14
35 3,22 3,98 0,80 84 432 1,28 3,37 68 400 0,60 6,66
36 2,68 4,12 0,65 89 3,87 193 2,00 70 255 2,25 1,13
37 247 233 1,06 93 191 549 0,34 71 3,03 3,17 0,95
38 3,11 2,09 1,48 94 224 196 1,14 73 4,07 0,93 4,37
39 3,89 191 2,03 95 3,03 2,77 1,09 75 3,76 1,84 2,04
41 195 285 0,68 97 2,13 1,67 1,27 82 260 140 1,85
42 328 212 154 | 105 | 420 4,40 0,95 85 3,77 2,03 1,85
43 2,72 228 119 | 106 | 3,73 247 151 92 439 0,21 20,90
51 266 474 056 | 107 | 2,86 3,54 0,80 95 297 263 1,12
52 216 464 046 | 108 | 508 2,28 2,22 96 441 0,39 11,30
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57
58
59
60
64
65
68
69
70
72
73
74
75
114
122
125

2,82
2,86
3,63
2,71
3,11
3,46
2,98
3,37
3,10
3,34
2,94
3,45
3,08
2,09
3,10
3,39

3,98
3,94
0,57
3,89
2,89
2,54
2,02
2,63
1,90
2,66
2,66
2,95
1,72
6,71
1,70
3,41

0,70
0,72
6,36
0,69
1,07
1,36
1,47
1,28
1,63
1,25
1,10
1,16
1,79
0,31
1,82
0,99

110
111
114
115
116
118
119
122
123
127
128
129
130
131
132
139
Bel

2,80
3,67
2,65
3,43
4,38
3,84
3,79
3,18
2,72
3,64
3,48
3,56
4,68
3,20
3,51
2,93
4,21

4,80
0,33
4,15
2,97
4,42
1,16
2,41
4,22
1,88
3,16
2,72
2,64
1,12
2,00
3,29
2,87
1,79

0,58
11,12
0,63
1,15
0,99
3,31
1,57
0,75
1,44
1,15
1,27
1,34
4,17
1,60
1,06
1,02
2,35

98
100
112
113
117
143
144
145
146

2,16
4,37
2,59
3,46
2,83
4,19
5,02
4,20
4,65

3,24
0,43
3,01
2,14
2,97
1,21
0,18
2,40
1,15

0,66
10,16
0,86
1,61
0,95
3,46
27,88
1,75
4,04

Am = Amostra / A = Albumina / G = Globulina / A:G = Relacdo Albumina-Globulina



APENDICE F - Tabela de resultados de PCR
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Tabela 9 - Exame PCR ITS. Resultados obtidos dos animais atendidos nos trés

locais de coleta.

Ilha 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 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 Negativo 80 Negativo 61 Negativo
33 Negativo 81 Negativo 62 Negativo
34 Negativo 83 Negativo 64 Negativo
35 Negativo 84 Negativo 68 Negativo
36 Negativo 89 Negativo 70 Negativo
37 Negativo 93 Negativo 71 Negativo
38 Negativo 94 Negativo 73 Negativo
39 Negativo 95 Negativo 75 Negativo
41 Negativo 97 Negativo 82 Negativo
42 Negativo 105 Negativo 85 Negativo
43 Negativo 106 Negativo 92 Positivo
51 Negativo 107 Negativo 95 Negativo
52 Negativo 108 Negativo 96 Negativo
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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

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

98
100
112
113
117
143
144
145
146

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Am = Am9ostra



