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RESUMO
As espécies do género Leishmania parasitam mamiferos no Novo Mundo e possuem
ciclos de vida com alternancia entre vertebrados e invertebrados. A Leishmaniose
visceral € uma importante zoonose e possui canideos silvestres e domésticos como
importantes reservatorios conhecidos, e a diversidade genética de Leishmania (I.)
infantum chagasi no Brasil ainda ndo € conhecida. Leishmaniose € uma doenca
severa com ampla distribuicdo geografica e uma incidéncia de dois milhdes de
novos casos por ano. No estado de S&o Paulo cada vez mais vém surgindo novos
focos da doenca. O que antes era restrito ao oeste do estado, hoje ja esta presente
em cidades da regidao metropolitana e do litoral. Ainda ndo se sabe sobre a presencga
do protozoario na cidade de Sao Bernardo do Campo, que € atualmente classificada
como silenciosa receptiva vulneravel pela Secretaria de Estado de Saude de SP. O
trabalho teve como objetivo a deteccdo sorolégica e molecular de Leishmania spp.
em cées residentes no municipio de S&o Bernardo do Campo. Foram realizadas
coletas de sangue total de 81 animais em um abrigo localizado no distrito de Riacho
Grande, e de aspirado de linfonodo popliteo daqueles que apresentaram resultados
positivos em qualquer dos testes diagnoésticos. O diagndstico soroldgico por

imunocromatografia foi realizado a partir do teste rapido DPP®, o molecular
especifico para Leishmania infantum chagasi pela PCR utilizando-se os genes da
catepsina L-like e do ITS, e o molecular para deteccdo de outros tripanosomatideos
pela PCR utilizando os genes V7V8 SSUrDNA. O teste sorologico das 81 amostras
foi realizado imediatamente ap0s a coleta e resultou em um total de 2 animais
positivos, 0 que corresponde a 2,4% do total de animais. Desses animais positivos, e
também de um terceiro animal que teve anteriormente um diagndstico positivo de
leishmaniose, foi realizada PAAF de linfonodo popliteo e colocada em meio de
cultivo, ndo ocorrendo nenhum crescimento parasitario. O diagnéstico molecular
pelos genes da catepsina L-like, ITS e V7V8 SSUrDNA foram negativos para todas

as amostras. O DPP® é reconhecido pelo MS como um teste de triagem para a
leishmaniose canina, devido a sua alta sensibilidade e possibilidade de resultados
positivos em infec¢cdes por outros tripanosomatideos, o que justifica o fato de os
animais terem apresentado resultados conflitantes nos diferentes métodos
diagnésticos. Independente de qual seja o motivo da positividade nos exames
sorologicos, os resultados obtidos demonstram que ndo ha infeccdo dos animais
deste estudo por Leishmania infantum chagasi.

Palavras-chave: leishmaniose; Trypanosomatideos; leishmaniose canina;
Leishmania (I.) infantum chagasi.



ABSTRACT

Species of the genus Leishmania parasitize mammals in the New World and have
life cycles alternating between vertebrates and invertebrates. Visceral leishmaniasis
is an important zoonosis and has wild and domestic canids as known hosts, and the
genetic diversity of Leishmania (I.) infantum chagasi in Brazil is yet unknown.
Leishmaniasis is a severe disease with wide geographical distribution and an
incidence of two million cases per year. In the state of Sdo Paulo, new outbreaks of
the disease are increasingly emerging. What was once restricted to the west of the
state is now present in cities in the metropolitan region and along its coast. The
presence of protozoan in the city of Sdo Bernardo do Campo hasn’t been reported
yet and the city is currently classified as vulnerable receptive silent by the
Department of Health of the state of Sdo Paulo. The objective of this work was the
serological and molecular detection of Leishmania spp. in dogs in the municipality of
Sédo Bernardo do Campo. Whole blood was collected from 81 animals from a shelter
located in Riacho Grande district and from popliteal lymph node aspirate from those
who tested positive in any of the diagnostic tests. Serological diagnosis by

immunochromatography was performed using the DPP® rapid test, the specific
molecular for Leishmania infantum chagasi by PCR using the cathepsin L-like and
ITS genes, and the molecular for detection of other trypanosomatids by PCR using
the genes V7V8 SSUrDNA. Serological testing of the 81 samples was performed
immediately after collection and resulted in a total of 2 positive animals,
corresponding to 2.4% of the total animals. From these positive animals, and also
from a third animal that had previously been positively diagnosed with leishmaniasis,
popliteal lymph node FNA was placed in breeding ground with no parasitic growth
occurring. Molecular diagnosis by cathepsin L-like, ITS and V7V8 SSUrDNA genes

were negative for all samples. DPP® s recognized by the Brazilian Ministry of Health
as a screening test for canine leishmaniasis, due to its high sensitivity and the
possibility of positive results in infections by other trypanosomatids, which justifies the
fact that the animals presented conflicting results in different diagnostic methods.
Regardless of the reason for the positive results in the serological tests, the results
show that there is no infection of the animals of this study by Leishmania infantum
chagasi.

Keywords: leishmaniasis; Trypanosoma; canine leishmaniasis; dogs, Leishmania (l.)
infantum chagasi
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1 INTRODUCAO

1.1 Historia da leishmaniose e epidemiologia

A leishmaniose, em todas as suas formas, € uma zoonose considerada uma
das mais negligenciadas entre as doencas tropicais em todo o mundo. E a segunda
doenca parasitaria com maior taxa de letalidade, perdendo somente para a maléria,
e esta presente em 98 paises de todos os continentes, com excecdo da Oceania
(WHO, 2019a).

Em 2017, 94% de todos os casos informados a OMS ocorreram em sete
paises: Brasil, Eti6pia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (WHO,
2019b). Nesse mesmo ano, aproximadamente 35% dos casos de leishmaniose
cutdneas e 96% dos casos de leishmaniose visceral ocorridos nas Américas e
reportados a Organizacdo Pan-Americana da Saude (SisLeish — OPAS/OMS, 2019)
ocorreram no Brasil (OPAS, 2019).

O primeiro relato que se tem de leishmaniose visceral (LV) no Brasil foi
realizado em 1934, quando em cortes histolégicos feitos em figados de pessoas que
supostamente haviam morrido de febre amarela foram encontradas formas
amastigotas de Leishmania spp. (PENA, 1934). Em 1936 ocorreu 0 primeiro
diagndstico realizado em uma pessoa viva, feito por Evandro Chagas em um jovem
de 16 anos na cidade de Aracaju, Sergipe (CHAGAS et al.,1937; CHAGAS, 1936).

O primeiro surto da doenca ocorrido no pais foi em 1953, em Sobral, no
Ceara, e atingiu aproximadamente 100 pessoas (DEANE, 1956), o que levou o
governo a instaurar uma campanha para estudo e também conscientizacdo da
populacao sobre a doenca, que durou até o inicio da década de 1970 (SILVA, 1957).

A partir da década de 1980, a leishmaniose teve uma mudanca no seu perfil
como doenca. Antes restrita aos espacos rurais do Norte e Nordeste, seguiu para
outras regibes, atingindo a periferia dos grandes centros urbanos brasileiros
(BRASIL, 2000).

Desse modo, o Brasil vem desde a década de 1980 sofrendo um processo de
expansao no numero de casos de LV humana em area urbana associados a grande

presenca de caes positivos, em especial nas cidades de médio e grande porte. Essa
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expansdo se deve a mudanga da estrutura agraria brasileira que ocorreu ao longo
dessas décadas, intensificando-se apos o surgimento de epidemias importantes em
varias cidades do Nordeste brasileiro. O ciclo de transmisséo, antes rural e silvestre,
tornou-se também urbano (GONTIJO; MELO, 2019).

Atualmente, o Brasil € um dos 65 paises mais afetados pela LV, merecendo
destaque pela alta disseminacdo da doenca por quase todas as regides do seu
territdrio. Dessa maneira, a LV € uma doenca de elevada importancia para a saude
publica brasileira, apresentando uma alta taxa de letalidade, em especial quando
associada a quadros de infeccbes e ma nutricdo (GONTIJO; MELO, 2019;
MATSUMOTO; DA LIMA; CASAGRANDE, 2013; BRASIL, 2000).

O primeiro caso de leishmaniose no estado de Sdo Paulo, com suspeita de
ser autoctone, ocorreu no municipio de Diadema, em 1978. Nesse caso houve uma
extensa investigacdo que acabou ndo encontrando cées infectados nem a presenca
de flebotominios na regido (IVERSON et al., 1982). Desde entdo, diversos estudos
foram feitos procurando encontrar possiveis vetores da doenca em areas urbanas,
sendo o primeiro registro feito em 1997 em Aracatuba (DA COSTA et al., 1997). Ja
no ano seguinte, 1998, foram identificados cées positivos, por meio de exame
parasitologico direto que constatou a presenca de Leishmania sp. em esfregacos de
aspirado de linfonodos caninos. Esse achado desencadeou uma pesquisa
epidemioldgica que culminou com a identificacdo de um caso de transmissao
autoctone no estado de Sdo Paulo em 1999, sendo esse o primeiro caso confirmado
de leishmaniose humana no estado paulista (CAMARGO-NEVES; KATZ, 1999;
GALIMBERTTI et al., 1999).

Estudos recentes sobre a Leishmaniose no estado de S&o Paulo demonstram
gue a doenca vem se disseminando no sentido oeste-leste, margeando grandes
rodovias, como a Marechal Rondon, e também suas radiais, avancando para a
grande S&o Paulo, assim como ocorreu anteriormente nos estados de Minas Gerais,
Rio Grande do Norte e Mato Grosso do Sul nas décadas anteriores (FERRO, 2018;
PAULA et. al., 2016; SAO PAULO, 2015). Ja existem casos de leishmaniose
humana registrados em varias cidades da regido metropolitana de Sao Paulo, como
Embu das Artes e Cotia, assim como em cidades litoraneas do estado, como o
Guaruja (SAO PAULO, 2018), demonstrando que, mesmo sem notificacdes de
casos animais, € possivel que a doenca ja esteja presente em toda a grande S&o

Paulo.
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1.2 Tripanosomatideos

O género Leishmania pertence a Familia Trypanosomatidae, que compreende
protozoarios flagelados pertencentes a ordem Kinetoplastida (HONIBGERG, 1963).
Os cinetoplastideos, juntamente com os euglenoides (ordem Euglenida), formam o
filo Euglenozoa (CAVALIER-SMITH, 1981, 1993, 2004). Os organismos da ordem
Kinetoplastida estdo divididos em duas subordens: a) Bodonina, que compreende
parasitas e espécies de vida livre; b) Trypanosomatina, que apresenta apenas a
familia Trypanosomatidae, cujos membros sdo todos parasitas.

Os tripanossomatideos apresentam uma grande diversidade de hospedeiros,
infectando animais invertebrados e vertebrados de praticamente todas as ordens.
Esses organismos, depois dos nematoides, sdo 0s eucariotos que apresentam a
maior variedade de hospedeiros e distribuicdo geografica (VICKERMAN, 1976;
1994; STEVENS et al.,, 2001; SIMPSON et al., 2004, 2006). Eles podem ser
parasitas monoxénicos, onde ha somente um hospedeiro, ou heteroxénicos, que
completam seu ciclo em mais de um hospedeiro, sendo um invertebrado e um
vertebrado ou até mesmo vegetal. Até 2017, eles eram classificados por
caracteristicas morfolégicas e de hospedeiros, sendo distribuidos em nove géneros.

Com o uso rotineiro de andlises moleculares na construgdo de arvores
filogenéticas, e também com o advento de novos marcadores moleculares, como 0s
heat shock protein (hsp) e os acidos desoxirribonucleicos de pequena unidade
ribossomal (SSUrRNA), as inferéncias evolutivas dos tripanossomas acabaram
sendo alteradas, e novos géneros foram propostos com base na andlise evolutiva.
Atualmente, a familia Trypanosomatidae é dividida em 19 géneros, sendo 14
MONOXénicos (Angomononas, Blastocrithidia, Blechomonas, Crithidia,
Herpetomonas, Kentomonas, Leptomonas, Lotamaria, Novymonas,
Paratrypanosoma, Sergeia, Strigopnomonas, Wallaceina e Zelonia) e 5 heteroxénicos
(Endotrypanum, Leishmania, Phytomonas, Porcisia, Trypanosoma) (VOTUPKA,
2015; KAUFER et al, 2017; LUKES et al. 2018).
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1.2.1 Leishmanias

O género Leshmania € constituido por cerca de 30 espécies que infectam
vertebrados de diferentes ordens (répteis e mamiferos) transmitidas por varios
invertebrados hematé6fagos da familia Psychodidae. Esta distribuido em regides de
clima tropical e subtropical de todo o mundo, com excec¢ao da Oceania (ASHFORD,
2000; DESJEUX, 2004).

As espécies de leishmanias se apresentam sob a forma amastigota e
promastigota em seus ciclos de vida. Essas formas sao definidas em funcédo da
posicao do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e da presenca ou néo de flagelo livre
e membrana ondulante (HOARE, 1972; WALLACE, 1979; VICKERMAN, 1994).
Existem dois subgéneros, Leishmania e Viannia, e a diferenca entre eles é a regido
do tubo digestivo, onde o parasita, na sua forma promastigota, se desenvolve no
vetor até a forma metaciclica, que é a forma infectante (LAINSON; SHAW, 1987).

As leishmanioses sdo causadas por parasitas desse género e constituem um
grupo de doencas com grande diversidade epidemioldgica e clinica (tegumentares e
viscerais). Além disso, sao consideradas parasitoses de grande potencial zoonético,
sendo das doengas mais importantes na area de saude publica em todo o mundo.
(ASHFORD et al., 1992, ALVAR et al., 2012.). Na América Latina, possui ampla
distribuicdo geogréfica, sendo registrada em 11 paises, com 90% de todos os casos
ocorrendo no Brasil (ALVAR et al., 2012).

1.2.1.1 Leishmaniose tegumentar americana

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA), doenca que engloba as
leishmanioses mucosa, cutdnea e mucocutanea em humanos, é causada pelas
leishmanias chamadas dermatotropicas: L. (v) braziliensis, L.(v.) guyanensi, L. (l.)
amazonensis, L. (v.) lainsoni, L. (v.) naiffi, L. (v.) lindenberg, L.(v.)shawi
(MINISTERIO DA SAUDE, 2000, 2010).

A LTA é a que mais comumente ocorre em humanos. E caracterizada pela
presenca de Ulceras cutdneas, com bordas elevadas e fundo granulomatoso,
podendo ser Unicas ou multiplas. Uma caracteristica importante € que essas Ulceras

tanto podem se curar sozinhas, quanto sofrerem metastases por via hematogena,
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causando a leishmaniose cutanea difusa, forma mais rara da doenca (BRASIL,
2000, 2010).

No Brasil, as 3 espécies mais importantes desse grupo séo a L.(v) guyanensi,
limitada ao norte da Amazbnia e paises que fazem fronteira nessa area, como as
Guianas; a L.(l.) amazonenses, encontrada no Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste do pais; e a L.(v) braziliensis, a mais comumente diagnosticada nas infec¢des
por todo o pais (BRASIL, 2000, 2010).

1.2.1.2 Leishmaniose visceral (calazar)

As espécies causadoras da leishmaniose visceral sdo: L. (I.) donovani, em
india, Bangladesh, Nepal e Paquistdo; L. (I.) infantum, na regido do Mediterraneo
(Europa e Africa), e L. (I.) chagasi, em diferentes paises da América (Novo Mundo)
(LAINSON, 1983).

O complexo Leishmania donovani, que inclui todas as espécies capazes de
causar sintomatologia visceral e, em alguns casos, também tegumentar, possui
ampla distribui¢cdo (Velho e Novo Mundo). Assim, para o entendimento das relagdes
dessas diferentes espécies e suas diferentes origens geograficas, foram realizados
diversos estudos empregando varios marcadores moleculares, como o espacador
interno transcrito do gene ribossémico (ITS) (MAURICIO et al., 2004; KUHLS et al.,
2008),a proteina de superficie 63 (gp63) (MAURICIO et al., 2001; QUISPE TINTAYA
et al., 2004), mini-exon (MAURICIO et al., 2004), cisteino proteases (QUISPE
TINTAYA et al., 2004), citocromo oxidase Il (IBRAHIN et al., 2001) e microssatélites
(KUHLS et al., 2007; LUKES et al., 2007).

Esses estudos demonstram uma clara associacdo das espécies do complexo
Leishmania donovani com a origem geografica dos isolados, mas nao possibilitavam
a separacdo de L. infantum e L. chagasi. Estudo recente baseado em relagbes
filogenéticas dos genes SSUrDNA e de proteina gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (gGAPDH) com diversos isolados brasileiros e europeus possibilitou
a separagcdo de L. i. chagasi de L. infantum e sugere um evento recente de
introducdo, provavelmente no processo de colonizagdo, de L. infantum no Novo
Mundo por meio dos valores de divergéncia dessas sequéncias e histdria evolutiva

de seus hospedeiros vertebrados (MARCILI et al., 2014). Tal fato contrasta com o
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cenario de introducdo mais antiga com L. chagasi sendo uma espécie nativa das
Américas (LAINSON; SHAW, 1978).

Dentre os hospedeiros vertebrados, destacam-se o homem e o0s céaes
domeésticos, que sdo considerados o principal reservatério urbano. Os principais
reservatorios silvestres sdo canideos (DEANE; DEANE, 1954; DEANE; DEANE,
1955; ALENCAR, 1961; LAINSON et al., 1969; COURTENAY et al., 2002; LAINSON,
RANGEL, 2005; FIGUEIREDO et al., 2008), felinos (SAVANI et al.,, 2004;
DAHROUG et al., 2010), roedores (LAINSON; RANGEL, 2005), marsupiais do
género Didelphis (TRAVI et al., 1994; LAINSON; RANGEL, 2005) e morcegos (LIMA
et al., 2008).

No Brasil, a leishmaniose visceral, tanto humana, quanto canina, tem como
agente etioldgico a Leishmania infantum chagasi, e o principal responséavel pela sua
transmissdo é o flebétomo Lutzomia longipalpis. Ha, também, relatos da presenca
do protozoario em outros artropodes, porém sem comprovacao da capacidade
vetorial desses artrépodes (COELHO et al., 2017; VIOL et al., 2016).

1.3 Vetores

A leishmania spp. tem como seu principal vetor insetos dipteros da familia
Psycodidae, subfamilia Phlebotominae, sendo o principal representante no Brasil o
Lutzomya longipalpis. Sdo pequenos (2 a 3 mm), tém o corpo recoberto por cerdas,
de colocacédo clara, sempre pousam com as asas em pé e entreabertas, o que os
fazem ser popularmente conhecidos como mosquito-palha (BRASIL, 2014).
Somente as fémeas sdo hematdfagas e sdo atraidas por odores e temperatura
corporal, preferindo se alimentar nos periodos de menor insolacdo, como inicio da
manhd e final da tarde (BRASIL, 2014). Existem cerca de 1000 espécies
documentadas de flebotomineos em todo o mundo, sendo que, até 2002, 20 eram
comprovadamente capazes de transmitir a Leishmania sp. (GALLATI, 2003).

O primeiro registro do vetor Lutzomia longipalpis no Brasil ocorreu na Serra
da Mantiqueira, Sdo Paulo, na década de 1970. (FORATTINI et al, 1970). Desde
entdo, diversos estudos vém sendo conduzidos buscando identificar possiveis

vetores presentes nas regides metropolitanas de varias cidades.
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Com os casos cada vez mais frequentes da doenca em regides onde néo foi
encontrada a presenca do Lu. longipalpis, outros flebotomineos comecaram a ser
pesquisados como possiveis vetores. Em 2010, encontrou-se no Maranhdo um
exemplar de Migonemyia migonei infectado com o parasita (DE CARVALHO, 2010).
Na regido metropolitana de S&o Paulo, o Pintomyia fischeri vem sendo estudado
como possivel vetor da doenca, visto que nado foi encontrado o Lu. longipalpis nem
na capital, nem em nenhuma das cidades da regido onde se registraram casos da
doencga (GALVIS-OVALLOS, 2017).

Na capital paulista, ja foram identificadas 5 diferentes espécies de fleb6tomos:
Psychodopygus lloydi, Pintomyia fischeri, Lutzomyia amarali, Nyssomyia whitmani e
Migonemyia migonei, sendo as 3 Ultimas antropofilicas, com possibilidade de
estarem envolvidas no ciclo bioldgico da leishmaniose (LAVITSCHKA et al., 2018).
Ja Costa (2016), encontrou na regido da Serra do Itapetinga exemplares dessas
mesmas espécies naturalmente infectados com Leishmanias spp, demonstrando a
necessidade de uma maior vigilancia dessas espécies para a transmissao da
Leishmaniose, e ndo somente do Lu.longipalpis.

Outros estudos demonstram que os flebotomineos estdo se adaptando cada
vez mais as cidades devido tanto a expansdo urbana desordenada, quanto ao
desmatamento cada vez maior (BRAZIL, 2013; COELHO, 2017). Foram realizadas
coletas intra e peridomiciliares e em regido de mata que faz divisa com as
residéncias, tendo sido o nimero de espécimes capturados intradomiciliar maior que

os capturados em area de mata (COELHO, 2017).

1.4 Imunologia e patogenia da doenca

Qualquer ser vivo tem mecanismos de defesa contra agentes externos. Nas
patogenias infecciosas, normalmente a doencga ocorre ou pela reacao do hospedeiro
a infeccdo, ou porque o agente infectante altera de alguma maneira o0 metabolismo
do hospedeiro. Os sintomas clinicos representam a exteriorizacdo desses
mecanismos de defesa, que sao celulares ou humorais (NASCIMENTO et al., 2017;
STANLEY; ENGWERDA, 2007; SOUZA, et al., 2013).



21

A resposta imune do hospedeiro contra parasitos intracelulares determina
qual individuo tera uma pequena inflamacao local autolimitante e qual desenvolvera
a doenca de forma sistémica (NASCIMENTO et al.,, 2016). A patogénese da
leishmaniose comeca com a internalizacdo dos promastigotas inoculados pelas
fémeas das moscas durante o repasto sanguineo pelos macréfagos do hospedeiro.
Os parasitas de Leishmania sdo capazes de usar diferentes componentes dos
mecanismos inatos de defesa do hospedeiro para evitar sua eliminacao antes que
uma infeccdo seja estabelecida, como a inibicdo das funcdes dos macrofagos,
principalmente da sua atividade oxidativa (SOUZA et at., 2013; NASCIMENTO et al.,
2016). Desse modo, os parasitas conseguem sobreviver e, na sua forma amastigota,
comecam a se replicar continuamente até a ruptura da célula hospedeira, causando
assim a propagacao da doenca (NASCIMENTO, 2015, 2016).

A definicdo do tipo de resposta imune a um antigeno depende da producéo de
linfécitos T de tipos diferentes, entre eles os T helper CD4+, CD8+, Thl, Th2 e, mais
recentemente descobertos, os Thl7 (SANTIAGO, 2011; SOUZA et al.,, 2013;
NASCIMENTO et al.,, 2015). Cada um dos tipos de T helper produz diferentes
citocinas. As células Thl secretam, entre outras, TNF-a IFN-y, IL-2 e IL-12; as Th2,
IL-4 IL-5, IL-10; e as Th17, principalmente IL17 (SANTOS et al., 2007; SOUZA et al.,
2013).

Cabe mencionar, também, a existéncia de um controle antagbnico entre
essas citocinas, em que o aumento da concentracao de IL-10 € capaz de suprimir a
producdo de IL-12 e IFN-y (SANTIAGO, 2011; SANTOS et al., 2007). A presenca do
parasita nas células mononucleares do hospedeiro modula uma resposta Th2, e ndo
Thl, diminuindo a atividade citotoxica dos macrofagos com aumento da reposta
humoral.

A infeccdo por leishmanias induz a producdo de citocinas pelas células
infectadas, provocando o recrutamento celular local e a diferenciagdo celular. O
perfil de resposta compreende também a imunidade adaptativa. Assim, na
estimulacdo de linfécitos CD4+ do tipo Thl, ha producgéo de IL-1, IL-2, IL-12, INF-y, e
TNF-o para promover a ativacdo do macrofago e a eliminacdo do parasita pela
producdo de oOxido nitrico (CAJUEIRO et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2016;
SANTANA et al., 2017).

A resposta imune contra Leishmania spp. é mediada por IFN-y, que, por meio

das células Th1l, ativam os macrofagos para produzir 6xido nitrico. Junto ao IFN-y, a
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IL-17 € uma das citocinas que ativam a protecdo contra a leishmaniose. Por outro
lado, as citocinas produzidas pelas células Th2 facilitam o desenvolvimento da
doenca (NASCIMENTO et al., 2016).

Nascimento et al. (2015), em seu estudo com camundongos
experimentalmente infectados com L.infantum chagasi, demonstraram que, tanto “in
vitro”, quanto “in vivo” o parasito € capaz de induzir resposta imune adaptativa do
tipo Th17. No mesmo trabalho, foi avaliado o papel do Th1l7 e da IL-17 na infec¢éo
pela leishmaniose, e chegou-se a conclusdo de que o padrédo Thl7 tem funcéo
protetora contra a leishmaniose visceral, tanto pela modulagéo negativa da producao
de IL-10, quanto pela potencializacdo da producdo de Oxido nitrico pelos
macrofagos, junto ao IFN-y.

Também ja se demonstrou que a IL-17 é um potente ativador de neutrofilos,
além de induzir a producdo de diferentes tipos de proteinas, muitas delas
relacionadas a inflamacdo, como proteinas de resposta aguda e peptideos
antimicrobianos (SOUZA et al., 2013). Nesse sentido, ja se verificou, também, que
caes assintomaticos que nao fazem soroconversdo tém linfocitos que produzem
mais IL-2, TNF-y e IL-12, e que, quando os parasitos ficam restritos a pele e aos
linfonodos, em 90% dos casos ocorre remissdo espontanea (KEDZIERSKI; EVANS,
2014; MAIA; CAMPINO, 2015; STANLEY; ENGWERDA, 2007).

A cura clinica ocorre quando os macrofagos, mediados por linfocitos Thl, sdo
ativados para um estado leishmanicida, caracterizado pela apresentacdo de
antigeno as células dendriticas, além da producédo de citocinas pré-inflamatorias, IL-
12, IFN-y e TNF-a. A presenca das citocinas de padrdo Th2, como a IL-10, desativa
0s macréfagos e estimula a resposta imune humoral, com producdo de anticorpos
gue, no caso da leishmaniose, ndo tém boa relacdo com a melhora clinica do animal
(CARMO; KATZ; BARBIERI, 2010; PORTES et al., 2016; LOURENCO, 2015).

1.5 Sinais clinicos em canideos

Os grupos de estudos de leishmaniose, tanto internacionais quanto
brasileiros, sugerem que nem todo cdo que esta infectado com a leishmania se
encontra efetivamente doente (SOLANO-GALEGO et al.,, 2011; BRASILLEISH,
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2018). Por outro lado, sabe-se que unicamente a presenca do parasita no animal,
seja na corrente sanguinea, seja na pele, j4 € suficiente para infectar os vetores, de
modo que o0s animais considerados assintomaticos desempenham um papel
importante no ciclo da leishmaniose (FRAGA et al., 2016; ESTEVA et al., 2017).

Os caes podem ser classificados como expostos, infectados ou doentes, de
acordo com as caracteristicas fisicas e também achados laboratoriais de cada
animal. Os guidelines atualmente existentes classificam os animais de duas
maneiras diferentes: como infectado mas ndo doente, quando ha a confirmacéo da
infecgdo, contudo o animal se encontra sem altera¢des clinicas e laboratoriais; ou
doentes, divididos em 4 estagios de acordo com as anormalidades encontradas
(SOLANO-GALEGO et al, 2011); ou ainda como, sadio exposto, quando a sorologia
€ positiva com titulos baixos e ndo ha nenhum outro sintoma; infectado sadio,
quando, além da sorologia, hd a positividade em testes parasitolégicos ou
moleculares mas o animal continua sem sintomatologia clinica; e infectado doente,
guando h& a positividade em qualquer um dos testes e o animal apresenta
alteracdes clinicas ou laboratoriais (BRASILEISH, 2018).

Ja existem trabalhos que demostram que, mesmo em cdes aparentemente
saudaveis, ha alteracdes laboratoriais e também microscopicas na pele, o que
sugere que o termo animal assintomatico ndo seja 0 mais correto a ser utilizado
(DANTAS-TORRES, OTRANTO 2014). Do mesmo modo, ja foi comprovado que o
namero de sinais clinicos e sintomas apresentados pelos animais é inversamente
proporcional a sua capacidade de infectar o vetor flebotomineo, o que leva a
importancia de manter sempre o0 uso de repelentes e outras estratégias de controle,
mesmo que 0s caes estejam aparentemente normais (LAURENTI et al., 2013).

Toda a sintomatologia clinica da leishmaniose canina € determinada por
varios fatores, como a resposta imune e a imunocompeténcia do animal, a carga
parasitaria, a genética e até mesmo fatores ambientais (RIBEIRO et al. 2018).
Sendo assim, alguns caes sao capazes de combater a infecgcdo, enquanto outros
mantém a doenca de forma subclinica por anos, sem sinais clinicos visiveis. Alguns
ainda desenvolvem a doenga de varias formas diferentes, mas que normalmente
evoluem para uma forma crénica e debilitante da doenca, que pode levar a morte do
animal (PALTRINIERI et al., 2010).

Os sinais da leishmaniose sédo considerados inespecificos e podem mimetizar

qualquer doenca. Os mais comuns incluem lesbes cutaneas (como alopecia,
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dermatites descamativas e onicogrifose), linfadenomegalia, perda de peso,
esplenomegalia, lesdes oculares (como ceratoconjuntivite seca, uveites e blefarites),
e ainda alteracdes laboratoriais, como anemia nao regenerativa, hiperproteinemia,
hiperglobulinemia e proteinidria (SANTIAGO, 2011; MELENDEZ-LAZO et al., 2018;
SPINELLI, 2018).

1.6 Métodos diagnosticos

O diagndstico correto da leishmaniose canina € um dos maiores desafios que
se tem hoje, apesar do grande numero de métodos diagndsticos existentes
(SPINELLI, 2018). Para se determinar o teste a ser utilizado em cada situacao, é
importante saber o “status” epidemioldgico da area onde se estd, as vantagens e
limitacbes de cada técnica, e como deve ser feita a interpretacdo do exame
(BRASIL, 2014). O ideal é que o diagnodstico seja de facil execugdo, que tenha
resultados precisos e baixo custo (DOTTA et al., 2009).

O considerado padrao-ouro do diagnoéstico é a visualizacdo das formas
amastigotas do parasito. Ela pode ser feita pela visualizagdo em lamina de material
obtido por meio de puncéo de varios 6rgédos linfoides, como também de imprinting de
lesbes cutaneas e esfregacos sanguineos. As dificuldades incluem a variagdo do
parasitismo nos diferentes 6rgdos, bem como a necessidade de treinamento para
coleta de material e principalmente leitura correta das laminas (DOTTA et al., 2009;
SPINELLI, 2018).

Os testes sorolégicos sdo os mais utilizados tanto na rotina das clinicas
particulares, quanto nos inquéritos epidemioldgicos. Eles tém como principal
desvantagem a possibilidade de rea¢Bes cruzadas com outras espécies da familia
Trypanosomatidae (DOTTA et al., 2009, LUCIANO et al., 2009; SPINELLI, 2018).

Os principais testes sorologicos utilizados na rotina s&o: reacdo de
imunofluorescéncia direta (RIFI); ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA —e o
teste rapido Snap® IDEXX); imunocromatografia (DPP® - Biomanguinhos —exclusivo
dos servigos de saude publica, e o teste rapido Alere®) (SPINELLI, 2018).

Como a leishmaniose pode ser considerada uma doenca imunomediada

(FEITOSA et al., 2000), os métodos imunoldgicos de diagndsticos, como a
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imunohistoquimica, sdo altamente especificos e sensiveis para a deteccdo de
formas amastigotas em tecidos. Tal técnica € proposta por varios autores a ser
usada em combinacdo com as técnicas sorolégicas nos inquéritos epidemioldgicos,
para que se possa obter uma maior sensibilidade no diagnoéstico (SOLANO-
GALEGO et al, 2004; XAVIER et al., 2006; QUEIROZ et al., 2010).

Como a mais sensivel das técnicas laboratoriais, tem-se o diagnéstico
molecular realizado pela reacdo da cadeia de polimerase — PCR. A PCR permite
identificar sequencias pré-determinadas do DNA do parasito e ampliar seletivamente
essas sequéncias a partir de diversos materiais biolégicos e tecidos. A
especificidade dessa técnica € ligada diretamente a parte do DNA do parasito
(primer) que se usou como amostra. Suas principais desvantagens sao a
necessidade de laboratérios modernos, com equipamentos de valores elevados, e
mao de obra qualificada e bem treinada (DOTTA et al., 2009; SPINELLI, 2018;
LUCIANO et al., 2009; SILVA et.al., 2019; BRASIL, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

N&o existem registros de casos de LVC no municipio paulista de S&o
Bernardo do Campo, o que ndo quer dizer que ndo ocorra a doenca na regido. Por
varios motivos, médicos veterinarios de servicos particulares raramente fazem a
notificacdo dos casos que atendem em seus consultérios as autoridades
competentes, razdo pela qual os numeros oficiais sobre a doenca costumam ser
subestimados.

Estudos recentes sobre a Leishmaniose no estado de S&o Paulo demonstram
gue a doenca vem se disseminando no sentido oeste-leste, margeando grandes
rodovias, como a Marechal Rondon, e também suas rodovias radiais, e que
avancara para a grande Sao Paulo, assim como ocorreu anteriormente nos estados
de Minas Gerais, Rio Grande do Norte e Mato Grosso do Sul (MATSUMOTO, 2019;
FERRO, 2018; PAULA et. al., 2016; SAO PAULO, 2015) (figuras. 1 e 2). Ja existem
casos de Leishmaniose humana registrados em varias cidades da regido
metropolitana de S&o Paulo, como Embu das Artes e Cotia, assim como em cidades
litoraneas do estado, como o Guaruja (SAO PAULO, 2018),e casos caninos inclusive
dentro da proépria cidade de S&o Paulo (COSTA, 2018), demonstrando que, mesmo
sem notificacdes oficiais, é possivel que a doenca ja esteja presente em toda a

grande S&o Paulo.

Figura 1 - Disseminacédo da leishmaniose através dos anos
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Desse modo, torna-se cada vez mais essencial estudos que busquem

identificar a presenca da doenca nessa regido, ja que, apesar de ndo haver casos

oficialmente registrados, existe a presenca do vetor e o municipio ja € classificado

como vulneravel pela Secretaria de Saude do estado de S&o Paulo desde 2015

(SAO PAULO, 2015), assim como varias outras cidades préximas. Além disso, é

importante uma investigacao epidemiologica antes da ocorréncia de casos humanos,

visando evitar que a regido se torne endémica, como ocorreu na regido do oeste

paulista (CARDIM et al., 2013).

Figura 2 - Evolucéo da leishmaniose no estado de Sdo Paulo
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3 OBJETIVOS

Deteccao sorologica, molecular e isolamento de Leishmania spp. em cées

residentes em um abrigo localizado no municipio de Sao Bernardo do Campo — SP.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideragdes Eticas

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso
de Animais da Universidade Santo Amaro — UNISA, sob o parecer n° 19/2018, na
data de 25 de outubro de 2018, seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras
de pesquisas envolvendo animais, conforme a Lei Federal n°® 11.794 (Lei Arouca), as
resolucdes do CONCEA, que estabelecem os procedimentos para o uso cientifico de
animais, e a Lei Estadual n°® 11.977/05, que institui o Cédigo de Protecdo aos

Animais do Estado de S&o Paulo.
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4.2 Area de estudo e obtencdo das amostras

O estudo foi conduzido em um abrigo particular, localizado no distrito de
Riacho Grande, cidade de Sao Bernardo do Campo, situada na regido metropolitana
de S&o Paulo (figuras. 3 e 4).

Figura 3 — Regido Metropolitana de Sédo Paulo — SP

Fonte: (RAPHAEL LORENZETO, WIKIPEDIA, 2019).

Figura 4 — Municipios componentes da Regido Metropolitana de Sao Paulo

Fonte: (MARCOS ELIAS DE OLIVEIRA JUNIOR, 2019).

O local é uma area de fragmentacdo de Mata Atlantica e fica proximo a
represa Billings (Figuras 5 e 6).


https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Raphael.lorenzeto

Figura 5 — Plano Diretor do municipio de Sdo Bernardo do Campo - SP.
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LEG: Area de fragmentacéo de Mata Atlantica cercada pela represa Billings
Fonte: (GOOGLE MAPS, 2019).

Os abrigos séo rusticos, feitos de madeira, cercados e cimentados, e toda a

area destinada aos animais é cercada por mata nativa da regido (figura 7).

Figura 7 — Abrigos dos animais

LEG: Abrigos rusticos cercados por Mata Atlantica fragmentada

Fonte: (PROPRIA AUTORA, 2019).
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Outros animais, além de caes, também se encontram presentes no abrigo, como
gatos e um suino (figura 8).

Figura 8 — O Filhotes de gatos que estavam no abrigo no dia da coleta

Fonte: (PROPRIA AUTORA, 2019).

Os caes presentes no abrigo sdo os mais diversos possiveis. H4 animais SRD
que foram abandonados em varias localidades nas proximidades; cdes que ja
nasceram no proprio abrigo, vindos de cadelas que chegaram prenhas; animais que
ja foram adotados mais de uma vez e devolvidos por falta de adaptacao dos tutores;
e até mesmo espécies de raca pura que faziam parte de canis clandestinos ou que
foram abandonados por terem nascido com deformidades ou deficiéncias.

Foi realizada coleta de sangue total periférico de 81 caes no dia 15 de janeiro
de 2019.

Baseado nos resultados soroldgicos e moleculares dos animais em que houve
resultado positivo, no mesmo dia foi realizada a puncdo de linfonodo popliteo por
agulha fina e coleta de sangue total para a tentativa de isolamento do parasita

(figura. 9)
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Figura 9 — Fluxograma da pesquisa
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4.3 Triagem sorolégica

O exame soroldégico para triagem dos céaes foi realizado com sangue total

periférico, imediatamente apds a coleta, pelo método de imunocromatografia,

utilizando-se o Kit de diagndstico rapido DPP® para Leishmaniose canina,
Biomanguinhos/Fiocruz para deteccdo de anticorpos antiamastigotas K9/K26/K39,

segundo instrug¢des do fabricante (figura. 9).

4.4 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o kit comercial “PureLink Genomic DNA

Mini Kit” (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.5 Marcadores moleculares para diagnéstico

Para o diagnéstico molecular especifico de Leishmania infantum chagasi,
foram usados os ensaios de PCR’s utilizando os genes de Catepsina L-like (Cat-L)
(SILVA et al., 2019), e do espacador ribossomal interno (ITS 1) (SCHONIAN et al.,
2003) (figura 9).

O PCR pelo gene ITS1 de rDNA esta entre os mais usados comercialmentes
para o diagnostico da Leishmaniose (SCHONIAN et al., 2010). Ele permite o
diagnostico inter e intra especifico, embora reacdes cruzadas possam ocorrer
(Graca, 2011).

A Catepsina é uma cisteino protease responsavel pelos mecanismos de

defesa das leishmanias, sendo Unica em cada espécie, de modo que, no Seu uso
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para andlises moleculares ndo ocorra rea¢des cruzadas inter ou intra-especificas. A
PCR pelo gene da Catepsina L-like usa como iniciadores as sequencias
5’"GACAACGGCAACCGTCGGCGCCAAAATAAAAG 3’ como fita senso e &
CAGTACGGCGGTTTCGCTTGTCTGTTGAAGC 3’ como fita anti-senso (SILVA, et
al, 2019). Foram realizados 43 ciclos de amplificacdo, com as etapas de
desnaturacao a 94° c por 1m; anelamento a 64° c por 1 min e extensao a 72° c por
45 segundos, segundo descrito por Silva et al., 2019.

Para a deteccdo de outras espécies de tripanossomatideos, foi utilizada a
regido V7V8 do gene de SSUrDNA, considerado o Barcode de tripanossomatideos
(MAIA DA SILVA et al., 2004) (figura 9). A caracterizacdo dos possiveis isolados
seria realizada por meio de sequéncias dos genes SSUrDNA e gGAPDH (MARCILI
et al., 2014).

4.6 Isolamento e manutencao de parasitas do género Leishmania

Dos cées positivos no exame soroldgico e/ou molecular, foi realizada a
tentativa de isolamento, pela puncao aspirativa por agulha fina de linfonodo popliteo
(MARCILI et al., 2014). As amostras coletadas pela punc¢édo por agulha fina foram
inoculadas em tubos com meio bifasico constituido por fase sélida BAB (blood agar
base, com 15% sangue de coelho) e fase liquida de meio LIT ou RPMI (contendo

soro fetal bovino e antibiéticos).
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5 RESULTADOS

As 81 amostras foram submetidas ao teste rapido DPP® distribuido pelo
Ministério da Saude. Destas, as amostras de namero 4 e 10 (figura 10) tiveram

resultados positivos, 0 que representa um total de 2,46% (2/81) das amostras.

Figura 10 — Exames Soroldgicos

LEG: Resultados positivos dos exames soroldgicos pelo DPP®.
Fonte: (PROPRIA AUTORA, 2019)

Os testes moleculares para a regido de “barcode” de tripanossomatideos
(V7V8 SSUrDNA) e o gene gGAPDH foram negativos para todos as amostras. Os
marcadores moleculares especificos para o diagnéstico do género Leishmania (ITS1
SSUrDNA) e para a espécie L. infantum chagasi (Catepsina L-like) (figura 11)

também foram negativos para todas as amostras testadas.



38

Figura 11 — Gel de Eletroforese

LEG: Foto de catL PCR, onde banda 1= marcador de peso molecular, banda
2= controle + , banda 3= controle neg., e demais bandas as amostras testadas. Peso
molecular CattL= 233Pb.

Fonte: (PROPRIA AUTORA, 2019).

Foi realizada a puncao por agulha fina de linfonodo popliteo dos animais que
tiveram reacao positiva ao teste imunocromatografico para a tentativa de isolamento
dos parasitas. Ndo houve crescimento parasitario nas culturas semeadas.

Além dos animais positivos na triagem sorolégica, um terceiro animal com
diagnéstico soroldgico prévio de leishmaniose e com lesdes clinicas compativeis
com leishmaniose, como onicogrifose, linfadenomegalia, dermatite esfoliativa em
pina auricular e blefarite bilateral (figura 12) também foi submetido a coleta por
agulha fina de linfonodo popliteo para o isolamento do parasita e apresentou

resultado negativo.
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Figura 12 — Céo participante da pesquisa.

LEG: Cdao participante da pesquisa apresentando sintomatologia clinica classica de
leishmaniose canina: onicogrifose, linfadenomegalia, dermatite esfoliativa em pina
auricular, blefarite bilateral.

Fonte: (PROPRIA AUTORA, 2019)
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6 DISCUSSAO

O primeiro relato de leishmaniose humana no Brasil ocorreu em 1934, em
analises histologicas feitas em figados de pacientes que supostamente haviam
falecido de febre amarela alguns anos antes (PENA, 1934). Surpreendentemente,
em 30 de setembro de 2019 foi publicado um relato da descoberta de um novo
parasita, encontrado ap0s analises moleculares em pacientes que tiveram
resultados positivos em provas sorologicas para leishmaniose, mas nao
responderam a nenhum dos tratamentos conhecidos e vieram a 6bito (MARUYAMA
et al., 2019). Esses casos ilustram que, mesmo passados 85 anos, o diagnéstico da
leishmaniose ainda néo € preciso e existe muito a ser feito nessa area.

A leishmaniose, em todas as suas formas, tanto humana quanto canina, &
uma das zoonoses mais importantes hoje em todo o Brasil, devido a sua
complexidade de sintomas e apresentacées que dependem de uma imensidade de
fatores, que envolvem a espécie de leishméania, o vetor e o hospedeiro mamifero.
(BRACHELENTE et al.,2005 ; BORJA et. al., 2016; MARTINEZ-ORELLANA et al.,
2017; QUINNELL et al., 2003; QUILEZ et al, 2012; PEDROSO et al.,
2015).Também por essa complexidade de fatores, seu diagnostico se faz tao dificil,
ja que a interacdo parasita/hospedeiro, que engloba todo o sistema imune do animal,
as comorbidades existentes, assim como fatores externos, como a saliva do
fleb6tomo, interferem em todo o ciclo de desenvolvimento ou ndo na doenca
(LESTINOVA et al., 2017; LUZ et al., 2018; GOMES et al., 2016; DA SILVA et al,
2017; TURCHETTI et al, 2015; SANTOS-GOMES et al., 2002; MAIA, CAMPINO,
2012, WHEAT et al, 2017).

Apesar de o termo leishmania, quando colocado em sites de buscas
apresentar um alto nimero de pesquisas recentes, elas nem sempre visam melhorar
o diagnéstico, controle ou tratamento da doenca, independente da espécie
acometida. Esse fato corrobora a classificagcdo da leishmaniose como doencga
tropical negligenciada e segunda maior causa de 6bitos por doencas parasitarias em
todo o mundo. (DESJEUX, 2004; GONTIJO, MELO, 2019; WHO, 2019 a,b).

O primeiro teste que realizamos foi 0 DPP®, gue hoje é o teste de triagem

recomendado pelo Ministério da Saude no Programa de vigilancia e controle da
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leishmaniose visceral, e € utilizado em inquéritos epidemioldgicos oficiais em todo o
pais (BRASIL, 2014).

Nesse primeiro teste, 0 DPP®, obtivemos dois animais positivos entre os 81
testados, 0 que equivale a 2,4% da populacdo analisada. Para confirmacdo do
nosso diagnaostico, realizamos provas moleculares por PCR utilizando diversos alvos
genéticos. A catepsina L-like, que € uma cisteino protéase responsavel pelos
mecanismos de defesa do parasito, e por isso extremamente importante na
patogenese da doenca, foi utilizada por ser extremamente especifica para a L.
infantum chagasi e também extremamente sensivel (SILVA et al.,, 2019).
Atualmente, o marcador baseado na regido de ITS SSUrDNA tem sido
comercialmente o mais utilizado no Brasil, de modo ser imprescindivel a comparacéo
da sua eficacia com outros primers alvos. Os marcadores baseados nos genes de
SSUrDNA e gGAPDH séo especificos para a Familia Trypanosomatidae, entretanto
sdo marcadores filogenéticos e possuem pouca sensibilidade (MAIA DA SILVA et
al., 2004). Tal fato diminui sua eficacia em amostras diretas.

Todas as analises moleculares apresentaram resultados negativos, o que, de
acordo com a maior parte da literatura consultada, ndo € comum. O que se espera €
gque o0s testes sorologicos apresentem resultados negativos e as analises
moleculares positivas, ja que os testes sorolégicos costumam ter especificidade
variando entre 77% - 90%, sensibilidade 87% - 93%,(TRAVI et al., 2018; MENEZES-
SOUZA et al., 2015; LOPES et al., 2017) enquanto nos moleculares, mesmo com as
variacfes decorrentes dos diferentes alvos usados, esses valores costumam ficar
mais altos ( e= 95-100; s= 89-100) (TRAVI et al., 2018; LIMA et al., 2019).

A positividade nos testes sorologicos pode decorrer de reacdes cruzadas com
outros patégenos. O que mais comumente se encontra na literatura sdo reacdes
com outros tripanossomas, como T.caninum (ALVES et al., 2012), outros patdgenos,
como a Babesia sp.(LAURENTI et al.,, 2014) e em animais que foram vacinados
contra leishmaniose (SOLANO-GALLEGO et al., 2017; MARCONDES et al., 2013).
Essas reacOes cruzadas, embora ainda muito controversas em todo 0 meio
cientifico, pode nesse caso, justificar o ocorrido.

Na tentativa de identificar o parasita, foi realizada uma tentativa de cultura a
partir de aspirado de linfonodo dos dois animais positivos, que néo tiveram nenhum

resultado apdés o tempo previsto para o crescimento parasitario. A proprietaria do
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abrigo nos relatou que um dos animais havia sido entregue a ela ja com um
diagndstico positivo para leishmaniose. De posse dessa informacao, e tendo esse
animal especifico apresentado sintomatologia que justificasse a suspeita, mesmo
com o resultado da sorologia negativa, também foi realizada a cultura de aspirado de
linfonodo, obtendo resultado negativo, assim em como todas as provas moleculares
realizadas.

O Brasil € hoje responsavel por 90% dos casos de leishmanioses, somando
tanto a visceral quanto o complexo tegumentar, de toda a América, e o principal
meio de controle da doenca recomendado pelo Ministério da Saude € a eutanasia de
cdes positivos (OPAS, 2019; BRASIL, 2014). Mesmo com essa rigida medida,
muitas vezes eticamente criticada, o0 nimero de casos, tanto canino quanto humano,
vem crescendo e se disseminando pelo pais a cada ano. Isso demonstra falhas no
processo de diagndéstico, tanto na identificacdo de cdes positivos assintomaticos,
guanto de caes que nao tém a doenca e que apresentam resultados falso-positivos
nos exames oficiais(ARRUDA et al., 2019; VON-ZUBEN, DONALISIO, 2016;
TEIXEIRA et al., 2019; MENDONCA et al., 2017; LOPES et al., 2017; BELO et al.,
2017), a exemplo do que ocorreu nesse trabalho.

Ja existem inumeros trabalhos comprovando que o0s animais positivos
assintomaticos tém um papel crucial na disseminagdo da doenca, jA que, mesmo
agueles que fizeram a soroconversdo, sendo negativos nas provas oficiais do
Programa de Controle da Leishmaniose Visceral , podem manter parasitas na pele,
desempenhando, assim, um papel crucial em toda a cadeia de propagacdo da
doenca (LAURENTI et al., 2013; DANTAS-TORRES, OTRANTO, 2014; ESTEVA,
VARGAS, DE LEON, 2017;).

Deste modo, torna-se imprescindivel que novos meios de diagndsticos sejam
aplicados, para que os resultados possam ser um retrato o mais fiel possivel da
situacao real do ambiente estudado, ajudando nas medidas de controle e evitando

ainda mais o alastramento dessa doenca.



7 CONCLUSAO

- N&o ha circulacdo de Leishmania infantum chagasi nos animais residentes no

abrigo durante o estudo.
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