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RESUMO

As leishmanioses sao antropozoonoses consideradas um grande problema de
saude publica e representam um complexo de doengas com importante espectro
clinico e diversidade epidemiolégica. Elas parasitam mamiferos e possuem
ciclos de vida com alternancia entre vertebrados e invertebrados. A maioria das
espécies se desenvolve em artropodes hematofagos, que podem pertencer a
diversas ordens e familias. A Leishmaniose visceral € uma importante zoonose
e possui canideos silvestres e domésticos como importantes reservatérios
conhecidos e a diversidade genética de Leishmania infantum no Brasil ainda n&o
€ conhecida. Leishmaniose € uma doenca severa com ampla distribuicdo
geografica com uma incidéncia de dois milhdes de casos por ano e 350 milhdes
de pessoas em areas de risco de infeccdo. O objetivo deste projeto € avaliar a
presenca de parasitas do género Leishmania no municipio de Itapecerica da
Serra, Cotia e Juquitiba através do isolamento e diagndstico molecular. Foram
amostrados 153 cédes do municipio do abrigo da ONG Adote um Amicéao de
Itapecerica da Serra, Cotia e Juquitiba. O diagnostico soroldgico foi realizado dos
153 caes através do método de imunocromatografico DPP ®, destes 9,80 %
(15/153) foram positivos para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pelo
método de imunocromatografia (DPP®). A positividade foi de 9,52% (4/42),
13,33% (4/30) e 8,64% (7/81) nos municipios de Cotia, Itapecerica da Serra e
Juquitiba, respectivamente. Sequencialmente o diagnéstico molecular foi
realizado em amostras de sangue dos mesmos caes através do gene da
catepsina L-like, destes 5,33% (8/153) foram positivos para a pesquisa de
Leishmania infantum. A positividade foi de 4,76% (2/42), 22,22 % (6/30) nos
municipios de Cotia e Itapecerica da Serra, respectivamente. O exame
parasitolégico foi realizado através da puncdo por agulha fina de linfonodo
popliteo e sangue periférico total dos animais positivos no sorolégico ou
molecular, destes 0,66 % (1/153) foi positivo, este animal € oriundo de
Itapecerica da Serra. Os testes moleculares especificos para Leishmania
infantum demonstraram a presenca do agente nos municipios de Cotia e
Itapecerica da Serra. Além disso, atenta para uma nova classificacao
epidemiologica do municipio de Itapecerica de Serra e para implementacao de

protocolos de sanidade animal nos processos de adocao.
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Leishmania (I.) infantum.



SUMMARY

Leishmaniasis are anthropozoonoses considered a major public health problem
and represent a complex of diseases with an important clinical spectrum and
epidemiological diversity. They parasitize mammals and have life cycles
alternating between vertebrates and invertebrates. Most species develop in
hematophagous arthropods, which can belong to different orders and families.
Visceral Leishmaniasis is an important zoonosis and has wild and domestic
canids as important known reservoirs and the genetic diversity of Leishmania
infantum in Brazil is not yet known. Leishmaniasis is a severe disease with wide
geographical distribution, with an incidence of two million cases per year and 350
million people in areas at risk of infection. The objective of this project is to
evaluate the presence of Leishmania parasites in the municipality of Iltapecerica
da Serra, Cotia and Juquitiba through isolation and molecular diagnosis. 153
dogs were sampled from the municipality of the shelter of the NGO Adopt an
Amicéao from Itapecerica da Serra, Cotia and Juquitiba. The serological diagnosis
was made of the 153 dogs using the DPP ® immunochromatography method, of
which 9.80% (15/153) were positive for the detection of anti-Leishmania
antibodies using the immunochromatography method (DPP®). Positivity was
9.52% (4/42), 13.33% (4/30) and 8.64% (7/81) in the municipalities of Cotia,
Itapecerica da Serra and Juquitiba, respectively. Sequentially, the molecular
diagnosis was carried out on blood samples from the same dogs using the L-like
cathepsin gene, of which 5.33% (8/153) were positive for Leishmania infantum.
Positivity was 4.76% (2/42), 22.22% (6/30) in the municipalities of Cotia and
Itapecerica da Serra, respectively. The parasitological examination was carried
out by puncture with a fine needle of popliteal lymph node and total peripheral
blood of the serological or molecular positive animals, of which 0.66% (1/153)
was positive, this animal is from Itapecerica da Serra. The specific molecular tests
for Leishmania infantum demonstrated the presence of the agent in the

municipalities of Cotia and Itapecerica da Serra.

In addition, it is attentive to a new epidemiological classification of the
municipality of Itapecerica de Serra and to the implementation of animal health

protocols in the adoption processes.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sao antropozoonoses consideradas um grande
problema de saude publica e representam um complexo de doencas com
importante espectro clinico e diversidade epidemioldgica. A Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas
ao risco, com registro aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes
formas clinicas ao ano (BRASIL, 2017).

As leishmanioses sao de distribuicdo mundial, de evolucéo insidiosa, de
carater crbnico, causadas por protozoarios do género Leishmania que inclui
varias espécies, na qual pode ocorrer manifestacbes tanto viscerais como
tegumentares. Sdo, classicamente, subdivididas em duas formas, segundo o
agente envolvido: a leishmaniose tegumentar, que apresenta manifestacdes
cutaneas (localizada ou difusa), em mucosas e/ou zonas mucocutaneas, e a
leishmaniose visceral, com alteracdes sistémicas e/ou tegumentares (ROSSI,
2013). Ha relatos de pelo menos 30 espécies diferentes de Leishmania
distribuidas pelo Velho e Novo Mundo (LOPES et al.,, 2016). A doenca é
transmitida de caes infectados para humanos através da picada de algumas
espécies de dipteros sugadores de sangue, conhecidas coloquialmente como
flebotomineos (GOMEZ & PICADO, 2017).

O agente trata-se de um protozoario pleomorfico da ordem
Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae e do género Leishmania
(SILVA,2018). As espécies de Leishmania sdo divididas em decorréncia a sua
distribuicdo geografica: L. (Viannia) € composta por espécies restritas aos
neotropicos e L. (Leishmania) possui espécies distribuidas no Novo e no Velho
Mundo (MARCILI et al., 2014). Leishmania sp é um protozoario pleomaorfico que
completa seu ciclo de vida em dois hospedeiros distintos, sendo um vertebrado,
principalmente canideos, murideos e humanos, nos quais o parasito apresenta-
se sob a forma aflagelada, denominada amastigota (Figura 1), que se multiplica
no interior das células do sistema mononuclear fagocitario por divisdo binaria. O

outro hospedeiro € invertebrado, representado por insetos hematofagos, nos
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guais as amastigotas, ap0s serem ingeridas por ocasido do repasto sanguineo,
transformam-se, no tubo digestério, em formas flageladas, denominadas
promastigotas (Figura 2), que, na sequéncia, apos quatro dias, ja podem ser
transmitidas a novo hospedeiro, como formas promastigotas metaciclicas,
indivisiveis e dotadas de alta mobilidade, que passam a ser a forma infectiva
para os vertebrados durante o repasto sanguineo (ROSSI, 2013). As diferencas
na organizacao celular entre amastigota e promastigota estdo centradas na
posicao do cinetoplasto em relacdo ao nucleo celular, bem como na presenca ou
auséncia de um flagelo livre associado & membrana ondulante (SILVA, 2018).
Entdo a forma promastigota é encontrada em vetores de artropodes,
representados por insetos do grupo flebotomineo, enquanto as formas
amastigotas sao encontradas dentro de células do sistema fagocitico
mononuclear de hospedeiros vertebrados, como roedores, marsupiais,

morcegos, canideos e humanos (SILVA et al., 2019).

10um |

Figura 1: Leishmania — forma amastigota

Fonte: Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose IOC — Fiocruz , Brasil para Manual de
procedimientos para la vigilancia y control de las leishmaniasis en las Américas (OPAS, 2019)
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Figura 2: Leishmania - Forma promastigota

Fonte: CLIOC - 10C - Fiocruz, Brazil para Manual de procedimientos para la vigilancia y control
de las leishmaniasis en las Américas (OPAS, 2019)

Epidemiologicamente, o0s cdes sdo considerados o0s principais
reservatorios domésticos de Leishmania sp, sendo preponderante a sua
participacdo para a manutencado do ciclo da doencga, constituindo-se, assim, no
principal elo na cadeia de transmissdo da Leishmaniose Visceral (LV). Essa
hipotese baseia-se nos fatos da enfermidade ser mais prevalente na populacao
canina, relativamente a humana, e na constatacdo de que os casos humanos
normalmente sdo precedidos por casos caninos, pois estes Ultimos apresentam
uma guantidade muito maior de parasitos por area tegumentar, relativamente ao
evidenciado em humanos infectados, levando a maior possibilidade de infeccao
do vetor pela Leishmania infantum e dai a transmiti-la a suscetiveis humanos
(ROSSI, 2013; ARAUJO et al., 2016). Além disso, a doenca € mais prevalente
em caninos, por sua estreita relacdo com os seres humanos (DE LIMA et al.,
2017).

Finalmente, destaca-se o fato de que tanto cdes sintomaticos quanto
assintomaticos apresentam igual importancia como fonte de infeccdo aos
flebotomineos hematéfagos, incluindo caes subclinicamente infectados (ROSSI,
2013; ARAUJO et al., 2016).
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O complexo Leishmania que inclui todas as espécies capazes de causar
sintomatologia visceral principalmente e tegumentar possui ampla distribuicdo
(Velho e Novo Mundo). Assim, para o entendimento das relacOes destas
diferentes espécies e diferentes origens geogréficas foram realizados diversos
estudos utilizando varios marcadores moleculares, como o espacador interno
transcrito do gene ribossémico (MAURICIO et al., 2004; KUHLS et al., 2008),
gp63 (MAURICIO et al., 2001; QUISPE TINTAYA et al., 2004), mini-exon
(MAURICIO et al., 2004), cisteino proteases (QUISPE TINTAYA et al., 2004),
citocnromo oxidase Il (IBRAHIM et al., 2001) e microssatélites (KUHLS et al.,
2007; LUKES et al., 2007). Estes estudos demonstram uma clara associacao
das espécies do complexo Leishmania donovani com a origem geografica dos
isolados, mas nao possibilitavam a separacdo de Leishmania infantum e

Leishmania chagasi.

Estudo recente baseado em relacdes filogenéticas dos genes SSU rDNA
e gGAPDH com diversos isolados brasileiros e europeus possibilitou a
separacao de Leishmania intanfum chagasi de Leishmania infantum e sugere um
evento recente de introducdo, provavelmente no processo de colonizacéo de
Leishmania infantum no Novo Mundo através dos valores de divergéncia destas
sequencias e historia evolutiva de seus hospedeiros vertebrados (MARCILI et
al., 2014) contrastando com o cenario de introducédo mais antiga com L. chagasi
sendo uma espécie nativa das Américas (LAINSON E SHAW, 1987).

Segundo Silva et al. (2019) Leishmania infantum foi introduzida nas
Américas durante o periodo de colonizacdo. Mesmo entre biomas com climas
diferentes, chuvas, cobertura vegetal e disponibilidade de hospedeiros e vetores
de artrépodes, ele corrobora a teoria de que esse parasita ndo é autdéctono para
as Américas. Essa descoberta indica que o evento que levou a introducéo desse
parasita no Novo Mundo foi recente. Portanto, provavelmente pode ser datado
do processo de colonizacdo ibero-americana iniciado no século XV, causado
pela chegada de caes e roedores infectados. Focando apenas alguns genes
especificos, podemos especular que esse curto intervalo de tempo evolutivo
seria insuficiente para o aparecimento e fixacdo de possiveis mutagbes na
populagdo. Segundo o se estudo refuta-se a hipétese de um cenério em qual o

parasita responsavel pelos casos de leishmaniose visceral € nativo das
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Américas. Assim, 0 argumento de que o parasita € autdctono, por ser adaptado
ao parasitismo em outros reservatorios da fauna silvestre, atribuindo a isso a

adaptacdo aos habitos alimentares ecléticos dos insetos vetores.

A Leishmaniose pode ser classificada em cutanea, mucocutanea e
visceral. Grande parte da etiologia da leishmaniose mucocutanea foi atribuida a
Leishmania brazilienisis e Leishmania panamensis, da leishmaniose em mucosa
foram atribuidas a Leishmania. guyanensis, e da leishmaniose cutanea a L.

amazonensis e Leishmania mexican (SILVA et al., 2019).

Apesar da alta importancia desta doencga, hd alguma dificuldade em
padronizar metodologias de diagndstico com altos valores preditivos. Fazer um
diagnostico direto é invasivo e trabalhoso, e apenas baixos niveis de
sensibilidade sdo atingidos. Os testes sorologicos também apresentam uma
série de limitagOes técnicas, como baixos valores de especificidade resultantes
de reagbes cruzadas com outros tripanossomatideos, baixos indices de
concordancia entre os diferentes testes sorologicos e falta de consenso quanto
a natureza e ao uso do produto antigénico a ser empregado (SILVA et al., 2019).
A determinacédo da sensibilidade e especificidade dos testes de diagndstico para
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) tem sido um ponto discutivel devido a
dificuldade em estabelecer um padrao-ouro. O exame parasitolégico permanece
0 padréo-ouro para o diagnostico de LVC, e um resultado positivo em qualquer
um dos outros testes de diagnostico pode ser mal interpretado como falso
positivo, devido a baixa sensibilidade do exame parasitolégico. Assim, como é
importante melhorar as estratégias para o diagnoéstico de LVC, as amostras
devem ser cuidadosamente selecionadas para evitar interpretacfes
inadequadas dos resultados (LOPES et al., 2016).

1.1. VETORES

Nas Américas, apesar das 521 espécies de flebotomineos reconhecidas,
60 foram implicadas como vetores de Leishmanias e apenas algumas séo
consideradas efetivamente vetores dos parasitas em questdo.(GALVIS-
OVALLOS et al., 2017).
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No Brasil, a transmisséo da leishmaniose visceral é realizada pela picada
de fémeas de insetos hematéfagos pertencentes a ordem Diptera, da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género Lutzomyia, sendo a Lutzomyia
longipalpis a principal espécie envolvida (Figura 10). E ela conhecida
popularmente como: cangalha, cangalhinha, orelha-de-veado, mosquito palha,
birigui, tatuquira, tatuira, bereré, catuqui, murutinga, escangalhado, asa branca,
asa dura ou asa reta. Afora ela, a Lutzomyia cruzi parece também participar
como vetor no estado do Mato Grosso do Sul, a Lutzomyia intermedia, no litoral
do Municipio do Rio de Janeiro, a Lutzomyia neivai (Nissomyia neivai) e a
Lutzomyia sallesi (Evandromyia sallesi) nas Minas Gerais. Alguns autores
associam o periodo de maior transmissibilidade aquelas das estacées chuvosas,
guando os insetos invadem o domicilio picando o homem e outros animais
domeésticos. Existem outras formas de transmissdo da LV, porém, até o

momento, a presenca do inseto vetor hematdéfago € considerado elemento

essencial na cadeia de transmissao da doenca (ROSSI, 2013).

No entanto, modos de transmissao alternativos estdo sendo investigados
e a transmisséo de Leishmania spp. através de mordidas ou através da ingestao
de pulgas e carrapatos infectados pode ser epidemiologicamente relevante em
cdes domésticos. Algumas evidéncias sugerem a possibilidade de que o
carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: Ixodidae) poderia atuar
como um vetor biolégico ou mecéanico de L. infantum. Além disso, estudos
moleculares indicam a possibilidade de transmisséo transovariana de L. infantum
em R. sanguineus. Esses resultados destacam o potencial de R. sanguineus
como vetor de L. infantum. No entanto, um problema que permanece por resolver
€ 0 motivo pelo qual o DNA de L. infantum esta presente em carrapatos que se
alimentam de animais infectados quando, até 0 momento, nao foi possivel isolar
parasitas viaveis de R. sanguineus que se alimentavam de cdes naturalmente
infectados. Os espécimes de R. sanguineus que se alimentam de caes
naturalmente infectados por L. infantum contém DNA do parasita em seus
intestinos e glandulas salivares. Além disso, € possivel isolar L. infantum viavel
desse ectoparasita. No entanto, ndo se pode ainda confirmar ou presumir que
0S carrapatos sao vetores potenciais de L. infantum. Mais estudos devem ser

realizados para melhor entender a relevancia desses achados para a potencial
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competéncia de R. sanguineus na manutencao da transmissao da leishmaniose
visceral (MEDEIROS-SILVA et al., 2015).

A incriminacdo de espécies como vetores envolve a analise de
parametros de capacidade vetorial , como densidade vetorial, antropofilia,
distribuicdo geografica coincidente com a do patdégeno, sobrevivéncia e
competéncia vetorial , e provar que a espécie € essencial para a manutencao da
transmissdo na natureza e que a reducdo em sua taxa de picada também reduz
a incidéncia da doenca . Nas Américas, L. longipalpis € considerado o principal
vetor de L. infantum. No entanto, a ocorréncia de infec¢do por L. infantum em
populagcBes caninas e/ou humanas na auséncia desta espécie de flebotomineo,
bem como a descoberta de outros flebotomineos naturalmente infectados com
esse agente sugeriram que ha outros vetores, como ocorreu com O
Migonemyia migonei no estado de Pernambuco (Brasil) e norte da Argentina
(GALVIS-OVALLOS et al., 2017).

Figura 3: Lutzomyia longipalpis

Fonte: CDC/ James Gathany

Em Cotia e Embu das Artes, municipios da regido metropolitana de Séo
Paulo, casos de LVC sao relatados desde 2003, mas L. longipalpis nédo foi
encontrado nas pesquisas entomoldgicas realizadas nesses focos. Por outro
lado, Pintomyia fischeri foi a espécie mais frequente (95%) coletada em estudos

anteriores na Grande Sao Paulo, como Migonemyia migonei, Psychodopygus
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lloydi e Evandromyia edwardsi também estdo sendo relatados(GALVIS-
OVALLOS et al., 2017).

Desde o primeiro relatério em areas urbanas do estado de S&o Paulo o
vetor principal de L. infantum foi L. longipalpis, tanto para o primeiro caso canino
como para o primeiro caso humano. A area afetada pela Leishmania Visceral no
noroeste do estado de Sao Paulo expandiu-se, em associacdo com a dispersao
de L. longipalpis. No entanto, nos municipios de Carapicuiba, Cotia e Embu das
Artes, na regido da Grande S&o Paulo, existem outros padrdes de transmissao
associados a outros flebotomineos que podem estar atuando em L. infantum,
como também observado em outros focos de LV no Brasil. No foco da LVC na
regido da Grande S&o Paulo, as espécies suspeitas de flebotomineos foram P.
fischeri e M. migonei, em vista de sua dominancia, mas ndo ha evidéncias de
sua capacidade vetorial com avaliacdo de critérios ecologicos das relagdes
vetor-parasita e vetor-hospedeiro (GALVIS-OVALLOS et al., 2017).

Em um estudo de 2005 foi relatado que apos investigacdes entomoldgicas
implementadas nos municipios de Cotia e Embu das Artes detectaram a
presenca de Lutzomyia fischeri, Lutzomyia migonei e Lutzomyia edwardsi. Nesta
ultima espécie, foram identificadas formas flageladas de Leishmania em cinco
exemplares coletados de Cotia, posteriormente identificados, por PCR, como
Leishmania (V.) braziliensis. Até entéo, Lutzomyia edwardsi havia sido registrada
em poucas ocasides, quando realizadas investigacbes entomoldgicas em
decorréncia de notificacdo de casos autéctones de leishmaniose tegumentar.
Essa espécie de flebotomineo ja havia sido documentada, além da Regido
Metropolitana de S&o Paulo, em dois municipios situados no Litoral Norte, ndo
sendo considerada espécie de importancia epidemiolégica mas faz-se
necessaria a continuacao das investigacdes entomologicas para definir o papel
dessa espécie nos ciclos de transmissdo (CONTROLE & SUCEN, 2005).

Segundo um estudo de Moschin et al., (2013) na Serra da Cantareira ,
também regido da Grande Sdo Paulo houve altas frequéncias do P. fischeri e M.
migonei podendo inferir que essas duas espécies possam estar transmitindo o
agente do Leishmaniose nesta area. P. fischeri € a espécie mais abundante

nesta regido, com maior frequéncia na primavera e atividade durante a noite,
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principalmente ao amanhecer, sendo os periodos de maior risco de transmissao

por Leishmania sp. na area.

P. fischeri também predominou nos estudos pioneiros realizados no final
da década de 1930 e inicio da década de 1940 na cidade de S&o Paulo
(MOSCHIN et al., 2013).

P. fischeri, embora amplamente dispersa em todo o estado de Sao Paulo
€ escasso ou ausente na parte nordeste do estado, significativamente mais
guente que outras areas e com inverno seco. Porém, é nas florestas da Grande
Sao Paulo que esta espécie tem as maiores frequéncias. Esse fato pode estar
relacionado a altitude da regido da Grande Sao Paulo (= 800 m) e sua cobertura
vegetal, oferecendo condi¢cOes especiais necessarias para o desenvolvimento de
seus estagios imaturos, com temperatura e umidade de cerca de 20°C e 70-80%,
respectivamente (MOSCHIN et al., 2013).

Observou-se que a atratividade de caes para P. fischeri foi maior que o de
M. migonei, no entanto, parece que esse comportamento pode estar relacionado
as frequéncias das espécies de vetores na area (GALVIS-OVALLOS et al.,
2017).

E claro que P. fischeri tem uma eficiéncia mais baixa na transmisséo de
L. infantum que L. longipalpis, mas na auséncia desta espécie, P. fischeri
constitui um vetor potencial do agente da LVC na Grande Sao Paulo. No entanto,
sua competéncia vetorial precisa ser mais investigada (GALVIS-OVALLOS et al.,
2017).

O controle vetorial € provavelmente a maneira mais eficaz de prevenir a
infeccdo por Leishmania. Por exemplo, um estudo realizado no Brasil mostrou
gue coleiras impregnadas de deltametrina tém potentes efeitos anti-alimentacéo
e inseticidas no L. longipalpis e L. migonei e podem reduzir o risco de infeccéo
em cées. O impacto dessa estratégia em uma comunidade depende da cobertura
da coleira (ou seja, niumero de cdes que usam a coleira em uma comunidade) e
da taxa de perda . Na realidade, o uso de coleiras impregnadas de deltametrina

nao é muito popular entre os donos de caes que vivem em areas rurais e

suburbanas, provavelmente por causa de seus custos. Geralmente, as mas
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condi¢Bes sociais e econdmicas de muitos donos de cées que vivem em areas
rurais e suburbanas da América do Sul ndo lhes permitem suprir nem as
necessidades basicas da vida. Talvez um controle sisteméatico de flebotomineos
nessas areas usando coleiras impregnados com deltametrina deva ser
substituido por outras estratégias (por exemplo, combinac¢do local de permetrina
e imidaclopride) poderiam ser possiveis, se apoiadas pelas autoridades locais
de saude publica (DANTAS-TORRES, 2009; GOMEZ & PICADO, 2017).

O uso de inseticidas sistémicos em cdes pode superar algumas das
limitac6es impostas pelos métodos atuais de controle de vetores e podem ser
uma alternativa ou complemento as dos paises endémicos. Devido a sua
distribuic&o pelo corpo, os inseticidas sisttmicos devem matar os flebotomineos
gue se alimentam do sangue dos caes, interrompendo a transmissao da
Leishmaniose Visceral em éareas endémicas. Semelhante ao sucesso da
aplicacao de coleiras, a cobertura de inseticidas sistémicos precisa ser alta (por
exemplo, 80%). Para obter cobertura adequada e garantir a maxima aderéncia
ao tratamento, os inseticidas sistémicos devem ser faceis de aplicar e ter um
efeito duradouro, idealmente de 3 a 6 meses (GOMEZ & PICADO, 2017).

1.2. SITUACAO MUNDIAL

Classificadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como doencas
tropicais negligenciadas, as leishmanioses sdo as Unicas ainda em crescimento,
e 0 Brasil é o pais com maior nimero de casos das trés formas de leishmaniose

no continente americano: a cutanea, a mucocutanea e a visceral (WHO, 2020).

A Leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é fatal se
deixada sem tratamento em mais de 95% dos casos. A maioria dos casos ocorre
no Brasil, na Africa Oriental e na india. Estima-se que 50.000 a 90.000 novos
casos de LV ocorram em todo o mundo anualmente, com apenas 25 a 45%
relatados a OMS. Continua sendo uma das principais doencas parasitarias com
surto e potencial de mortalidade. Em 2018, mais de 95% dos novos casos
relatados & OMS ocorreram em 10 paises: Brasil, China, Etiopia, india, Iraque,
Quénia, Nepal, Somalia, Sudao do Sul e Sudao (Figura 3). (WHO, 2020).
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Figura 4: Status de endemicidade da leishmaniose visceral em 2018

Fonte: WHO, 2020

No velho mundo, as principais areas endémicas estdo na regiao do

Mediterraneo, onde a Leishmaniose Visceral é principalmente um problema

veterinario e 0s casos humanos ocorrem esporadicamente. J4 no hovo mundo,

a Leishaniose Visceral € considerada um problema de saude humana (GOMEZ

& PICADO, 2017).

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum de leishmaniose e

causa lesfes de peles. Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas,

na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Em 2018, mais

de 85% dos novos casos de LC ocorreram em 10 paises: Afeganistao, Argélia,

Bolivia, Brasil, Coldmbia, Ird , Iraque, Paquistio, Republica Arabe da Siria e

Tunisia (Figura 4). Estima-se que entre 600.000 a 1 milhdo de novos casos

ocorram no mundo anualmente. (WHO, 2020).
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Figura 5: Status de endemicidade de leishmaniose cutdnea mundial em 2018

Fonte: WHO, 2020.

A leishmaniose mucocutanea leva a destruicdo parcial ou total das
membranas mucosas do nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos de
leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru. (WHO,
2020).

1.3. SITUACAO NA AMERICA DO SUL

A América do Sul é um grande continente localizado no hemisfério
ocidental. A maior parte de sua massa terrestre esta situada na zona tropical
(que se estende do equador até os paralelos norte e sul de 23 ° 30 "),
proporcionando um ambiente muito adequado para muitos tipos de artropodes
(por exemplo, carrapatos, mosquitos e flebotomineos) que podem atuar como
vetores de varios patégenos. As pessoas que vivem na América do Sul estédo
expostas a varias doencas transmitidas por artrépodes, incluindo malaria,
leishmaniose e dengue. Da mesma forma, os caes também sdo afetado por
muitas doencas transmitidas por artrépodes, incluindo erliquiose, babesiose,
dirofilariose e leishmaniose (DANTAS-TORRES, 2009).
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As espécies que causam leishmaniose na América Latina sédo divididas
em dois grupos taxondmicos. Um grupo é o subgénero Viannia, que compreende
as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) panamensis
e Leishmania (Viannia) guyanensis e séo responsaveis por infec¢des cutaneas
ou mucocutaneas. O outro grupo € o subgénero Leishmania, que inclui as
espécies Leishmania (Leishmania) mexicana e Leishmania (Leishmania)
amazonensis, responsavel por lesfes cutdneas localizadas ou difusas, e
Leishmania (Leishmania) infantum, que causa leishmaniose visceral. Nas
Américas, onze espécies dermotropicas de Leishmania causam doencas em
seres humanos e oito espécies descritas apenas em animais sdo atualmente
reconhecidas (LOPES et al., 2016).

L. infantum é o agente causador mais importante da leishmaniose visceral
canina na Ameérica do Sul. Leishmania braziliensis é o principal agente causador
da leishmaniose cutanea em cdes da Ameérica do Sul . A maioria dos caes
infectados por L. braziliensis vive em areas rurais e pode apresentar lesdes
cutaneas ou mucosas unicas. Suspeita-se que os cdes desempenhem um papel
no ciclo de transmissdo domeéstica de L. braziliensis e L. peruviana em algumas
areas da América do Sul, mas h& apenas evidéncias circunstanciais que apoiam
essa hipotese (DANTAS-TORRES, 2009).

A maioria das informacdes sobre a prevaléncia de infeccdo entre caes
provém de pesquisas sorolégicas realizadas no Brasil, e em menor grau, em
outros paises como Argentina, Colémbia e Venezuela . A infeccdo em cées na
América do Sul pode variar amplamente de regido para regiao e, de acordo com
0 método de diagndstico usado, geralmente é superior a 25% e pode chegar a
75% em focos altamente endémicos. No entanto, é dificil estimar a prevaléncia
geral de infeccdo por Leishmania em cdes na América do Sul devido a
guantidade limitada de dados publicados de alguns paises (por exemplo,
Paraguai), a existéncia de diferencas metodologicas entre os estudos (por
exemplo, tamanho da amostra e critérios de positividade) e as limitacdes
inerentes a sorologia (por exemplo, possibilidade de reacfes cruzadas)
(DANTAS-TORRES, 2009). Mas estima-se que a maioria dos casos ocorra no

Brasil, com 4200 a 6300 casos por ano, seguidos pelo Paraguai (100 a 200 casos
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novos por ano), Colémbia (70 a 110 casos novos por ano) e Venezuela. (50-70

novos casos por ano) (Figura 5) (ALVAR et al., 2012).

Uma importante caracteristica epidemioldgica observada na América do
Sul (e também na bacia mediterranea) é que a maioria dos caes infectados por
L. infantum € aparentemente saudavel, ndo exibindo sinais clinicos visiveis de
leishmaniose visceral. Em alguns focos no Brasil, mais de 80% dos caes
soropositivos podem ser clinicamente saudaveis. Esta informagcdo pode ser
relevante porque caes soropositivos, mas aparentemente saudaveis, também
podem servir como fonte de infec¢do para flebotomineos (DANTAS-TORRES,
2009).
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Figura 6: Casos de leishmaniose visceral nos paises com maior nimero de casos, Américas, 2001-2017.

Fonte: SisLeish — OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais de Leishmanioses/

Servicos de vigilancia. Acesso em: abril, 2020

1.4. SITUACAO NO BRASIL

No Brasil, casos humanos foram descritos nas cinco regides do pais
(PEIXOTO et al., 2015) (Figuras 6 e 7), com mais de 3000 casos humanos por
ano, € o pais com a maior incidéncia de Leishmaniose Visceral no mundo. As
autoridades brasileiras reconheceram a LV como um problema de saude publica
e adotaram uma série de medidas de controle desde 1980 (GOMEZ & PICADO,
2017). O coeficiente de incidéncia no Brasil € de 1,98 casos/ 100.000 habitantes
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(BRASIL, 2017), sendo a espécie mais frequentemente encontrada é Leishmania
(Leishmania) infantum (LOPES et al., 2016).

Figura 7: Casos de Leishmaniose Visceral por UF (unidade federal) de infec¢do

Fonte: (Brasil, 2017)
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Figura 8: Casos de Leishmaniose Visceral por municipio de infeccéo

Fonte: (Brasil, 2017)



35

As intervengdes dirigidas a caes no Brasil tém sido controversas. Cées
infectados por L. infantum no Brasil que ndo puderam ser tratados foram
eutanasiados por mais de 20 anos. Essa estratégia, com o objetivo de reduzir o
reservatério de L. infantum, ndo resultou em uma diminui¢do significativa da
incidéncia em casos humanos. Vérias razbes podem explicar essa falha,
incluindo a baixa sensibilidade dos testes de rastreamento utilizados, a falta de
conformidade e a substituicdo por cdes suscetiveis. A aplicacdo de coleiras
impregnadas de inseticida foi sugerido como uma alternativa econdémica ao
abate de caes para controle da Leishmaniose Visceral no Brasil (GOMEZ &
PICADO, 2017).

No Brasil, existem aproximadamente 20 a 30 milhdes de cdes. Nas
regides endémicas para LVC, a soroprevaléncia varia na populagdo em geral,
incluindo cées sintomaticos e assintomaticos, entre 3,4% e 40%, revelando o
potencial de fiscalizacdo da infec¢cdo canina como um marcador da transmissao
e dos desafios emergentes (PEIXOTO et al., 2015).

Em relacdo a Leishmaniose tegumentar o Brasil registrou um aumento
acentuado nos casos nas ultimas décadas. Ao mesmo tempo, a ocorréncia de
diferentes padrbes epidemioldgicos dessa doenca endémica em diferentes
regides geograficas também foi observada. No Sudeste, com colonizacdo antiga
e presenca de florestas residuais, a transmissdo ocorre principalmente em
habitats domiciliares ou peridomésticos (SOARES et al., 2017).

1.4.1. HISTORIA DA LEISHMANIOSE NO BRASIL

Houve um diagnéstico, em 1912, feito pelo médico paraguaio Migone
Mieres (1913) em um morador de Mato Grosso, um italiano que havia trabalhado
na construcdo da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil. Essa mesma ferrovia,
quatro anos antes, fora palco de um surto de ‘Ulcera de Bauru’, entéo
reconhecida — pela primeira vez nas Américas — como leishmaniose tegumentar.
E, em 1926, dois outros casos de leishmaniose visceral foram identificados na
Argentina. Esses diagndsticos, todavia, ficaram como eventos isolados, em
gritante contraste com centenas de casos de leishmaniose cutanea e
mucocutanea descritos pelos médios latino-americanos. A leishmaniose visceral

irrompeu como problema de salde publica em 1934, em meio a pesquisas de
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rotina relacionadas a outra doencga. O Servico Cooperativo de Febre Amarela
criara na Bahia, um laboratério para analisar fragmentos de figado que centenas
de postos de viscerotomia espalhados pelo pais retiravam de pessoas falecidas
de febres suspeitas. Em laminas feitas com material colhido no Norte e no
Nordeste do Brasil, negativas para febre amarela, o patologista Henrique Penna
identificou protozoarios do género Leishmania. Neste mesmo ano Evandro
Serafim Lobo Chagaso identificou o primeiro paciente brasileiro diagnosticado
com Leishmaniose visceral em vida, um adolescente de 16 anos que vivia em
Aracaju, Sergipe (BENCHIMOL et al., 2019).

Em 1953, entretanto, irrompeu uma epidemia no norte do Ceard, a
primeira documentada nas Américas, que alterou drasticamente as
representacdes da leishmaniose visceral. Em apenas cinco anos (1953 a 1957),
o total de casos in vivo no Brasil saltou de 34 para 1.832, 81,38% dos quais no
Ceara. No continente americano, o total de casos subiu para 2.179 (1.840 em
vida e 339 post-mortem), porém mais de 98% desse total (2.145 casos)
pertenciam ao Nordeste do Brasil (BENCHIMOL et al., 2019).

No final do século XX (a partir dos anos 80), no Brasil e em outros paises,
todas as formas de leishmaniose que pareciam sob controle reemergiram em
zonas rurais e urbanas e irromperam em areas consideradas livres desse
complexo de doencas endemoepidémicas devido a mudancas ambientais,
migracdes humanas, crescimento urbano caltico e outros processos
socioecondémicos incidentes sobre largas porcdes dos territorios desses paises
(BENCHIMOL et al., 2019). A migracao, em geral desencadeada por questdes
socioeconbmicas, tem sido apontada como um dos fatores responsaveis pelo
processo de disseminacdo do vetor e da expanséo da leishmaniose visceral no
Pais (CARDIM et al., 2016).

As alteracdes ambientais, causadas pelo intenso processo migratério de
um grande contingente populacional do campo para as cidades estimulado por
guestdes econdbmicas e/ou sociais, aliado as secas periddicas, promoveram o
chamado “esvaziamento rural” e levaram a um processo de urbanizacao
crescente. Tais mudancas acarretaram a expansdo das areas endémicas,

forcaram a adaptacdo do vetor ao ambiente urbano e contribuiram para o
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aparecimento de novos focos. Por falta de condi¢cdes sécio-econémicas, essas
populacdes passaram a habitar verdadeiros bolsdes de pobreza do meio urbano,
mas ndo perderam o vinculo com sua cultura rural e continuam mantendo ndo
s6 seus caes, como também pequenos animais de producdo. Esse fato é
importante ndo sé pela falta de condi¢ces higiénico-sanitérias, que propiciam a
reproducdo do vetor, mas, além disso, por permitir a introducdo do agente
etiolégico em area indene (ROSSI, 2013; ARAUJO et al., 2016).

A prevaléncia de infeccdo canina € maior nas areas rurais do que nas
areas urbanas (ARAUJO et al.,, 2016). Descobriram que a variacdo na
soroprevaléncia entre essas duas areas esta intrinsecamente ligada a condi¢cées
ambientais peridomésticas / domésticas para o desenvolvimento de infeccéo.
Essas condi¢cdes podem incluir o vetor, populagcéo canina, alteracbes causadas
pela antropizagéo, acumulo de matéria organica, mas condigdes de saneamento
e coleta precaria de lixo. Nessas areas, 0s cdes tém mais acesso a espacos e
ruas abertos e podem se mover além de suas casas. Devido a essa mobilidade,
eles podem estar mais expostos a fatores que aumentam a probabilidade de
infeccdo por Leishmania spp. Além disso, as areas rurais apresentam maior
diversidade de animais do que as areas urbanas, domésticas ou selvagens, e a
presenca de matas ciliares ou fragmentos florestais séo fatores predisponentes

para a presenca de mosquitos (OLIVEIRA et al., 2010).

Observa-se notavel incremento na cooperacédo internacional no tocante
as leishmanioses. No Brasil, a progressiva urbanizacdo das leishmanioses nas
Ultimas décadas colocou em questéo as estratégias adotadas para seu controle.
Elas séo classificadas como doencas tropicais negligenciadas, as Unicas ainda
em crescimento; e, embora esse complexo de doencas seja de fato
negligenciado pelas politicas publicas e afete populacbes também
negligenciadas, mobiliza uma das mais pujantes comunidades de pesquisa no
Brasil. Novos paradigmas, especialmente a biologia molecular, mudaram a
maneira de ver as leishmanioses (BENCHIMOL et al., 2019).

1.4.2. SITUACAO NO ESTADO DE SAO PAULO

A leishmaniose visceral vem apresentando importante expansao territorial

e processo de urbanizagdo no Brasil. No estado de S&o Paulo, a série histérica
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de casos de LV inicia-se em 1999, tendo como porta de entrada a regido oeste,
tendo a cidade de Aracatuba com o primeiro caso canino de Leishmaniose
Visceral em 1998 e em seguida, em 1999 tendo os primeiros casos autdctones
humanos, e a partir dai a LV expande-se para outras regides, processo ainda
em curso (CARDIM et al., 2016; SAVANI et al.,2013).

No periodo entre 2003 e 2007, a doenga seguiu seu curso de expansao
para o sudeste. Esses processos migratorios que para Sao Paulo sao
especialmente provenientes de Minas Gerais e estdo relacionados a substituicao
da criacdo de gado pelo cultivo da cana-de-acUcar, geram novas alteracfes
antrépicas, as quais tém criado condi¢cdes propicias para a evolucdo da
leishmaniose visceral. Condicbes precarias de saneamento e moradia,;
deslocamento de caes infectados; processos adaptativos do vetor; obras de
construcéo civil e o grande fluxo de pessoas, produtos e servi¢os por rodovias e
ferrovias também tém sido relacionados a expansdo e urbanizacdo da
leishmaniose visceral (CARDIM et al., 2016).

A construcdo da etapa paulista do gasoduto Bolivia-Brasil e a reativacao
da ferrovia Novoeste em S&o Paulo trouxeram muitos trabalhadores de outros
estados e paises para a regido, 0s quais viviam em constante movimentacéo
decorrente de mudancas dos canteiros de obras, juntamente com maquinas e
equipamentos. Esta migracdo de pessoas possivelmente também desencadeou
a migracdo de caes infectados pela Leishmania. No Mato Grosso do Sul, a
construcdo do gasoduto foi apontada como um dos responsaveis pela

disseminacao do vetor e da Leishmaniose Visceral (CARDIM et al., 2016).

O fluxo de pessoas, mercadorias e servicos por ferrovias e,
especialmente, por rodovias, parece ter um papel de destaque na expansao da
leishmaniose visceral em S&o Paulo. Aracatuba e Birigui, localizados na regido
de saude de Aracatuba e os primeiros a notificar casos de Leishmaniose
Visceral, sdo cortados pela rodovia Marechal Rondon, principal eixo de ligacéo
entre as regides de Aracatuba e de Bauru e entre elas e a capital do estado.
Conforme observado por Cardim et al (2016), o curso de dispersédo e expansao
da Leishmaniose Visceral, a partir da regidao de Aracgatuba, seguiu a rota da

rodovia Marechal Rondon no sentido oeste para leste e, a partir dessa rodovia,
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seguiu o curso da malha de rodovias transversais e de outras rodovias radiais.
Refor¢cando a influéncia das malhas rodoviérias e ferroviarias no processo de
expansao da Leishmaniose Visceral em Sao Paulo, esta o fato de que a ferrovia
Novoeste e a rodovia Marechal Rondon se ligam ao Mato Grosso do Sul, pelo
municipio de Castilho no estado de S&o Paulo e Trés Lagoas em Mato Grosso
do Sul. Neste ponto, a Marechal Rondon se une a BR-262, seguindo o curso até
Corumba (Mato Grosso do Sul), municipio endémico para Leishmaniose Visceral
desde 1982. Corumba se situa na divisa entre Brasil e Bolivia e essa facilidade
de ligacdo entre os dois estados e o pais estrangeiro ja foi abordada como um
dos fatores responsaveis pela expansdo da Leishmaniose Visceral no Mato
Grosso Sul, por favorecer, entre outros aspectos, 0 processo migratério
(CARDIM et al., 2016).

Conforme é preconizado pelo Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral, os municipios com transmissdao de Leishmaniose
Visceral em Séo Paulo séo classificados epidemiologicamente em dois grandes
grupos: silenciosos, ou seja, sem confirmacdo de casos humanos e/ou caninos
e, com transmissao, isto €, com confirmacdo de casos humanos e/ou caninos
autoctones (Figura 8) (SAOPAULO,2006).

Figura 9: Classificagdo dos municipios para a vigildncia e controle da leishmaniose visceral no estado de
Séo Paulo

Fonte: SAO PAULO, 2006.
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Dessa forma, segundo Sao Paulo (2006) os municipios silenciosos séo
agrupados, preenchendo os seguintes critérios como se segue:

- municipios silenciosos nao receptivos: sem confirmacdo de casos
autoctones humanos e caninos; sem presenca conhecida do vetor; ndo
selecionado pelos valores de distancia estimados para caracterizar a
vulnerabilidade;

- municipios silenciosos nao receptivos vulneraveis: sem confirmacao de
casos autéctones humanos e caninos; sem presenca conhecida do vetor;
selecionado pelos valores de distancia estimados para caracterizar a sua

vulnerabilidade;

- municipios silenciosos receptivos ndo vulneraveis: sem confirmacao de
casos autoctones humanos e caninos; com presenca conhecida do vetor; ndo
selecionado pelos valores de distancia estimados para caracterizar a sua

vulnerabilidade;

- municipios silenciosos receptivos vulneraveis: sem confirmacdo de casos
autéctones humanos e caninos; com presenca conhecida do vetor; selecionado

pelos valores de distancia estimados para caracterizar a sua vulnerabilidade;

Os municipios em ‘“investigacdo” sdo agrupados também dentre os
municipios silenciosos, porém independente da sua receptividade ou
vulnerabilidade e com as seguintes notificacbes: caso humano ou canino
clinicamente suspeito, aguardando conclusdo de outros itens da investigacao
epidemiologica ou cédo positivo para Leishmania sp no exame parasitoldgico
direto ou reagente na sorologia para anticorpos anti-Leishmania e aguardando

conclusao de outros itens da investigacao epidemiolégica (SONODA, 2007)

Ainda, os municipios que sao considerados “com transmissao” de
Leishmaniose Visceral sdo aqueles que englobam os seguintes critérios: caso
canino autoctone confirmado por meio de identificacdo de L. infantum e/ou
confirmacdo de pelo menos 2 ou 3 casos caninos autoctones positivos para

Leishmania sp na &rea em investigagéo e deteccéo do vetor (SONODA, 2007).
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A partir da confirmacdo de transmissao, os municipios sao classificados
em: municipios somente com transmissao canina e municipios com transmissao
humana (SONODA, 2007).

Na regido metropolitana da Grande S&o Paulo, casos de Leishmaniose
foram registrados em areas fragmentarias da Mata Atlantica, sugerindo que a
Leishmania pode permanecer em pequenos ecossistemas florestais e os seres
humanos que habitam as areas adjacentes podem ser afetados radicalmente
(MOSCHIN et al., 2013).

Até o final de 2017, foram 156 municipios do estado de Sao Paulo onde a
presenca do reservatério canino infectado foi detectada e, destes, 145
municipios onde o vetor foi localizado. Os municipios de Embu das Artes e Cotia,
classificados anteriormente, sdo caracterizados como de transmissao canina.
Entdo totalizando neste periodo 145 municipios com Transmissdo Canina no
estado de Sao Paulo (Figura 9). No ano de 2017, os destaques foram a expansao
da transmissdo canina em municipios da Grande Sao Paulo, como Barueri,
Jandira, Itapevi e Mogi das Cruzes, com outros municipios apresentando casos
suspeitos e ainda em investigacdo (HIRAMOTO et al, 2017). Segundo o BEPA
(Boletim Epidemiologico Paulista, 2007) o municipio de Juquitiba é considerado
um municipio silencioso receptivo vulneravel, ou seja, ele conta com a presenca

do vetor mas sem notificacdo de casos humanos e/ou caninos autéctones.

A cidade de Embu das Artes, municipio vizinho de Itapecerica da Serra e
Cotia, foi a primeira cidade tdo perto da capital S&o Paulo a ter casos caninos
diagnosticados em 2002 (SAVANI et al., 2004).
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B Transmissdo canina e humana (93) <.

- Transmissdo humana (5) 3

- Transmissao canina (53)
Silencioso receptivo vulneravel (52)

- Silencioso néo receptivo vulneravel (275)

Silencioso ndo receptivo ndo vulneravel (158)

- Municipios em investigacdo (9)

Figura 10: Distribuicdo de municipios segundo a classificacédo epidemioldgica para leishmaniose
visceral em dezembro de 2017, Estado de Sao Paulo

Fonte: Hiramoto et al, 2017.

A leishmaniose em gatos domésticos (Felis catus) foi relatada
esporadicamente em varias partes do mundo. Essas observacdes sugerem que
0 gato € um hospedeiro acidental, mas seu verdadeiro papel como reservatorio
da doenca é ainda totalmente desconhecido. No ano de 2004 foi relatado o
primeiro caso positivo de L. infantum em um gato do municipio de Cotia
diagnosticado em 2000, até entdo nunca havia sido relatado em gatos latino-
americanos e, portanto, este caso representou o primeiro relato de um gato
doméstico naturalmente infectado por L. infantum. no Brasil e nas Américas. O
diagnostico deste gato foi feito a partir da visualizacdo de abundantes formas
amastigotas intra e extracelulares em esfregacos de um ndédulo cutaneo que
este gato apresentava, apds isso foi realizado de teste sorologico de
fluorescéncia indireta (RIFI) com titulo 1:80 e além disso foi obtido DNA a partir
de uma amostra do bago que produziu o fragmento esperado em um ensaio de
PCR baseado em rDNA especifico para Leishmania. O produto de PCR, um
fragmento de 520 pb, foi sequenciado e a sequéncia nucleotidica era idéntica a
de L. infantum (SAVANI et al., 2004).
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1.5. EXAMES LABORATORIAIS

1.5.1. TESTES SOROLOGICOS

A principio, no Brasil, os testes soroldgicos como o imunoenzimatico
(ELISA) e a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) eram recomendados
pelo Ministério da Salude em inquérito epidemiologico canino (BRASIL, 2006),
porém, apresentam reagcao cruzada com Trypanossoma cruzi e outras espécies
de Leishmania (VEXENAT et al., 1996).

Atualmente o Ministério da Saude recomenda para triagem o uso do DPP
(“Dual Path Platform”). O DPP® & um imunoensaio cromatografico para testes
de diagnostico rapido, que foi desenvolvido pela empresa norte americana
Chembio® e a empresa nacional Bio-Manguinhos®. E um teste qualitativo para
deteccdo de anticorpos anti- Leishmania que utiliza a proteina recombinante
K28, fragmentos K 26, K 39 e K9, como antigeno. Esta proteina € o produto de
um gene clonado a partir de Leishmania infantum; e que contém uma repeticéo
de 39 aminoacidos conservados entre as espécies viscerotropicas de
leishmania. Em testes experimentais, este teste apresentou alta sensibilidade
para caes com sinais clinicos e alta especificidade para caes sem expressao
clinica para Leishmaniose Visceral. A presenca de anticorpos 6 anti-rKk39 é
indicativo de infeccdo, e ainda néo foi relatado reacdo cruzada com outros
tripanossomatideos. Com esses resultados, ficou estabelecido um novo
protocolo de diagnostico, onde o DPP® passou a ser utilizado como método de
triagem pelas equipes de campo. Somente nos cées reagentes no DPP® é
coletado soro para a realizacdo do ELISA, dentro dos laboratérios de apoio,
confirmando o diagnostico do cdo soro reagente (Grimaldi et al., 2012). Estes
exames deverdo ser realizados nos laboratérios estaduais (LACENS) ou nos
Centros de Controle de Zoonoses (CCZs) municipais (BRASIL, 2006).

Segundo Peixoto et al. (2015) foi apurado em sua revisdo sistematica

sobre o assunto, as médias de sensibilidade e especificidade do teste DPP® s30
de 0,835% e 0,729% respectivamente, com um IC de 95%. E ainda segundo
Peixoto et al. (2015) demonstrou-se que os testes hoje preconizados pelo

Ministério da Saude do Brasil, o0 ELISA (teste imunoenzimatico com antigenos
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brutos) e o DPP® Biomanguinhos/Fiocruz (teste imunocromatogréafico de via
dupla) tém precisdo moderada para o diagnostico de Leishmaniose Visceral
canina.

O Programa Brasileiro de Controle da Leishmaniose utiliza
sequencialmente estes dois testes soroldgicos, que apresentam menor acuracia
diagnéstica em cdes assintomaticos ou nos estagios iniciais da infec¢cdo. Embora
alguns trabalhos determinam que testes sorolégicos podem ser utilizados com
eficacia no diagnostico de animais assintométicos, o desempenho dos testes
sorolégicos pode ser até 20% inferior ao desempenho dos testes moleculares. O
protocolo de diagnostico usando DPP ® como teste confirmatério para
Leishmaniose Visceral Canina foi implementado no Brasil desde 2012
(TEIXEIRA et al., 2019).

1.5.2. TESTES MOLECULARES

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € amplamente utilizada para a
deteccéo e identificacao de patdogenos e é uma ferramenta valiosa para estudos
moleculares e epidemiolégicos. Na leishmaniose, como em muitas outras
infeccOes sistémicas, a deteccdo do agente € de suma importancia para a
confirmacédo da infeccdo em animais soropositivos e em estudos realizados com
vetores e animais de vida livre para identificar reservatorios de infeccdo. Além
disso, a PCR permite a identificacdo molecular do agente quando marcadores
filogeneticamente informativos sdo amplificados e sequenciados, como cdodigo

de barras de DNA nos genomas mitocondrial e nuclear (LOPES et al., 2016).

Para encontrarmos o DNA do agente patoldgico no hospedeiro, pela PCR,
devemos utilizar primers especificos, que serdo responsaveis pela multiplicacédo
da sequéncia de DNA correta, determinando assim a infeccdo do organismo pelo
agente patolégico ao qual estamos procurando. Por isso, selecionar

corretamente o primer utilizado na PCR é de fundamental importancia para o



45

sucesso no diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina (GABRIEL, 2013). Nao
h& consenso entre os autores, particularmente no Brasil, sobre quais primers
devem ser utilizados para o diagnostico de Leishmaniose Visceral Canina, pois
existem inUmeras sequéncias de oligonucleotideos disponiveis para o
diagnéstico molecular desta doenca. Os procedimentos para extracdo de acidos
nucléicos tém desempenhos diferentes, bem como métodos para o0 manuseio de
amostras utilizadas no diagnostico molecular. Diferentes desempenhos de
técnicas moleculares em varios laboratérios dificultam a comparacdo de
resultados (LOPES et al., 2016).

1.5.2.1. CatepsinalL-Like

A gravidade da doenca € explicada pela alta viruléncia de seus agentes
etioldgicos, que resulta da acdo de um conjunto de moléculas funcionais com
intensa atividade bioldgica em seus hospedeiros. O papel dos inibidores de
protease no desenvolvimento de mecanismos patogénicos foi investigado. Essas
enzimas podem ser divididas em endopeptidases e exopeptidases, dependendo
do local da hidrolise. Se o residuo presente no local catalitico for levado em
consideracdo, eles serdo divididos em metaloproteases, serina proteases,
proteases asparticas e proteases de cisteina. No género Leishmania, as cisteina
proteases séo a classe mais abundante de enzimas e concentram-se no interior
dos megassomas, onde atuam na regulacdo das rotas metabdlicas,
diferenciacao celular em vertebrados e vetores, invasao e transposicéo celular
de barreiras teciduais, degradacdo da hemoglobina e outras proteinas
hematopoiéticas, evasao da resposta imune, ativacao de respostas inflamatorias

e morte celular programada (SILVA et al., 2019).

As cisteinas proteases tipo catepsina L na Leishmania tém trés isoformas,
denominadas cisteina protease A (CPA), cisteina protease B (CPB) e cisteina
protease C (CPC). No caso especifico de L. infantum, duas isoformas séo
expressas, a isoforma da CPB expressa nas formas promastigotas encontradas
nos insetos (vetores) e a isoforma da CPA, na qual os estudos transcriptdmicos
revelaram um perfil de expressao Unico das formas amastigotas. Eles sao,

portanto, usados para construir informacdes filogenéticas (SILVA et al., 2019).
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O gene CPA do tipo catepsina L é um bom marcador para o
posicionamento filogenético de espécies do género Leishmania, o que sugere
que esse gene pode ser um bom alvo para o diagndstico molecular da
leishmaniose. Isso permite uma diferenciacdo satisfatoria entre as formas
clinicas da doenca, inclusive entre as variantes das formas tegumentares, que
podem auxiliar na prescri¢cao da terapia, estabelecendo o prognéstico médico da
doenca e atenuando os problemas recorrentes do diagndstico especifico (SILVA
et al., 2019).

Segundo Silva et al. (2019) o CatLeish-PCR néo faz amplificacdo cruzada
com nenhuma das espécies epidemiologicamente associadas ao complexo de
leishmaniose cutanea ou tegumentar no Brasil, e nem contra hemoparasitas

pertencentes aos géneros Babesia, Ehrlichia e Trypanosoma.

Apesar da alta importancia desta doenca, ha alguma dificuldade em
padronizar metodologias de diagndstico com altos valores preditivos. Fazer um
diagnostico direto é invasivo e trabalhoso, e apenas baixos niveis de
sensibilidade sao atingidos. Os testes sorolégicos também apresentam uma
série de limitagdes técnicas, como baixos valores de especificidade resultantes
de reacbOes cruzadas com outros tripanossomatideos, baixos indices de
concordancia entre os diferentes testes sorologicos e falta de consenso quanto

a natureza e ao uso do produto antigénico a ser empregado (SILVA et al., 2019).

Héa grandes preocupacdes com o uso de testes soroldgicos para identificar
caes assintomaticos, considerando que o diagndstico sorologico é a principal
ferramenta de levantamento para o controle da Leishmaniose Visceral Canina.
Assim, €& possivel que os cdes que foram rastreados e considerados
soronegativos pelos protocolos sorolégicos possam ter sido infectados e possam
ter permanecido como reservatério por mais tempo, sem qualquer intervencéo
(TEIXEIRA et al., 2019; SILVA et al., 2014). Segundo estudos, um em cada
cinco caes soronegativos podem ter sido infectados, destacando a preocupacéo
manifestada por varios autores quanto a real capacidade de deteccao dos testes
atualmente em uso pelos programas de controle. A necessidade de novos
métodos de diagnostico para pesquisas em populacdes de cdes que conseguem

discernir animais assintomaticos e sintomaticos de maneira precisa persiste,
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porgue esse é um elemento-chave para definir o sucesso ou falha do controle de
Leishmaniose Visceral Canina (LOPES et al., 2017).

Segundo Silva et al. (2014) os resultados de uma avaliacdo comparativa
entre varios métodos de diagndéstico reforcam que apenas um teste nao identifica
adequadamente os caes com Leishmaniose Visceral Canina e, por esse motivo,

€ necessaria uma combinacdo de métodos diferentes.

O CatLeish-PCR é uma ferramenta que pode ser usada para diagnosticar
leishmaniose visceral. Ele supera os problemas recorrentes de baixa
sensibilidade que as metodologias de visualizacéo direta apresentam e os de
baixa especificidade e concordancia entre os métodos sorolégicos que sao
preferencialmente bem recomendados para o diagndstico dessa doenca. Os
ensaios de diagnéstico molecular utilizados e descritos na literatura tém baixa
sensibilidade e especificidade. Marcadores baseados no gene do citocromo b
nao sao especificos. Marcadores baseados em genes presentes no cinetoplasto
tém alta sensibilidade, mas sua especificidade € baixa. Marcadores baseados
em genes ribossémicos sdo especificos, mas ndo muito sensiveis. Outros
ensaios, como o polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (PCR-
RFLP), foram padronizados, mas aumentam o custo de se fazer o diagndéstico

ou ainda requerem o sequienciamento do produto (SILVA et al., 2019).

A revolucdo molecular também afetou os paradigmas para o diagndstico
de Leishmaniose Visceral Humana. Com protocolos mais sensiveis, é possivel
diagnosticar pacientes em diferentes estagios de infeccdo e em diferentes tipos
de amostras clinicas, incluindo pacientes imunossuprimidos que nao apresentam
niveis detectaveis de anticorpos em testes soroldgicos tradicionais (TEIXEIRA et
al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Visceral esta em ampla expansdo no estado de Séo Paulo.
Essa expanséo vem ocorrendo no espago e no tempo, com aumento do numero
de municipios afetados e do nimero de casos e 6bitos. A melhor compreenséo
desse processo, dos municipios acometidos e a identificacdo de fatores
determinantes podem facilitar a adocdo de acdes de vigilancia e controle
efetivas, evitando que a leishmaniose visceral se espalhe por todo o territério
paulista ou, ao menos, diminuindo sua velocidade de expanséo. Lembrando que
a doenca nos caes precede 2 anos a doencas nos seres humanos, sendo entédo
importante uma investigacdo epidemiolégica antes da ocorréncia de casos
humanos, visando evitar que a regido se torne endémica assim como ocorreu na

regiao oeste paulista.

Considerando que a maioria dos caes infectados permanece assintomatico
por longos periodos, € importante que os animais infectados sejam detectados
com precisao, independentemente da medida de controle a ser aplicada a essa
populacdo canina. A chave para 0 sucesso potencial do controle da

Leishmaniose Visceral Canina pode ser a identificacdo de cdes assintomaticos.
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3. OBJETIVO

Deteccao de anticorpos, molecular e parasitoldgica de Leishmania

infantum em cdes do municipio de Itapecerica da Serra, Cotia e Juquitiba,
municipios considerados fazendo parte da regido metropolitana de Sao Paulo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de estudo e obtencdo das amostras

O estudo foi conduzido em trés cidades da regido metropolitana do estado
de S&o Paulo (figura 11), sendo elas Cotia, Itapecerica da Serra e Juquitiba
(figura 12).

O municipio de Itapecerica da Serra compreende uma area de 151,458
km2 localizado na regido metropolitana de S&o Paulo. Itapecerica da Serra faz
parte da zona fisiografica da serra de Paranapiacaba, seus limites sdo Embu das
Artes a norte, a capital a leste, Embu-Guacu e Sao Lourenc¢o da Serra a sul e
Cotia a oeste. Possui areas desmatadas para fins residenciais e comerciais e
areas remanescentes de Mata Atlantica.

O municipio de Cotia compreende uma area de 323,890 km2 localizada
na zona sudoeste da regido metropolitana de S&o Paulo. Localiza-se as margens
do Rio Cotia. Possui também areas desmatadas para fins residenciais e
comerciais e areas remanescentes de Mata Atlantica.

O municipio de Juquitiba compreende uma area de 521,598 km2
localizado na regido metropolitana de Sao Paulo. Seus limites séo Ibidna a norte
e a oeste, Sdo Lourenco da Serra e Embu-Guacu a nordeste, Sdo Paulo a leste,
Itanhaém a sudeste, Pedro de Toledo e Miracatu a sul. A vegetacao da regiao é
tipica Mata Atlantica. Juquitiba integra uma regiao rica em nascentes e cursos

d"agua que cortam o0 municipio.

Figura 11: Mapa do Estado de Sdo Paulo destacando a regido metropolitana de Séo Paulo

Fonte: Sdo Paulo MesoMicroMunicip.svg
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Figura 12: Mapa da regiéo metropolitana de SGo Paulo mostrando a proximidade entre as cidades de
Cotia, Itapecerica da Serra e Juquitiba

Fonte:http://aquietrabalho.com/apos-pressao-de-prefeitos-doria-anuncia-subdivisao-de-saude-na-

grande-sp/ - acesso em 10 de outubro, 2020

O estudo foi conduzido em abrigo localizado na cidade de Juquitiba
(Figuras 13, 14 e 15), Cotia e Itapecerica da Serra, SP, Brasil, onde se encontram
atualmente cerca de 200 animais, mas com populacdo flutuante devido as
adocdes realizadas. Os canis séo rusticos, feitos de madeira, cercados e
cimentados, e toda a area destinada aos animais € cercada por mata nativa da
regido. Outros animais, além de cdes também se encontram presentes no abrigo,
como gatos. Estes abrigos sdo denominados de lares temporarios para o
processo de tratamento, castracao e recuperacao para a reinsercao ou adogao

deste animal.



Figura 13: Abrigo da ONG Adote um Amicdo localizado no municipio de Juquitiba

Fonte: Arquivo pessoal, 2020

Figura 14: Abrigo da ONG Adote um Amicdo localizado no municipio de Juquitiba

Fonte: Arquivo pessoal, 2020
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Figura 15: Abrigo da ONG Adote um Amicdo localizado no municipio de Juquitiba

Fonte: Arquivo pessoal, 2020

Inicialmente foi coletado sangue total periférico e, apos triagem, dos
positivos foi coletado novamente o sangue total e também foi realizada puncao

aspirativa por agulha fina de linfonodo popliteo dos caes.

4.2. Obtencao do Material

Foram coletados pelo menos 3 mililitros de sangue total periférico da veia
cefélica, jugular ou radial de 153 cées, a escolha de qual veia seria coletada
dependia do estado geral, temperamento e tamanho corpéreo do cdo. Do
material obtido, metade foi acondicionado em tubos tipo Eppendorf® contendo

alcool 100% e a outra metade em tubo seco com ativador de coagulo.

O sangue coletado no Eppendorf® com alcool permaneceu em
temperatura ambiente e o sangue colocado no tubo seco foi submetido a
centrifugacdo, o soro resultado desta centrifugagdo foi congelado, ambos

permaneceram assim até a realizagdo dos exames.

Foi realizada uma ficha de cada animal com o nome e cada um deles
representava um numero de 1 a 153. Eles foram cadastrados nos tubos
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Eppendorf® e seco cada qual com seu respectivo numero para melhor

identificag&o.

4.3. Triagem soroldgica

O exame soroldgico para triagem dos pacientes foi realizado com sangue
total periférico pelo método de imunocromatografia, utilizando o Kit de

diagnéstico rapido DPP® para Leishmaniose canina, Biomanguinhos/Fiocruz
para deteccdo de anticorpos anti-amastigotas K9/K26/K39, Os testes foram
executados de acordo com as recomendacdoes do fabricante e com os

parametros estabelecidos pelo Ministério da Saude.

4.4. Extracdo do DNA

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

DNA Mini Kit” (Thermofisher), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

4.5, Diagnostico molecular

Para as reacdes de PCR foi utilizada a seguinte mistura de reacéo: 100
ng de DNA gendémico,100 ng de cada "primer" e 20uL de solucdo mix GreenTaq
(Sinapse)

Os ciclos de amplificacdo e as temperaturas de anelamento foram
definidos de acordo com os “primers" empregados: CatLeishF (5
GACAACGGCACCGTCGGCGCCAAAATAAAAG 3) e CatLeishR (%
CAGTACGGCGGTTTCGCTTGTCTGTTGAAGC 3) com etapas de
desnaturacao a 94°C por 01 minuto, de anelamento a 64°C por 01 minuto e de
extensdo da fita a 72°C por 45 segundos repetidos por 34 ciclos, conforme
descrito por Silva et al., (2019). O tamanho do produto de amplificacdo é de
223pb.

Os produtos amplificados por PCR foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose (1.5%) em tampéo TAE a 50V/100 mA. Apoés a eletroforese os
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géeis foram corados com Syber Safe (Termofisher) e fotografados em
transluminador de luz U.V

4.6. Isolamento de parasitas do género Leishmania

Dos cédes positivos no exame soroldgico ou molecular foi realizado o
isolamento através da puncdo de linfonodo popliteo de cédes e sangue total
periférico (Marcili et al., 2014). As amostras coletadas através de puncao por
agulha fina e sangue total periférico 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
antibidticos). Laminas de vidro com esfregacos de sangue para estudos
morfolégicos e ainda amostras de sangue em etanol foram preparados para

estudos moleculares quando o isolamento n&o foi possivel.
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5. RESULTADOS

Foram amostrados 153 caes, sendo 42 animais do municipio de Cotia, 30
de Itapecerica da Serra e 81 de Juquitiba. Dos caes amostrados, 9,8% (15/153)
foram positivos para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pelo método de
imunocromatografia (DPP®), 5,2% (8/153) no diagndstico molecular e 0,66%
(1/153) no exame parasitologico (Tabela 1). O municipio com a maior
positividade em ambos os testes foi Itapecerica da Serra e Juquitiba apresentou
a menor positividade (Tabela 1; Figura 17).

Os exames parasitologicos foram realizados nos animais positivos no
teste sorologico ou molecular. Entretanto, ndo foi possivel realizarmos o exame
parasitolégico em todos os animais, por recusa dos mantenedores dos abrigos
e ou dos novos tutores quando o animal ja havia sido adotado. Somente de 2
animais do municipio de Itapecerica da Serra e 1 do municipio de Cotia foi
possivel a coleta da puncédo de linfonodo popliteo por agulha fina. Destes 3

animais , 1 animal de Itapecerica da Serra foi positivo no exame parasitologico.

Tabela 1: Quantidade de animais positivos por cidade e representatividade
naquela quantidade de cdes amostrados

Municipio Positividade Positividade no teste Positividade
sorolégica (DPP®) molecular (CatLeish PCR) Parasitolégico
Cotia 4/42 (9,52%) 1/42 (2,38%) 0/12
Itapecerica de Serra 4/30 (13,33%) 7130 (3,33%) 1/22
Juquitiba 7/81(8,64%) 0/81 (0%) 0/0
15/153 (9,8%) 8/153 (5,22%) 1/153 (0,66%)

a Responsavel ou tutor ndo autorizou a coleta do exame parasitologico.
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FONTE: Andre Cury Moura, site www.emplasa.sp.gov.br (adaptado)
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6. DISCUSSAO

A Leishmaniose visceral irrompeu como um problema de saude publica
no Brasil desde 1934 quando ocorreu o primeiro relato de leishmaniose visceral
humana no Brasil. No final do século XX (a partir dos anos 80), no Brasil e em
outros paises, todas as formas de leishmaniose que pareciam sob controle
reemergiram em zonas rurais e urbanas e irromperam em areas consideradas
livres desse complexo de doencas endemoepidémicas devido a mudancas
ambientais, migra¢cdes humanas, crescimento urbano cadtico e outros processos
socioeconémicos incidentes sobre largas porcdes do territério brasileiro
(BENCHIMOL et al., 2019).

O Brasil € o pais com a maior incidéncia de Leishmaniose Visceral no
mundo e as autoridades brasileiras reconhecem a Leishmaniose Visceral como
um problema de saude publica (Gomez & Picado, 2017). Esse fato corrobora a
classificacdo da leishmaniose como doenca tropical negligenciada e segunda
maior causa de Obitos por doencas parasitarias em todo o mundo (WHO, 2020).

Apesar da alta importancia desta doenca, ha alguma dificuldade em
padronizar metodologias de diagndstico com altos valores preditivos (SILVA et
al.,, 2019; (Faria & Andrade, 2012). Sabe-se que um teste de triagem é
selecionado devido a sua alta sensibilidade para detectar doencas potenciais, e
um teste diagndstico confirmatério é selecionado por sua alta especificidade,
dando mais peso a precisdo do ensaio. Além disso, o teste de triagem €
geralmente mais barato do que o ensaio confirmatorio (LAURENTI et al., 2014)

Neste estudo foram testados 153 animais, dos quais 15 foram reagentes
ao DPP®, 8 foram positivos ao PCR (CatLeish®PCR) especifico para
Leishmania infantum e um animal positivo ao parasitolégico direto.

Neste estudo ndo houve concordancia nos testes diagnosticos realizado
S para a maioria dos animais testados, sendo que 86% (13/15) dos animais
reagentes ao DPP® foram negativos no diagnéstico molecular. Isso corrobora
dados da literatura que demonstram que os testes soroldgicos apresentam uma
série de limitagdes técnicas, como baixos valores de especificidade resultantes
de reacdes cruzadas com outros tripanossomatideos (Laurento et al., 2014;
Silava et al., 2019; Grimaldi et al., 2012; Barros et al., 2012)
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Além disso, o desempenho do DPP® também depende do estagio de
infecc@o dos cdes assintomaticos (Laurenti et al., 2014), sendo vista uma maior
sensibilidade quando os caes apresentam sintomas clinicos (Grimaldi et al.,
2012) A resposta imune humoral que se desenvolve em cées infectados por
Leishmania infantum quase sempre envolve mdultiplos antigenos que sao
reconhecidos de maneiras diferentes em individuos distintos e em varios
estagios da doenca no mesmo hospedeiro. Essa constatacao revela claramente
gue, sempre que possivel, é preferivel realizar testes em paralelo ou testes com
multiplos antigenos para identificar um maior nimero de animais infectados
(Falqueto et al., 2019).

No entanto, é valido destacar que alguns pesquisadores recomendam o
DPP®, por sua maior especificidade quando comparado a outros testes
sorologicos, como teste confirmatorio no protocolo de diagnostico de LVC no
Brasil (Teixeira et al., 2019).

As cidades contempladas neste estudo sao proximas facilitando o transito
de animais entre estes municipios, bem como a cidade de S&ao Paulo (Figura 17).
Tal fato € reforcado pela histérico dos animais positivos. O cdo positivo em todas
as metodologias utilizadas apresenta sintomas clinicos e esta em tratamento ha
3 anos com protocolo medicamentoso estabelecido para cées. Este animal €
proveniente da cidade de Vargem Grande, foi adotado e mora em Itapecerica da
Serra, mas desloca-se constantemente para o municipio de Ibitna.

Outro animal positivo no diagndstico molecular € residente atualmente da
cidade de Cotia, mas é proveniente do municipio de Itapecerica da Serra. Ja,
outro cao também positivo no diagndstico molecular foi resgatado na cidade de
Sao Paulo, no bairro do Grajau, depois mantido no abrigo no municipio de Cotia
e foi doado por uma familia da cidade de S&o Paulo. Os demais animais positivos
no diagnostico molecular sdo oriundos e residentes de Itapecerica da Serra.

A legislacéo estadual (Decreto 40400/95) restringe estabelecimentos com
manutencao de animais dentro do perimetro urbano, visando a diminuir exalacao
de odores, propagacdo de ruidos incomodos, proliferacdo de roedores e
artrépodes nocivos. Tais medidas favorecem a instalagcdo e manutencdo dos
canis comerciais e abrigos em areas periféricas ho municipio de Sédo Paulo ou
em outros municipios da regido metropolitana que consequentemente possuem

maior cobertura florestal remanescente.
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Os animais deste estudo s&o oriundos em sua grande maioria de maus-
tratos ou abandono, além de uma préatica cruel, abandonar ou mal tratar um
animal é crime, conforme a Lei Federal n® 9.605/98 e Lei Federal n® 14.064/2020
respectivamente. A responsabilidade pela vida do animal € sempre do tutor, em
casos extremos em que ndo ha condi¢bes de ficar com o pet, o proprietério tem
o dever de viabilizar que o animal seja doado para um novo lar, mas geralmente
ainda ndo é isso que ocorre, em sua maioria 0s animais acabam sendo
abandonados, podendo causar acidentes quando estes o sdo abandonados em
rodovias. Outro agravante é o risco de saude coletiva, uma vez que muitas
doencas sdo zoonoses, como é 0 caso da raiva e da leishmaniose. Isso significa
gue o abandono também configura um problema de salde publica. Quando esta,
como outras ONGs resgatam este animal doente, mesmo assintomatico, este
cado sera transportado para varios locais, cidades até ter uma nova adocao
definitiva, sendo uma fonte de infec¢do por onde passar. Tais ac¢des antropicas
nao intencionais podem favorecer a dispersao do parasita.

O processo de adocao € algo que deve ser cada vez incentivado para
minimizar o numero de animais errantes. Tal processo, exige do adotante
condi¢Bes financeiras para manutencdo do animal, além de tempo e carinho.
Mas, torna-se clara a necessidade de implementacédo de novos protocolos para
sanidade animal, principalmente para doencas zoonaoticas como a Leishmaniose
Visceral, como mais um fator para a pratica da chamada guarda-responsavel.

O municipio de Itapecerica da Serra é considerado um municipio
silencioso nédo receptivo vulneravel, ou seja, sem confirmacdo de casos
autéctones humanos e caninos e, também, sem a presenca conhecida do vetor.
Este € o primeiro a estudo a comprovar a presenca de Leishmania infantum no
municipio e demonstra a necessidade de estudos mais abrangentes na regido
tanto com os reservatorios vertebrados (cdes) como com 0s vetores.

A regido metropolitana de S&o Paulo é considerada a quarta maior do
mundo em namero de habitantes e consequentemente, com alta concentracéo
de animais de estimacado. Estudo anterior demonstrou a presenca do agente na
regido metropolita de Sdo Paulo (Marcili et al., 2020), mas o presente estudo
agrega o municipio de Itapecerica da Serra a lista de cidades com a presenca

comprovada de Leishmania infantum.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo foram obtidos resultados sorologicamente positivos nas trés
cidades Cotia, Itapecerica da Serra e Juquitiba. Os testes moleculares
especificos para Leishmania infantum demonstraram a presenca do agente nos

municipios de Cotia e Itapecerica da Serra.

Além disso, atenta para uma nova classificacdo epidemiolégica do
municipio de Itapecerica de Serra e para implementacdo de protocolos de
sanidade animal nos processos de adocao.
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