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Resumo

DIAS, Tabata Pereira. Leishmaniose visceral na regido sul do Brasil: pesquisa
epidemioldgica, educativa e screening de principios ativos naturais frente a
Leishmania spp. 2021. 124f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de
Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2018.

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de importancia mundial com triade
epidemioldgica complexa e de dificil controle sendo o cdo o principal reservatorio
urbano do parasito. Casos da enfermidade em cées costumam preceder casos em
humanos, sendo assim, o0s inquéritos soroepidemioldgicos dos animais em areas
indenes representam uma ferramenta essencial para realizar a vigilancia
epidemioldgica. A primeira notificacdo de LV em caninos no Rio Grande do Sul ocorreu
em 2009 em S&o Borja e desde entdo a doenca estd em expansédo no estado gaucho.
O tratamento tanto em humanos como nos caninos é complexo e oneroso
necessitando de pesquisas que busquem novas alternativas terapéuticas. Nesse
sentido, produtos naturais s&do promissores, principalmente levando-se em
consideracao que o Brasil possui uma flora rica. Diante do exposto, foi objetivo deste
trabalho realizar inquérito soroepidemiolégico de cdes de Pelotas e municipios
limitrofes com o teste imunocromatografico Dual Path Platform (DPP®) e avaliar a
atividade de extratos hidroalcodlicos e Oleos essenciais frente a espécies de
Leishmania spp. para triagem dos produtos estudados pelo grupo Fitopeet através do
ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide). Foi objetivo do estudo também avaliar a composi¢cédo quimica dos extratos
gue apresentaram atividade anti-leishmania (extrato de Schinus terebinthifolia (EHST)
e Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis L. (OERO) e Origanum majorana L.
(OEOM). Na regido Sul do RS, dentre os caes investigados sorologicamente com o
DPP®, 1,29% (10/772) animais foram reagentes. As amostras positivas eram de
animais coletados nos municipios de Pelotas, Capédo do Ledo, Jaguardo e Séao
Lourenco do Sul, todos considerados indenes para a LVC. No screening realizado, o
extrato de S. terebinthifolia (EHST) e os Oleos essenciais de R. officinalis (OERO) e
O. majorana (OEOM) da familia Lamiaceae apresentaram atividade de inibicdo no
crescimento de L. infantum e L. braziliensis e se mostram promissores para
continuacao dos estudos frente as formas amastigotas.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; teste sorolégico; sul do Rio Grande do Sul;
extratos naturais.



Abstract

DIAS, Tabata Pereira. Visceral leishmaniasis: epidemiological, educational
research and screening of natural active products against Leishmania spp.
2021. 124f. Dissertation (Master's) - Veterinary Graduate Program, Faculty of
Veterinary Medicine, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2018.

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonosis of worldwide importance with complex
epidemiological triad and difficult to control, within the dog being the main urban
reservoir of the parasite. Disease’s cases in dogs tend to precede human cases, so
seroepidemiological surveys of animals in harmless areas represents an essential tool
to carry out epidemiological surveillance. The first notification of VL in canines in Rio
Grande do Sul occurred in 2009 in Sao Borja and since then the disease has been
expanding in the state of Rio Grande do Sul. Treatment in both humans and canines
iIs complex and costly, requiring research to seek new therapeutic alternatives. In that
regard, natural products are promising, especially taking into account that that Brazil
has a rich flora. The aim of this study was perform a seroepidemiological survey of
dogs from Pelotas and neighboring municipalities, with the immunochromatographic
test Dual Path Platform (DPP®) and to evaluate the activity of hydroalcoholic extracts
and essencial oils against Leishmania spp. to trial the Fitopeet’s products through the
colorimetric assay of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide). Also, was na aim of this study to evaluate chemical composition of extracts
that showed anti leishmania activity (Schinus terebinthifolia extract (EHST) and
Rosmarinus officinalis L. (OERO) e Origanum majorana L. essencial oils (OEOM). In
the southern region of RS, among all dogs investigated serologically with DPP®,
1.29% (10/772) animals were reagentes. The positive samples were from animals
collected in the municipalities of Pelotas, Capéo do Leéo, Jaguardo and Sao Lourenco
do Sul, all considered to be free from LVC. In the screening, the extract of S.
terebinthifolia (EHST) and the essential oils of R. officinalis (OERO) and O. majorana
(OEOM) of the Lamiaceae family showed inhibitory activity in the growth of L. infantum
and L. braziliensis and show promise for further studies in the face of amastigotes.

Keywords: Visceral leishmaniasis; serological test; southern Rio Grande do Sul;
natural extracts.
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1 Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de relevancia mundial e no Brasil
representa uma das seis enfermidades protozoarias mais relevantes segundo a
Organizacao Mundial da Saude (MAIA-ELKHOURY et al., 2019), contabilizando mais
de 90% dos casos notificados das Américas (MAIA-ELKHOURY et al., 2019). Se
caracteriza como um grave problema de salde publica devido a sua ampla
distribuicdo geografica, grande nimero de casos e gravidade das formas clinicas
(BRASIL, 2006).

Trata-se de uma doenca vetorial, com triade epidemiologica complexa (Figura
1), que envolve os flebotomineos da subfamilia Plebotomineae como vetores,
principalmente as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (no Brasil),
diferentes hospedeiros vertebrados como a espécie canina (Canis lapus familiaris) e,

0 protozoério Leishmania infantum como agente etiolégico (STEVERDING, 2017).
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()]
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M.V. Tabata Pereira Dias Ritopee

Figura 1. Triade epidemioldgica da leishmaniose visceral. Representagdo esquematica da
triade epidemiolégica da LV composta pelo vetor da familia Phebotominae, agente etioldgico
Leishmania infantum, fatores ambientais e hospedeiro vertebrado, com o principal reservatdrio em area
urbana (Canis lupus familiaris) evidenciado. Adaptado de NEVES, et al. (2005).
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Na América do Sul a LV apresenta caracteristica de transmisséao zoondtica, ou
seja, é transmitida de animais para o vetor e deste para humanos, com o homem
representando um hospedeiro ocasional e os animais, principalmente o céao, no
ambiente urbano, como reservatério do protozoério (ALVAR et al., 2004 DANTAS-
TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006) diferente do que ocorre em alguns paises do
Velho Mundo como a india onde o agente etiolégico da enfermidade é a Leishmania
donovani e observa-se um padrdo de transmissdo antropozoondtico, com a
transmissdo ocorrendo do humano para o vetor e deste para outro humano
(CHAPPUIS et al., 2007), sem envolvimento epidemioldgico relevante dos animais no
ciclo.

E uma doenca que afeta principalmente individuos imunossuprimidos sendo a
falta de medidas de controle e as coinfec¢des, principalmente com o virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), fatores que aumentam a incidéncia e a letalidade da
LV (SOUSA-GOMES, 2011). A enfermidade tem alto custo para o Estado devido ao
tratamento prolongado, o que o torna oneroso e afeta as familias, principalmente
aguelas em vulnerabilidade social, com implicacées diretas incluindo custos
relacionados ao deslocamento para o tratamento e indiretas como a perda de renda
familiar devido a incapacitacédo do paciente (CARVALHO, 2019).

O ciclo de vida de L. infantum inclui duas formas do parasito, sendo uma
intracelular (no hospedeiro vertebrado), chamada de amastigota, quando o flagelo é
internalizado e a forma flagelada, que se encontra no inseto vetor, denominada
promastigota (LAINSON & SHAW, 1988; NEVES et al.,, 2005). As fémeas dos
flebotomineos ao realizarem o repasto sanguineo nos vertebrados inoculam a forma
infectante do protozoario na pele. Apés a fagocitose as leishmanias se multiplicam
intracelularmente, principalmente dentro de células do sistema fagocitico
mononuclear (SMF) (KAYE & SCOTT, 2011; REIS, et al. 2009).

Na sequéncia, os parasitos disseminam-se pelos sistemas linfatico e vascular,
infectando outros mondcitos e macrofagos do sistema reticulo endotelial, resultando
na infiltracdo da medula O0ssea, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia entre outros
sinais clinicos (SANTOS-GOMES et al., 2000; SILVA, 2007).

Para fins de diagndstico e tratamento, é importante ressaltar que a infec¢do ndo
€ sempre sindbnimo de doenca, 0 que constitui juntamente com o longo periodo de
incubacédo da leishmaniose visceral canina (LVC) - que pode variar de meses a anos

— em grande numero de animais assintomaticos, implicando na dificuldade de se
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realizar o diagnostico precoce da infeccdo (RIBEIRO, 2007; BRASIL, 2006;
NOGUEIRA & RIBEIRO, 2015).

Os sinais clinicos da LVC estdo intimamente associados a polarizacdo da
resposta imune do organismo frente ao parasito. L. infantum é um protozoario
intracelular e respostas de perfil humoral (Th2), com producédo de altos titulos de
anticorpos nao sao eficientes no combate a infeccdo (GIUNCHETT et al., 2008). Por
esse motivo, quando ocorre maior ativagdo da resposta com perfil Th2, o paciente
desenvolve os sinais clinicos. J& quando a resposta é predominante de perfil celular
(Th1), os animais ndo costumam apresentar sinais clinicos mas podem ser reagentes
na investigacdo sorologica, indicando a infeccdo (FIGUEIREDO et al.,, 2018;
GIUNCHETT et al., 2008; GRIMALDI et al., 2012).

O diagnéstico da LVC é complexo e segue um fluxo sistematico (Figura 2) com
objetivo de identificar a infeccdo ou doenca a partir da suspeita clinica, seja para fim
epidemioldgico ou terapéutico. Apesar da enfermidade constar na lista de doencas de
notificacdo compulséria da Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), na prética,
esse fluxo ndo estd bem determinado, causando confus@o entre os profissionais
meédicos veterinarios quanto a conduta mais assertiva a seguir (BRASIL, 2006.
MORAIS, 2020).
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Figura 2. Fluxo a nivel oficial e privado das suspeitas de LVC e condutas previstas. A nivel
oficial os profissionais médicos veterinarios (1) devem comunicar suas suspeitas de LVC aos 6rgéos
oficiais do nivel municipal de onde residem. Esses locais podem variar conforme caracteristicas do
municipio, mas sempre estdo relacionados a Secretarias Municipais de Saude (SMS) (1-2). Diante
disso, o profissional da esfera publica (3) ir& coletar amostra de material biolégico (4) do animal suspeito
e encaminhar para o Laboratorio Central de Saude Publica correspondente a unidade federativa
(LACEN-UF) (4.1) para realizagdo do teste de triagem (DPP®) e na sequéncia, quando este for
reagente (5), arealizacdo do teste de ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). Esse protocolo
ocorre em areas ndo endémicas onde nao ha disponibilizacéo dos testes de triagem nas SMS, naqueles
gue possuem apenas o teste de ELISA é realizado no LACEN-UF. Apés, os resultados reagentes sao
notificados ao médico veterinario clinico responsavel, o tutor, a Secretaria Estadual da Salde (SES) e
ao Ministério da Saude (MS) (6) para planejamento e execucdo das medidas profilaticas necessarias.
Nas clinicas veterinarias, a nivel privado, o fluxo descrito acima deveria ocorrer concomitante (1.1) a
possibilidade de diagnéstico em estabelecimentos particulares para o tratamento dos pacientes. No
entanto, o que se observa é a ndo comunicacdo aos 6rgaos oficiais resultando em grande nimero de
subnotificac6es que interfere diretamente na estimativa da real prevaléncia da LVC nos municipios, e
a execucao do fluxo de testes rapidos comerciais, ELISA e PCR (Polymerase Chain Reaction) sédo os
mais utilizados pelos profissionais. Adaptado do BRASIL, 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2011.
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O diagnoéstico pode ser realizado através de técnicas parasitologicas diretas,
gue sao consideradas padrédo ouro, evidenciando o agente ou através de técnica
molecular para identificar o material genético (DNA) do protozoario. Mas devido a
praticidade, as técnicas soroldgicas sdo as mais utilizadas e incluem o teste
imunoenzimatico (ELISA), teste imunocromatogréafico (DPP® - Dual Path Platform) a
nivel oficial e testes rapidos (TR) comerciais nas clinicas veterinarias e, Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) na busca de anticorpos anti-leishmania (BRASIL,
2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2011). E importante ressaltar que para um
diagnéstico mais assertivo os resultados dos testes ndo devem ser considerados
isoladamente, mas interpretados associados ao exame clinico e aos dados
epidemioldgicos para a enfermidade (MICHALSKY et al., 2007).

Para melhorar a operacionalizacdo e eficacia, o protocolo oficial para
diagnosticar a LVC a partir de 2011 foi modificado (Nota técnica N°01/2011 — CGDT
CGLAB/DEVIT/SVS/MS) com a substituicdo do ELISA pelo DPP® para triagem dos

animais, tornando-se o ELISA o teste confirmatério (Figura 3).

ELISA
RFC

1° caso de LV e ELISA (triagem)
Fixacdo do RIEI

Complemento } .
(confirmatorio)

1913 1930 1957 1960 1970 1980 até 2012 2012-2021
L1 L e B o

Exame DAT DPP®

RIFI Teste de Aglutinagdo em (triagem)

Parasitolégico Gota ELISA

(confirmatério)
SPDF

Técnica de Imunofluorescencia no
Eluato de sangue dessecado em
papel filtro

Figura 3. Linha do tempo dos testes diagnosticos de LVC (1913 — 2021). O primeiro teste
diagnéstico para LVC utilizado desde o inicio da ocorréncia da LV no Brasil foi o parasitologico, através
da observagédo dos parasitos em amostras biologicas. Durante os anos seguintes outras técnicas foram
experimentadas como a reacéo de fixacdo do complemento (RFC), imunofluorescéncia indireta (RIFI)
e técnica de imunofluorescéncia no eluato de sangue dessecado em papel filtro com diferentes
antigenos para sensibilizacdo. Com o estabelecimento da técnica de ELISA em 1970 e o teste de
aglutinacéo em gota em 1980. A partir de 2003 foi utilizado o ELISA como diagnéstico de triagem e o
RIFI como confirmatério, uma vez que pareciam ser as melhores técnicas disponiveis. Os
pesquisadores continuaram a buscar uma técnica de diagnéstico que oferecesse melhor sensibilidade
para a triagem e especificidade para confirmacéo da infeccdo e/ou doenga nos cées, sendo assim, a
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partir de 2012 iniciou-se o protocolo com o DPP® para triagem e o ELISA como teste confirmatdrio.
Fonte: construcao propria.

Os inquéritos epidemioldgicos caninos sempre representaram uma ferramenta
importante instituida pelo Plano de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PVC-LV) mas as técnicas diagnosticas foram alteradas ao longo do tempo (Figura 3).
Até a década de 1930 os diagndsticos eram realizados através de exames diretos
(puncado de figado, baco e raspado de pele) apenas. Em 1957, ap0s extracdo de
antigeno do bacilo da tuberculose, foi realizada a tentativa de diagnosticar a doenca
através da técnica da reacao de fixacao do complemento (RFC), no entanto, a mesma
ndo se mostrava eficiente, uma vez que ocorria a titulos baixos (1:80) reacdes
cruzadas com a doenca de Chagas e leishmaniose tegumentar americana (LTA),
necessitando de outras metodologias para confirmacdo (ALVES & BEVILACQUA,
2004), deixando o diagnostico mais oneroso.

Na década de 1960, a RIFI passou a ser utilizada (ALVES & BEVILACQUA, 2004),
apresentava sensibilidade variando entre 68-100% e especificidade com variacdo de
52-100% (COURA-VITAL et al.,, 2014). Ainda na polémica do diagndstico,
pesquisadores sugeriram o controle do reservatério canino a partir da
imunofluorescéncia no eluato de sangue dessecado em papel filtro (SDPF), o que
possibilitaria, segundo eles, a reducéo entre 0,5 e 1% da prevaléncia (MONTEIRO et
al., 1994 apud BRAGA et al., 1998). Mas, ndo houve consenso entre 0s estudiosos e
Silva et al., (2011) afirmaram que cées infectados nao poderiam ser identificados pela
RIFI no SDPF porque ocorreria a manutengéo da transmisséo.

A partir da década de 1970, surgiu a técnica sorologica ELISA que se mostrava
pouco especifica (83-98%) e com alta sensibilidade (91-97%), embora esta ultima
esteja condicionada a escolha do antigeno para sensibilizagdo da placa (ALVES &
BAVILACQUA, 2004; MAIA & CAMPINO, 2008; COURA-VITAL et al., 2014) e da
resposta imunoldgica do canino a ser testado.

Durante muitos anos, a recomendac¢ao do MS foi o uso do ELISA para triagem de
animais e posterior confirmacéo dos sororreagentes pelo RIFI (BRASIL, 2006). No
entanto, em ambos testes ha ocorréncia de reac¢des cruzadas com diversos agentes
(ALVES & BAVILACQUA, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; ZANETTE et al.,
2014) como Trypanossoma cruzi (ROSYPAL et al.,, 2003; PETERSEN, 2009),
Trypanossoma canis (BARROS et al., 2012) Babesia canis (LAURENTI, 2009),
Toxoplasma gondii e Neospora caninum (GOMES et al., 2008; GENNARI et al., 2006)
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o que sempre foi motivo de polémica entre os pesquisadores, uma vez que O
diagnéstico sororreagente do animal implicava na medida sanitaria da eutanasia.

No final da década de 1980 o teste de aglutinacdo em gota (DAT) foi adaptado
para o diagndstico de LVC, mas havia limita¢cdes importantes como o longo tempo de
incubacédo (18 horas) e a necessidade de diluicdes em série, dificultando o emprego
da técnica quando a operacdo envolvia grande numero de amostras (MAIA &
CAMPINO, 2008).

Existem diversos outros métodos diagndsticos sem aplicacéo prética, utilizados
mais a nivel académico por serem onerosos, pouco praticos e com necessidade de
infraestrutura laboratorial, como o xenodiagnéstico (MAIA & CAMPINO, 2008), que
pode ser empregado para determinar a importancia epidemiologica do reservatério
infectado, além da possibilidade de avaliacdo do paciente sob diferentes formas
clinicas da doenca (MICHALSKY et al., 2007; SOARES et al., 2011).

A legislacdo vigente no Brasil quanto ao diagndstico da LVC, recomenda o teste
sorologico de triagem DPP® com o antigeno recombinante rK28, através da nota
técnica N°01/2011 — CGDT CGLAB/DEVIT/SVS/MS quando substituiu o ELISA pelo
teste imunocromatografico para triagem, e o RIFI pelo ELISA para confirmatério. Em
area geografica da notificacdo do primeiro caso de LVC, apos realizacdo dos testes
sorologicos, deve ser realizado ainda o PCR e a cultura do agente etiolégico para
identificacdo do mesmo (BRASIL, 2006).

Os métodos parasitoldgicos representam o padrao-ouro de diagndstico (citologia
e cultura in vitro) e tém como finalidade detectar formas amastigotas através da
biépsia por aspiracdo com agulha fina (CAAF) de determinados 6rgdos (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009). A citologia consiste na visualizagcdo das formas amastigotas
(MOREIRA et al., 2002; LAURENTI, 2009) em esfregacos de aspirados de linfonodo,
medula 6ssea, baco, figado, pele e sangue corados pelas técnicas de Giemsa,
panotico rapido ou Leishman (LAURENTI, 2009).

Apesar da especificidade de 100% dessas técnicas, a sensibilidade depende do
grau de parasitismo do hospedeiro, tipo de material biologico coletado para analise,
processamento, coloracdo e do treinamento e experiéncia do recurso humano. Além
disso, quando o parasitismo é intenso, o diagnéstico pode ser considerado rapido e
seguro, porém, em animais considerados assintomaticos, que representam mais de
60% dos caninos infectados, ele € duvidoso (LAURENTI, 2009; LAURENTI et al.,
2013; BRASIL, 2006).
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A cultura in vitro € comumente utilizada com propdsitos académicos (SOLANO-
GALLEGO et al., 2009), sendo indicada quando ocorre a notificacdo do primeiro caso
autoctone na regido para a caracterizacao da espécie de Leishmania sp.

A PCR é altamente especifica e sensivel, sendo o método mais adequado na
deteccado da infeccdo na fase aguda e no monitoramento da cura parasitolégica dos
portadores (MICHALSKYET et al., 2007). Amostras oriundas de medula 6ssea,
linfonodo, bago e pele sdo mais sensiveis quando comparadas com urina, sangue
total e buffy coat (SOLANO-GALLEGO et al., 2009) para essa técnica. A PCR também
discrimina as espécies de Leishmania sp. presentes em flebotomineos e carrapatos
(DANTAS-TORRES, 2007).

Esse método € indicado em caso de exportacdo de cdes para areas nao
endémicas, doacdo de sangue ou coabitacdo com individuos imunodeprimidos
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009). A eficacia da técnica depende de alguns fatores
tais como primers utilizados, numero de copias amplificadas da sequéncia alvo,
método de extracdo do DNA, material bioldgico e protocolo utilizado (MAIA &
CAMPINO, 2008).

Atualmente, o rk39 (epitopo imunodominante de 39 aminoacidos reconhecido por
células B clonado de L. infantum), seria o mais potente e promissor antigeno
recombinante (FIGUEIREDO et al., 2018). Este ¢é utllizado em testes
imunocromatograficos como um método qualitativo e de triagem (ALVES &
BEVILACQUA, 2004), de modo a diagnosticar amostras reagentes (LIMA et al., 2010).

O teste soroldgico imunocromatografico, utilizado para triagem neste trabalho foi
validado por Figueiredo et al., (2018), apresentando alta sensibilidade, fator essencial
para realizacdo de inquéritos soroepidemioldgicos, visando diminuir o nimero de
falsos negativos, evitando desta forma a permanéncia de animais reagentes como
fontes de infeccdo (GRIMALDI et al., 2012).

Apesar da alta sensibilidade do DPP®, sabe-se que a eficacia do teste em animais
assintomaticos ndo € a mesma para aqueles sintomaticos, uma vez levada em
consideracao a prevaléncia da enfermidade quando analisa-se os valores preditivos
positivos (MICHALSKY et al., 2007; LEMOS et al., 2008; MAIA & CAMPINO, 2008,
FIGUEIREDO et al., 2018). Alguns autores consideram o teste baseado nesse
antigeno pouco especifico, o0 que aumentaria 0 numero de falsos-positivos
diagnosticados. Esse fato poderia estar associado a reacao cruzada com algum fator

presente no sangue canino (REITHINGER et al.,, 2002). Reag¢bes cruzadas com
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antigenos recombinantes sdo pouco provaveis (SOLANO-GALLEGO et al., 2009),
mas no estudo de Zanetti (2006) estas reacOes foram observadas em casos de
erliquiose, coinfeccéo erliquiose/babesiose, toxoplasmose, neosporose e coinfec¢ao
toxoplasmose/neosporose.

Os testes rapidos sao ageis e permitem a execucao de medidas em tempo real,
uma vez que oferecem facilidade para o transporte (SILVA et al., 2013), necessitam
de minimo treinamento de recursos humanos (LEMOS et al., 2008) e ndo requererem
laboratérios com equipamentos especificos (OTRANTO et al.,, 2005). A fim de
executar as medidas de controle e prevencédo, o diagnostico precoce é fundamental
(SAVANI et al., 2003; OTRANTO et al., 2005). Contudo, em se tratando de cées
assintomaticos, ndo existem testes diagndsticos considerados padrdo ouro, o que
implica na necessidade de aperfeicoamento dos mesmos (OTRANTO & DANTAS-
TORRES, 2013).

Souza e colaboradores (2004) afirmam que a variedade de técnicas
imunodiagndsticas, os inUmeros antigenos disponiveis e os diferentes critérios
empregados para definicAo do ponto de corte, reduzem a concordancia entre os
resultados dos estudos de distintos pesquisadores e dificultam a comparacdo dos
dados epidemioldgicos. Desse modo, sdo necessarios métodos diagndsticos que
auxiliem na deteccao precoce de caes infectados e, que possibilitem uma vigilancia
mais eficiente (SCALONE et al., 2002; GRIMALDI et al., 2012).

A sensibilidade de um teste pode variar de acordo com o curso clinico da infeccao,
a variabilidade genética e a resposta imune do hospedeiro (GRIMALDI et al., 2012).
N&o existe na América do Sul, em virtude da presenca permanente do flebotomineo,
um padréo de prevaléncia definido (DANTAS-TORRES et al., 2012). Na Europa,
estudos demonstram que caes com idade inferior a trés e superior a oito anos
possuem picos mais altos de prevaléncia da doenca (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009).

Caes clinicamente saudaveis mas soropositivos, com titulo de anticorpos baixos,
devem ser novamente testados. Em caso de confirmacao do resultado sororreagente,
devem ser monitorados a cada trés ou seis meses com o0 objetivo de avaliar a
progressdo da infeccdo. Se, durante o monitoramento for constatado aumento do
titulo, manifestacéo de sinais clinicos e anormalidades clinico patoldgicas, o cdo deve
ser considerado doente (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).
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Em areas onde a transmissdo da LVC néo esta confirmada, apenas a sorologia &€
insuficiente para concluséo do diagndéstico, sendo necessario avaliar também dados
clinicos, epidemiologicos e parasitologicos (SAVANI et al.,, 2003). Os inquéritos
epidemioldgicos baseados no diagndéstico laboratorial devem ser incentivados, porque
auxiliam na avaliacdo da extensdo do problema (ALVES & BEVILACQUA, 2004), no
diagnéstico precoce da instalacdo da doenca e da circulagdo do parasito na
populacédo, o que resulta na escolha de medidas mais assertivas para contengéo e
prevencdo da leishmaniose. Dessa maneira, é imprescindivel compreender o
funcionamento de cada método diagndstico e suas limitagdes, com o intuito de definir
nao somente o teste mais apropriado mas também, sua interpretacdo diante de um
contexto especifico (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

Além da polémica quanto as técnicas diagndésticas, a principal medida sanitaria
adotada pelos 6rgaos oficiais para os cées reagentes — a eutanasia - e a proibicdo do
tratamento dos cdes infectados e/ou doentes também s&o motivos de debates
calorosos. Até a nota técnica n° 11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA de 2016, era
proibido o tratamento de animais com LVC no Brasil, uma vez que néo havia drogas
com registro no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Os
animais apresentam cada vez mais importancia para as pessoas, passando a serem
considerados como membros da familia (RODRIGUES et al., 2018; REMOR et al.,
2020) e como parte da evolucado da sociedade, € compreensivel que a visdo perante
a eles se modifique, o que reflete diretamente em questdes préaticas anteriormente
imunes a questionamentos, como € o caso da medida sanitaria da eutanasia dos cées
infectados e/ou doentes recomendada pelo MS desde a chegada da LVC no pais.

E importante ressaltar que no seu surgimento (1913), os animais n&o
representavam para 0s tutores o que hoje representam. Para solucionar o risco
sanitario que a doenca implicava, a luz do conceito de saude publica, que visa a saude
e bem-estar humana acima de tudo, € compreensivel que a medida menos onerosa e
(vista pelo olhar da época) como melhor executavel no sentido de custo-beneficio,
fosse a retirada dos reservatérios através da eutanasia para conter a progressao do
ciclo (SILVA et al., 2013).

No entanto, com a mudanca do pensamento social, advindo da evolugao
temporal e advento da saude coletiva, que trouxe um novo conceito de saude (One
Health), a eutanasia como principal medida sanitaria de controle para a LVC néo se

mostra adequada e a atitude do Estado apenas causa repulsa, medo e desordem
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guando realiza-se o diagndstico dos primeiros casos em areas consideradas livres,
dificultando o trabalho dos profissionais da salude e o objetivo principal da vigilancia
(ZUBEN & DONALISIO, 2016).

Desta forma, com apelo da sociedade, apds reunido de especialistas sobre o
tema, foi liberado através da nota técnica n® 11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MA o
tratamento com a droga leishmanicida Milteforam® (Virbac Brasil) no Brasil. Apesar
de ndo propiciar cura parasitolégica, a droga diminui substancialmente a carga
parasitaria no animal, diminuindo assim o potencial de transmissdo dos caninos
(BANETH & SHAW, 2002). Contudo, o tratamento ndo € disponivel a todos os animais
infectados, principalmente pelo custo do farmaco, do acompanhamento médico
veterinério e dos exames necessarios para 0 monitoramento da enfermidade.

Assim, diversos grupos de pesquisa investem na busca e descoberta de novos
principios leishmanicidas/leishmaniostaticos ou coadjuvantes, que possam contribuir
no tratamento e uma possivel cura parasitoldogica dos animais, podendo este
futuramente ser um argumento soélido para a diminuicAo da eutandsia de
soropositivos.

O tratamento dos animais € possivel desde que o tutor se responsabilize pelo
mesmo e tenha condi¢cBes financeiras para execucdo (RISCO, 2017). Apenas o
Milteforan® é autorizado como terapéutica para LVC, embora sejam utilizados outros
medicamentos associados apos o estadiamento da doenga (BRASILEISH, 2018). Em
humanos, dentre as terapias disponiveis para o tratamento da LV, algumas estdo em
uso por mais de 70 anos e todas apresentam limitacdes, quer seja pela toxicidade,
guer seja pelo aumento do niumero de cepas resistentes ou pelo alto custo (SOUZA
et al., 2012; ECHEVERRI, 2020).

A auséncia de uma vacina contra leishmaniose humana e a existéncia de uma
vacina veterinaria que ndo protege os cdes da infeccdo contra L. infantum -
recentemente inclusa na categoria ‘ndo essencial’ pelo WSAVA (World Small Animal
Veterinary Association) (DAY et al., 2020) - séo fatores que reforcam a necessidade
de pesquisas na area de bioprospeccdo. E reconhecido que populacbes em
vulnerabilidade social sdo as mais acometidas pela enfermidade e ndo possuem poder
aguisitivo para imunizar seus animais, por esse motivo esse recurso nao é uma
ferramenta eficaz para diminuir o ciclo de transmissdo substancialmente,

principalmente nessas areas com menos recursos.
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Diante do exposto, se faz necessario melhorar as estratégias terapéuticas
existentes, tanto para humanos como para 0s animais, assim como desenvolver novas
alternativas de farmacos para o tratamento (CORRAL et al., 2012; WHO, 2018). Nesta
perspectiva, os produtos naturais séo a fonte mais promissora para o desenvolvimento
de novas drogas e a literatura tem demonstrado resultados promissores, seja com
extratos brutos, Oleos essenciais ou outros derivados de plantas que apresentaram
acdo efetiva contra Leishmania spp. (HARVEY, 2008; HARVEY; EDRADA-EBEL &
QUINN, 2015; ORYAN, 2015).

O Brasil possui flora rica e diversificada, fonte de potenciais principios ativos
para esse objetivo. Para milhBes de pessoas, medicamentos fitoterapicos e
terapéutica tradicional sdo a Unica fonte de assisténcia para tratamento de doencas,
0 que é culturalmente aceitivel e se torna atraente diante dos altos custos da
assisténcia médica (WHO, 2013). O Programa de Controle de Doencas Tropicais da
OMS considera a investigacdo de plantas como essencial para o tratamento de
doencas parasitarias, como é o caso das leishmanioses (GARCIA et al., 2010).

A necessidade de alternativas terapéuticas para o tratamento das
leishmanioses e a importancia atribuida as plantas medicinais como fonte valiosa de
novos principios ativos, conduziu a realizacdo de estudos com varios produtos
extraidos de plantas em espécies de Leishmania spp. (KAYE, 2011; GLUENTZ et al.,
2010). Entre esses produtos estédo os extratos de diferentes tipos e substancias puras
das classes de metabdlitos secundarios, como os alcaléides, flavonoides, terpenos,
saponinas, quinonas, chaconas; foram descritos com atividade antileishmanial contra
diferentes espécies do parasito (LAVAUD et al., 1995; OKETCH-RABAH et al., 1997,
MISHRA et al., 2011).

Dentre os produtos do metabolismo vegetal mais promissores para a pesquisa
na busca de novos compostos ativos estdo os 0Oleos essenciais. Estes, segundo
definicAo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (Brasil, 1999) “séo
produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico e podem apresentar-
se isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados ou concentrados”.
Estes 6leos podem ser encontrados em todos os 6rgdos vegetais, sendo mais
frequentes em frutos, flores, folhas e raizes. Ocorrem em diversos géneros de plantas
superiores, inferiores e microrganismos (BRENNA et al., 2003).

O Fitopeet (Grupo de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Produtos Naturais na

Clinica Médica Veterinaria da UFPel) desenvolve pesquisas com extratos vegetais
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diversos a dez anos objetivando a deteccdo de moléculas promissoras de plantas
pertencentes as familias Lamiaceae, Fabaceae e Solanaceae. Foram encontrados
nos trabalhos resultados contra diferentes patdgenos, incluindo Sporothrix spp.
resistentes ao itraconazol (WALLER et al., 2016), espécies de Candida spp. (CLEFF
et al., 2010), Malassezia spp. (GIORDANI, 2013), Aspergilus spp. dermatofitos
(CLEFF et al., 2010), assim como bactérias do género Staphilococcus, Pseudomonas,
Escherichia coli resistentes a antibioticos de eleicdo no tratamento convencional
(GUTERRES, 2015) e atividade antipararasitaria em Ancylostoma spp. (AZAMBUJA,
2015) e Dioctophyme renale (PERERA, 2016).

Ainda, o grupo Fitopeet também avaliou e identificou em seus estudos o0s
compostos majoritarios em extratos polares e Oleos essenciais extraidos de
Rosmarinus officinalis, Origanum majorana e Origanum vulgare, que pelas evidéncias
no amplo espectro de acdo em patdgenos diversos incentivaram a investigacao frente
a Leishmania spp. Além disso, levando em consideracdo que os produtos naturais
sofrem variacbes conforme os locais de extracdo e sazonalidade é relevante a
pesquisa por grupos de pesquisadores que utilizem plantas de diferentes origens para
a validacdo dos resultados, o que justifica inclusive, a testagem das mesmas classes
de produtos naturais.

Neste trabalho foram testados os extratos etanolicos, hidroalcoolicos e 6leos
essenciais de seis espécies de plantas (Schinus terebinthifolia, Origanum vulgare,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Salvia officinalis e Origanum majorana) de
duas diferentes familias: Lamiaceae e Anacardiaceae frente a formas promastigotas
de L. infantum e L. braziliensis conforme pode ser visualizado na Tabela 1. Trata-se
do primeiro teste (teste de citotoxicidade) realizado na cronologia da bioprospeccéo
frente a Leishmania spp., considerado a triagem dos produtos utilizando a forma
promastigota, que se replica mais facilmente em laboratério.

Diferentes extratos da mesma planta podem ser obtidos e eles sao constituidos
por diferentes concentracdes dos produtos o que pode influenciar na acao frente aos
patogenos e a viabilidade para uso futuro (industrializacédo). Os extratos sao solucdes
concentradas, obtidas a partir de matérias primas vegetais (raiz, caule, folhas, frutos
e sementes) secas e trituradas (BRASIL, 2014) sendo um processo dividido em duas
etapas: a separacdo dos metabdlitos secundarios da planta por um solvente, por
exemplo, alcool e etanol (utilizados neste trabalho) e a concentragédo por meio da
eliminacao do solvente (SANTOS, 2013).



Tabela 1. Atividade inibitéria antiprotozoaria de extratos polares e apolares de plantas da familia Lamiaceae e Anacardiaceae contra 50% (IC50) de

Leishmania spp.

Plantas Medicinais

Familia botanica

Espécie botanica

Nome popular

Tipo de extrato

Leishmania sp.

Anacardiaceae

Anacardiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Schinus terebinthifolia
Schinus terebinthifolia
Origanum vulgare
Origanum. Vulgare
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Thymus vulgaris
Thymus vulgaris
Salvia officinalis
Salvia officinalis
Origanum majorana

Origanum majorana

Aroeira
Aroeira
Orégano
Orégano
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Tomilho
Tomilho
Salvia
Salvia
Manjerona

Manjerona

Hidroalcoolico (0,969)
Hidroalcoolico (0,964)
Etandlico (0,78g)
Etandlico (0,78g)
Etandlico
Etandlico
Oleo essencial (3 anos)
Oleo essencial (3 anos)
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Lamiaceae

Lamiaceae

Origanum majorana

Origanum majorana

Manjerona

Manjerona

Oleo essencial (15-2ml)

Oleo essencial (15-2ml)

L. infantum

L. braziliensis
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2 Objetivo Geral

Investigar a presenca de cdes soropositivos e estabelecer a presenca de
infeccdo autdctone por L. infantum no municipio de Pelotas e cidades limitrofes e

verificar a susceptibilidade de Leishmania spp. a extratos vegetais.

2.1 Objetivos especificos

- Revisar a situacéo e a expansao da leishmaniose visceral na regiao sul do Brasil,

- Realizar vigilancia sentinela e verificar a presenca da infecgcdo em cées através do
teste de triagem preconizado pelo MS - DPP® - em area considerada indene para

leishmaniose visceral no Rio Grande do Sul;

- Conhecer e avaliar a situacdo epidemioldgica da leishmaniose visceral canina na

cidade de Pelotas e municios limitrofes;
- Investigar a acado de extratos vegetais sobre isolados de Leishmania spp. in vitro.

- Avaliar diferentes concentracdes dos extratos vegetais sobre Leishmania spp. a fim

de determinar a melhor concentracao ativa.
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Resumo

A leishmaniose visceral (LV) foi considerada indene na regido sul do pais até 2006, quando houve a
primeira notificagdo de caso autoctone canino no municipio de S&o Borja no Rio Grande do Sul. Nos
estados de Santa Catarina e Parand, a autoctonia em caninos ocorreu nos anos 2010 e 2012
respectivamente. Na regido sul, por ser de instalacdo recente, além das poucas notificagdes, observa-se a
falta da inclusdo da enfermidade nos diagndsticos diferenciais na clinica humana e veterinaria, sendo a
prevaléncia da LV maior que o registro de casos notificados. Assim, objetivou-se revisar a situacdo da
LV humana e canina (LVC) e a presenga dos vetores na regido sul do pais. Foram consideradas
publicagoes oficiais sobre a doenca entre 2009 e 2020 e consultadas as bases de periddicos online. Foram
encontradas informagdes conflitantes quanto ao nimero de casos e localidade da infecgdo, que podem ser
consequéncia da mudanca na padronizagdo dos registros de LV humana, da descentralizacéo e falta de
uniformidade nos registros de LVC, além da divulgacdo dos diagndsticos através de boletins
epidemioldgicos anuais desatualizados. Requer atencdo da vigilancia e dos pesquisadores o flebotomineo
Lutzomyia gaminarai, espécie endémica no sul do Brasil, pela proximidade filogenética com a Lutzomyia
longipalpis.

Palavras-chave: Leishmania infantum; Inquérito epidemiol6gico; Doengas tropicais negligenciadas.
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) was considered non-endemic in the southern region of the country until 2006
when there was the first notification of na autochthonous canine case in the municipality of Séo Borja in
Rio Grande do Sul. The states of Santa Catarina and Parana the autochthony in canines occurred in the
years 2010 and 2012 respectively. In the southern region, dueto its recent installation in addition to the
few notifications, there is a lack of inclusion of the disease in differential diagnoses in human and
veterinary clinics being the prevalence of VL is greater than the record on notified cases.Thus, the
objective was to review the situation of human and canine VL and the presence of vectors in the southern
region of the country. Official publications on the disease between 2009 and 2020 were considered and
online journal data bases were consulted. Conflicting in formation was found regarding the number of
cases and location of the infection, which maybe a consequence of the change in the standardization of
human VL records, decentralization and lack of uniformity in CVL records, in addition to the
dissemination of diagnoses through out dated annual epidemiological bulletins The sandfly Lutzomyia
gaminarai, an endemic species in southern Brazil, requires attention from surveillance and researchers
dueto its phylogenetic proximity to Lutzomyia longipalpis.

Keywords: Leishmania infantum; Epidemiologic survey; Neglected tropical diseases.

Resumen

La leishmaniasis visceral (LV) fue considerada indemne en la region sur del pais hasta 2006, cuando hubo
la primera notificacion de un caso canino autdctono en el municipio de Sdo Borja, Rio Grande do Sul.
En los estados de Santa Catarina y Parand, la autoctonia en caninos ocurrié en 2010 y 2012
respectivamente. En la region sur, como fue instalada recientemente, ademas de las pocas notificaciones,
hay falta de inclusion de la enfermedad en los diagnosticos diferenciales en la clinica humana y
veterinaria, con prevalencia de LV superior al registro de casos notificados. Asi, el objetivo fue revisar la
situacion de la LV humana y canina (LVC) y la presencia de vectores en la region sur del pais. Se
consideraron las publicaciones oficiales sobre la enfermedad entre 2009 y 2020 y se consultaron las bases
de datos de revistas en linea. Se encontr6 informacion contradictoria en cuanto al nimero de casos y
localizacion de la infeccidn, lo que puede ser consecuencia del cambio en la estandarizacion de los
registros de LV em humanos, la descentralizacion y falta de uniformidad en los registros de LVVC, ademas
de la difusion de diagndsticos a través de boletines epidemioldgicos anuales desactualizados. La mosca
de la arena Lutzomyia gaminarai, una especie endémica del sur de Brasil, requiere la atencion de la
vigilancia y los investigadores, debido a su proximidad filogenética a Lutzomyia longipalpis.
Palavras-clave: Leishmania infantum; Encuesta epidemioldgica; Enfermedades tropicales desatendidas.

1. Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose vetorial que tem como agente etiolégico no Novo Mundo a
Leishmania infantum, transmitida por flebotomineos do género Lutzomyia, tendo o cdo como principal reservatorio
vertebrado na &rea urbana (Morais et al., 2020). A partir da década de 80, a LV deixou de ter carater eminentemente
rural e passou a ocorrer em areas periurbanas e urbanas, em decorréncia de processos de urbanizagdo sem
planejamento, falta de saneamento basico e empobrecimento da populagdo, propiciando ambiente favoravel para

multiplicacéo do vetor (Bevilacqua et al., 2001).

Além disso, o transito de pessoas com animais infectados de areas endémicas para areas indenes sem
fiscalizacdo sanitaria favorece a disperséo da doenca através da circulagdo do parasito possibilitando, uma vez que
haja vetor competente, que o ciclo de transmisséo se complete (Palatnik & Day, 2011). Portanto, fatores associados
a alteracBes ambientais, naturais ou antropocéntricas, aceleram o processo de contato dos hospedeiros com vetores
e parasito (Souza et al., 2008). Assim, a LV se tornou uma das principais enfermidades de importancia em saide
publica, considerando sua magnitude, transcendéncia e pouca sensibilidade as medidas de controle (Silva et al.,
2019).
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O aparecimento de leishmaniose visceral humana (LVH) normalmente é precedido pela enzootia em
caninos, e a infeccdo em cées tem sido mais prevalente do que no homem (Aruda, 2009). Por esse motivo, 0
monitoramento de reservatérios passou a ser foco de preocupagao para 0s érgaos de satde publica (Silva et al.,
2019). A vigilancia e o controle da LV foram implantados no Brasil (BR) no ano de 2004, visando atividades em
todos os eixos da cadeia da transmissdo da doenca (BRASIL, 2006). Entretanto, apesar das medidas de controle
da infeccdo canina e humana serem praticadas no BR, a ocorréncia de LV tem aumentado no transcorrer dos anos
(Silva et al., 2019; Brasil, 2006; OMS/OPAS, 2019).

Em virtude de ser uma enfermidade emergente na regido sul do pais, com impossibilidade de erradicacao
do vetor e com tendéncia de expansdo para municipios indenes, se faz necessario que os profissionais da area da
saude tenham conhecimento a respeito da epidemiologia da doenca para que incluam em suas suspeitas clinicas a
LV. Assim, foi objetivo deste trabalho revisar e fazer uma anélise critica frente a evolucdo da LVH, leishmaniose
visceral canina (LVC) e da presenca dos vetores na regido sul do pais, que contempla trés das 27 unidades
federativas do BR: Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC) e Parana (PR), levando em consideragdo a

complexidade e relevancia da enfermidade em satde publica.

2. Metodologia

Foi realizada uma revisdo narrativa critica (Vosgerau & Romanowski, 2014) a partir de dados do sistema de
saude e literatura existentes, referentes @ LV na regido sul do Brasil. Assim, foram consideradas publicacGes
oficiais sobre a enfermidade, publicadas entre 2009 e 2020, incluindo boletins das Secretarias Estaduais de Saude
(SES) do RS, SC e PR, dados epidemiolégicos disponibilizados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo (Sinan net) e Laboratérios Regionais de Salde das unidades federadas (LACEN-UF). Ainda, foram
consultados dados extraoficiais, atraves da literatura cientifica (artigos cientificos, teses, dissertaces), em busca
da epidemiologia da doenca nos estados referidos para 0 mesmo periodo, nas bases de dados Google Académico,
MEDLINE (National Library of Medicine, USA), SciELO (Scientific Electronic Library Online), LILACS
(Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Salide) Science Direct e Periddicos Capes. A seguinte
combinacdo de termos de pesquisa em inglés e portugués foram usadas: “leishmaniose visceral canina and
epidemiologia and regido sul do Brasil”, “LVC and epidemiologia and RS or SC or PR”, “leishmaniose visceral
humana and Santa Catarina or Parana or Rio Grande do Sul”, “LVC autoctone or aldctone and RS or SC or PR”,
“Leishmania Infantum or leishmaniose visceral or calazar and RS or SC or PR”, “Lutzomyia or flebotomineo and
RS or SC or PR”.

Adicionalmente, outros estudos foram levantados a partir das listas de referéncias dos trabalhos
localizados nas bases de dados. A sele¢do seguiu as etapas de exclusdo dos duplicados, leitura dos titulos, resumos
e analise na integra. Foram excluidos trabalhos sobre aspectos clinicos ou desenvolvimento de métodos de
diagnostico. S6 foram considerados animais sororreagentes para LVC aqueles trabalhos que seguiram o protocolo
vigente da época segundo o Ministério da Saude (MS), tanto para os dados oficiais, quanto extraoficiais, sendo
que até 2012 utilizou-se o teste Imunoenzimatico (ELISA) para triagem seguido da Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) para confirmagdo e, a partir de 2012 (NT conjunta n° 1 de 2011 - CGDT-CGLAB/DEVIT/SVS/MS), foi

considerado o teste Imunocromatografico Dual Path Platform (DPP®) para triagem e ELISA como confirmatorio.
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A partir dos dados de distribuicdo da LVH e LVC obtidos dos artigos cientificos e dados oficiais, foram

elaborados trés mapas através do programa SIRGAS (2000).

3. Resultados e Discussao

3.1 Ocorréncia de LVH e LVC na regido sul do Brasil

A LV esté distribuida em 21 unidades federadas do BR e foi considerada indene na regido sul do pais até
2006 e 2009, quando houve a primeira notificacdo de caso autoctone canino e humano, respectivamente, no RS
(Figueiredo et al., 2012; CEVS, 2011; Azevedo et al., 2009). Em 2010 o estado de SC notificou seu primeiro caso
canino e em 2017 houve registros de casos humanos (DIVE, 2018). No estado do PR a notificacdo do primeiro
caso de LVC ocorreu mais tardiamente, em 2012, e em 2015 o registro do primeiro caso autdctone de LVH (SESA,

2018; Trench et al., 2016) como evidencia a Figura 1.

Figura 1. Cronologia da notificacdo dos casos autdctones de leishmaniose visceral canina e humana nos

trés estados da regido sul do Brasil.

LEISHMANIOSE VISCERAL NO SUL DO BRASIL - .~

A LVC-RS & LVC-SC A LVC-PR
2006 2008 2010 2012 2015 2017
@ - 2
§ LVH-RS # LVH - PR f LVH - SC

Fonte: Autores (2021).

Na regido sul, a LV ocorre principalmente em cidades que fazem fronteira com Uruguai (UY), Paraguai
(PY) e Argentina (AR) (Thomaz-Soccol et al., 2018; Salomén et al., 2008; Salomon et al., 2011), como pode-se
observar na Figura 2. Em 2019, segundo o informe epidemioldgico das Américas (OMS/OPAS, 2020) houve
reducédo de 27% (937) dos casos de LVH no BR, no entanto houve aumento de casos na AR, no PY e no UY e foi
realizada a primeira notificacéo pela Bolivia, embora a transmiss&o autéctone j tivesse sido confirmada em anos
anteriores. Considerando o aumento de casos de LVH em paises fronteiricos com a regido sul e a eminéncia de
casos em municipios brasileiros, fatores como a migragdo de trabalhadores e animais infectados para construgdo
da rota leste-oeste do gasoduto Bolivia-Brasil, associados ao desmatamento da década de noventa, sdo discutidos
como provaveis causas da emergéncia da LV no estado do PR (Thomaz-Soccol et al., 2018; OMS/OPAS, 2017;
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Oliveira et al., 2006; Grill & Zurmendi, 2017). Observa-se que a LVH na regido sul do BR (Figura 2) tem ampla
distribuicdo geografica, com destaque para o estado do PR segundo dados extraidos a partir da literatura

extraoficial.

Figura 2. Distribuicdo geografica da leishmaniose visceral humana (LVH) na regido Sul do Brasil,
evidenciando casos em diferentes municipios do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana contabilizados a
partir da literatura extraoficial.

: » Legenda
Distribuigao da LVH g Casos de LVH B Lunardell
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r M Balneario Pigarras B Nova Petropolis
»_g N Barracao Nova Tebas
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B Cambé Paranavai
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/ g Capanema B Ponta Grossa
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AR 2] Florianopolis Bl Santa Maria do Oeste
Foz do Iguagu Santa Terezinha de itaipu
Oceano Allaniico Francisco Beltrao B S&o Bento do Sul
& M (caraima S&o Borba
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Municipios sem
identificacdo de LVH

[ ] Estados brasileiros

Sistema de Referéncia: SIRGAS 2000. Fonte de dados: IBGE (2019). Elaberador por: Karine Leal e Taina Peres.
| Paises da América do Sul

Fonte: Karine Leal & Taina Peres (2021).

A notificacdo de LVH no pais é realizada atraves do Sinan net apds suspeita pelo profissional de sadde.
J& nos casos de LVC, a notificagdo ndo segue um fluxograma definido claramente, o que evidencia na préatica, em
areas ndo endémicas, a falta de preparo dos municipios para agirem frente as suspeitas. A vigilancia de casos de
LVC ocorre de maneira ativa em areas endémicas, conforme preconizado pelo Plano de Prevencédo e Controle da
Leishmaniose Visceral - PVC-LV (Brasil, 2006) e passiva em areas indenes. Na Figura 3 observa-se o nimero
reduzido de municipios com casos notificados de acordo com a literatura oficial, evidenciando o alto indice de
subnotificagdes pelos profissionais médicos veterinarios aos 6rgdos oficiais, apesar de ser uma enfermidade de
notificagdo compulsoria (Brasil, 2006; OMS/OPAS, 2020; Zuben & Donalisio, 2016).
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Figura 3. Distribui¢do geogréfica da leishmaniose visceral canina (LVC) na regido Sul do Brasil,

evidenciando casos em diferentes municipios do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana contabilizados a

partir da literatura oficial.
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Fonte: Karine Leal & Taind Peres (2021).

Na avaliacdo dos dados disponibilizados pela literatura extraoficial a distribui¢do de casos confirmados

de LVC na regido sul do BR (Figura 4) é superior aquela apresentada pelos dados oficiais (Figura 3), sendo o RS

0 estado do Sul com maior discrepancia na distribuicdo de casos de LVC, conforme evidenciado quando

comparadas as Figuras 3 e 4.
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Figura 4. Distribuicdo geografica da leishmaniose visceral canina (LVC) na regido Sul do Brasil,
evidenciando casos em diferentes municipios do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana contabilizados a

partir da literatura extraoficial.
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A caracterizacdo da distribuicdo geografica das enfermidades é considerada um elemento essencial na
pesquisa epidemioldgica e requer atencdo da vigilancia dos 6rgdos oficiais. Segundo a Organizagdo Pan-
Americana da Satde /Organizagdo Mundial da Saude (OPAS/OMS), as analises de dados de doencgas nos niveis
nacionais e subnacionais devem ser o mais desagregado possivel, por isso, se faz necessario que os paises
identifiqguem suas areas de transmissdo ao terceiro ou quarto nivel administrativo, caracterizando e monitorando

os focos de enfermidades em sua menor unidade geografica (Pasquali et al., 2019):

A SES é responsavel pelas politicas de saide e seguem diretrizes do MS, este Gltimo, é responséavel por
determinar politicas a partir de especialistas de diferentes areas do pais. O estado repassa as exigéncias do MS,
mas 0 municipio tem autonomia para fazer suas proprias politicas. Fato que reforca a necessidade de uma
comunicagdo mais eficaz entre as esferas do poder quanto a transformacéo dos dados em informagdes, 0 que parece

ser deficiente diante das incongruéncias encontradas nessa revisao.

3.2LVnNnoRS

O RS tem por limite o estado de SC ao norte, faz fronteira com a AR ao oeste e com o UY ao sul, o estado
foi considerado indene para LV até 2006, quando houve a notificagdo do primeiro caso autoctone canino em Séo

Borja (CEVS, 2011; Azevedo et al., 2009), localidade onde previamente j& havia sido detectado o vetor Lutzomyia



41

longipalpis (Brasil, 2016). Acredita-se que o transito de pessoas e animais infectados da AR, pais que teve
notificagio previamente ao RS, em Posadas-Misiones (2006) (SALOMON et al., 2008) e, o risco de transmissio
vetorial autdctone em Virasoro-Corrientes (2008) (DIVE, 2018) sejam as explicagdes mais plausiveis da chegada
da LVC ao estado, uma vez que animais sororreagentes foram notificados em cidades fronteiri¢cas como Séo Borja

(S@o Tomé) e Uruguaiana (Passo de los Libres) (Monteiro, 2010).

O primeiro estudo referente a hipdtese da presenca de Leishmania spp. no RS foi em 1998, os
pesquisadores Pocai et al. (1998) relataram cinco provaveis casos de LVC em Santa Maria, através de
histopatologia (HP) e imunohistoquimica (IHQ) de animais necropsiados oriundos de cidades vizinhas. Em 2003,
Marcondes e colaboradores (2003), estudaram 204 cées do mesmo municipio, utilizando a técnica de RIFI, com
animais relacionados aos cdes descritos por Pocai et al. (1998). No entanto, todas as amostras foram negativas,
n&o corroborando com os resultados positivos anteriores (Pocai et al., 1998). Posteriormente, utilizando a técnica
de IHQ, as amostras de Pocai et al. (1998) foram reavaliadas por Monteiro et al. (2010), sendo identificadas como
positivas para Rangelia spp. e negativas para Leishmania spp. corroborando com o diagnéstico de Marcondes et
al. (2003).

A partir dos estudos iniciais, casos aldctones esporadicos da doenga foram diagnosticados (Souza et al.,
2014), servindo de alerta para regides indenes. Nesse contexto, Krauspenhar et al. (2007) ao suspeitarem da
enfermidade em um céo residente em Cruz Alta-RS, confirmaram a LVC atraves de ELISA e da visualizacdo de
formas amastigotas em imprints de medula 6ssea do paciente. Contudo, a partir do histérico do animal, concluiu-
se que o cdo poderia ter se infectado em &rea endémica (Alagoas-AL) e manifestado os sinais clinicos no RS, até
entdo, ainda considerado area livre.

Dados divulgados pelo Sinan net em agosto de 2020, que compilam os casos da LVH no RS no periodo
de 2007 a 2019, contabilizaram 37 casos autdctones e seis aloctones, totalizando 43 casos notificados em 12 anos
(MS, 2020). Os casos autdctones de LVH notificados estdo distribuidos em Sdo Borja, Uruguaiana, Itaqui, Porto
Alegre (POA) e Viamao, j& os aldctones estdo distribuidos nos municipios de Caxias do Sul (1), POA (3), Rio
Grande (1) e So Lourengo do Sul (1) (CEVS, 2020).

Nesse trabalho, ao realizar a busca nos sistemas do Datasus, Sinan net e boletins epidemiol6gicos (CEVS,
2011; CEVS, 2020; OIE, 2021) municipais e estaduais, as informacdes se mostraram conflitantes. No periodo de
2001-2019, contabilizou-se 37 casos autdctones no Datasus, 40 no Sinan net e 31 nos boletins epidemiolégicos
(CEVS, 2011; MS, 2020; CEVS, 2020; OIE, 2021).

Embora as divulgacbes dos dados ocorram em tempos diferentes conforme a esfera piblica, e que
informagdes possam ser perdidas no limbo temporal entre a notificacdo e confirmacgdo dos casos, esperava-se
encontrar congruéncia entre os dados federais (Sinan net e Datasus). Uma vez que casos indeterminados (quando
ndo consta a informagé&o oficial que permita a confirmacao final do diagnéstico e/ou informag6es epidemioldgicas)
sdo computados a parte. Para esse mesmo periodo, por exemplo, ha trés (3) casos indeterminados, sem
classificacdo quanto a area de infeccdo do paciente. Outro motivo possivel para a discrepancia nos resultados, no
periodo analisado, é a metodologia de entrada dos dados pelo Sinan net, que até 2007 considerava apenas a UF de

notificagcdo e ndo a de infeccdo em suas divulgacgdes.
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A partir da descentralizacéo do Sistema Unico de Satide (SUS), os servigos de satide de alta complexidade
ndo estdo disponiveis em todos 0s municipios, e 0s usuarios sdo encaminhados para a unidade mais préxima, onde
provavelmente se deram essas notificacfes de LVH (Pinafo et al., 2020). Assim, podem ocorrer perdas no rastreio

de informacdes epidemioldgicas dos pacientes.

A falta de comunicacéo entre as esferas de gestdo do SUS dificulta o trabalho da vigilancia, a percepcdo
real da prevaléncia e gravidade das enfermidades, implicando diretamente nas acdes de controle e prevencao locais.
No entanto, ndo se pode desconsiderar que os sistemas de informacdo de salde sdo recentes e estdo em processo
de aprimoramento (Zuben & Donalisio, 2016; Marcondes & Day, 2019; Brasil, 2005). A notificacdo da LVC
ocorre de forma menos centralizada comparada a notificacdo de LVH e, apesar da enfermidade constar na lista de
doengas de notificagdo compulséria da Organizagdo Internacional de Saide Animal (OIE), o fluxo para notificar

as suspeitas de LVC, na prética, ainda ndo esti bem estabelecido (Morais, 2020).

De maneira generalista, primeiramente, as suspeitas sdo notificadas pelo médico veterinario a instancia
municipal de salde (que pode receber diferentes denominagdes e fungdes, dependendo de varidveis como o
tamanho do municipio), como: Centro de Controle de Zoonoses — CCZ e Secretaria Municipal do Meio Ambiente,
entre outras, o que causa confusdo nos profissionais, principalmente em municipios considerados indenes. Este
profissional do municipio realizara a coleta e enviar4 o material biolégico ao LACEN-UF para realizacdo dos
testes soroldgicos e notificara a SES. Com o resultado positivo, a SES notifica 0 MS para que as medidas

profilaticas possam ser planejadas (Brasil, 2006).

Cada municipio possui sua propria organizagdo quanto a compilacéo e divulgacéo dos dados, o que gera
dificuldade em evidenciar a real prevaléncia da LVC. O que ndo é um problema restrito ao BR e sim a toda América
Latina. Segundo Marcondes & Day (2019), isso ocorre devido a falta de publicagdes sobre a prevaléncia da LV
em alguns paises, limita¢gdes quanto a metodologia dos estudos que ndo identificam a espécie de Leishmania spp.

envolvidas e a maioria dos animais serem assintomaticos (Morais et al., 2020).

Os casos de LVC sdo mais numerosos que os de LVH e denunciam a falta na contencéo da sua expanséo
no territério galicho. Uma vez que casos caninos precedem os casos humanos, quanto maior o nimero de cédes
infectados, existindo um vetor competente na localidade, maior o risco da exposi¢do da populacdo (Gontijo &
Melo, 2004).

Em 2017 (Gltimos dados disponiveis), foram diagnosticados 477 cées sororreagentes, pelo LACEN-RS,
com distribuigdo em 21 cidades, sendo a maior prevaléncia nos municipios de POA (27,9%), Uruguaiana (20,8%)
e S&o Borja (17,6%) (Barros et al., 2018). A cidade de Uruguaiana é considerada uma zona de transmissao para a
doenca desde 2009, com o registro do primeiro caso autdctone de LVC (Deboni, Barbosa & Ramos, 2011) e a
identificacdo da presenca do vetor. Escobar et al. (2018), ao avaliarem 454 c8es em Uruguaiana detectaram 57,48%
(n= 261) de animais sororreagentes, confirmados através de testes soroldgicas realizados no LACEN-RS. O
municipio é dividido em 25 bairros, dos quais 24 tiveram notificacdo de casos caninos sororreagentes e, quatro
deles (4/24) representam 50% do total de animais diagnosticados. Segundo os autores, os resultados podem ser
associados as boas condigdes para adaptacdo do vetor, justificada pela presenca de area verde maior que 10m?,
considerado como fator de risco (OR=2,53) para LV C (Escobar et al., 2018).
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Em 2011, segundo o Centro Estadual de Vigilancia em Saude do RS (CEVS-RS), os municipios de Barra
do Quarai, Itaqui, Garruchos, Pirap6 e Porto Xavier foram considerados areas de risco para a doenga e, na
sequéncia, Itaqui notificou o primeiro caso autoctone de LVH (Sinan net, 2020). Em 2013, Hirschmann e
colaboradores avaliaram 165 céaes de 12 municipios galichos encontrando trés cdes sororreagentes em Dom Pedrito
(1), Rio Grande (1) e Sao Francisco de Assis (1), evidenciando a circulagdo do parasito nesses municipios, até
entdo ndo considerados para buscas epidemiolégicas pela vigilancia. Entretanto, ndo havia informacéo no estudo

se 0s casos eram autdctones ou aldctones, apenas de que foram notificados aos 6rgaos oficiais.

Em revisdo sobre a enfermidade no RS entre 2008 e 2014, Souza et al. (2014) contabilizaram 34 casos de
LV incluindo LVH e LVC em boletins oficiais e literatura cientifica, sendo a maioria autéctone dos municipios de
S30 Borja (11/34) e POA (7/34). E relevante destacar que 20 dos 34 casos foram encontrados na literatura
cientifica, sendo que 24 eram LVC (70,59%) e 10 eram LVH (29,41%). Também se verifica que os casos de LVH

foram precedidos pelos casos caninos, corroborando com a literatura (Gontijo & Melo, 2004).

No estudo de Riboldi et al. (2018), foram identificados cdes sororreagentes em POA e cidades
metropolitanas. No total foram avaliados 405 animais provenientes de canis de Canoas, Sdo Leopoldo, Novo
Hamburgo e POA, totalizando 10 cdes sororreagentes apenas no DPP®, cinco somente no ELISA e dois em ambos
0s testes. Quanto a essa discrepancia entre os testes, Laurenti et al. (2009;2014) destacaram que o DPP® apresenta
acurdcia de 92.7% detectando animais sintomaticos e assintomaticos em areas endémicas, mas ndo em areas
indenes, o que pode justificar a ndo congruéncia nos resultados dos testes. Testes imunocromatogréficos, como o
DPP®, sdo empregados para triagem pela praticidade a campo e por diminuir a proporcéo de falsos negativos,

visto que as amostras sdo submetidas ao teste confirmatorio (Figueiredo et al., 2012).
3.3LVemSC

O estado de SC faz divisa com PR, RS e fronteira com a AR. Através de dados do Sinan net e Datasus,
observa-se o surgimento de casos de LVH em SC desde 2010, nos municipios de Jaragua do Sul e Florianépolis.
Em 2012 e 2013 casos isolados foram identificados em Blumenau, depois em 2016 nos municipios de Joinville e
Florianopolis houve notifica¢des (Sinan net, 2020; Datasus, 2020). No entanto, apenas em 2017 Florian6polis
notificou o primeiro caso autdctone de LVH (Sinan net, 2020; Datasus, 2020). J& as primeiras confirmacdes de
casos autéctones de LVC ocorreram em 2010, no Canto dos Aragés e na Lagoa da Conceigdo, classificando assim

a capital como area de transmissdo da doenca (Figueiredo et al., 2012; Steindel et al., 2013; DIVE, 2010).

Floriandpolis possui caracteristica ambiental de Mata Atlantica, sendo favoravel a proliferacdo dos
flebotomineos nativos (DIVE, 2018). Segundo o Guia de Orientacdo da Vigilancia da LVC de SC (2018), o
favorecimento da proliferacéo das espécies nativas de vetores na regido, supostamente explicaria a manutengdo da

transmissdo da enfermidade entre os cdes, uma vez que néo foi identificado a Lu. longipalpis.

Ao realizar a busca dos dados oficiais de LVVH de SC no periodo de 2001-2019, observou-se discrepancia
entre os dados do Sinan net e Datasus, semelhante a situacdo do RS. No Datasus foram contabilizados 12 casos
autoctones, trés (3) aloctones e quatro (4) indeterminados, totalizando 19 casos de LVH no estado. No Sinan net,
a totalidade de casos foi de seis (6), observando-se discrepancia de 50% dos casos autdctones entre os dois
sistemas, indicando a necessidade de melhorar o fluxo de informaces e divulgacdo dessas, que servem de base

para o planejamento de agdes preventivas. Segundo o Datasus, 0s municipios que contam com notificacoes de
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casos autoctones em SC sdo nove: Balneério Picarras, Blumenau, Floriandpolis, Itajai, Itapema, Jaragua do Sul,

Joinville, Rio do Sul e S&o José.

O Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Florianopolis, realizou um inquérito sorolégico em caes em
2017, incluindo 36 bairros da cidade e detectou 339 animais soropositivos (~3,4%), indicando a expansdo da
doenca (Pasquali et al., 2019) por toda a ilha. Especialmente no extremo oeste de Santa Catarina, regido de fronteira
com Argentina, ha transmissdo autéctone de L. infantum, confirmada por pesquisas em cdes presentes na regiao,
0s quais serviriam como sinalizadores da existéncia do ciclo epidemiolégico do parasito. Dos 252 cdes analisados
por Maziero e colaboradores (2014), 17,1% (n=43) foram positivos através da técnica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), 19,8% (n=50) por ELISA e 21,8% (n=55) apresentaram fragmentos de DNA
do protozoario por PCR. Do total, 19% (n=48) dos animais foram positivos por dois métodos (soroldgico e

molecular) e destes, 16,7% (n=42) apresentaram manifestacdes clinicas compativeis com LVC.

A Diretoria de Vigilancia Epidemioldgica de SC (DIVE, 2018), contabilizou em Floriandpolis 547 cdes
sororreagentes no periodo de 2011 a 2019. Estudos recentes indicam que as cidades de Sdo Miguel do Oeste e
Descanso, regido oeste de SC, sdo municipios silenciosos (Maziero et al., 2014) e vulneraveis para ocorréncia da
enfermidade (DIVE, 2018). Florianépolis é conhecida pelo turismo, com fluxo de pessoas de diversas partes do
pais anualmente. Além do fluxo migratério intenso, possui densa mata atlantica proxima a regido de praias, onde
permanecem os turistas. A circulagéo de pessoas e animais, oriundos de &reas endémicas como dito anteriormente,
associado & falta de controle sanitario interestaduais desses animais e, ao contato com possiveis vetores
competentes em areas de mata, podem viabilizar a ocorréncia do ciclo de transmissdo da LV, inclusive com a

adaptacao de novos vetores (Dias et al., 2013).
34LVnoPR

O estado do PR tem por limites os estados de SC, Mato Grosso do Sul (MS) e Sdo Paulo (SP) ao norte,
além de fazer fronteira com a AR ao sul e PY a oeste. O primeiro caso de LVH autéctone registrado no PR foi em
2015, em Foz do lguagu (Junior et al., 2015), cidade que faz divisa com PY e AR, estando situada na triplice
fronteira. Entretanto, casos al6ctones foram diagnosticados no estado desde 2001 (Sinan net) e, desde 2012 j&

havia sido identificado o vetor Lu. longipalpis no municipio de Foz do Iguagu (SESA, 2018).

Diferente do que era esperado pelos pesquisadores quanto a instalacdo da LV no PR, a doenca néo teve
sua dispersdo epidemiolégica pela contiguidade de epidemias de outras regifes, sendo em 2012 notificada a
presenca de vetores na regido da triplice fronteira, longe das regides epidémicas (Pasqualli, et al., 2019). Ainda,
Pasqualli et al. (2019), inferem que a dispers&o de L. infantum no centro sul do BR pode ter ocorrido segundo trés
diferentes rotas: da Bolivia aos estados do Mato Grosso (MT), MS e SP através da construcdo do gasoduto Bolivia-
Brasil de 1998 a 2005; do PY para 0 BR apds 2012, através de Foz do Iguagu e Santa Terezinha do Itaipu ou ainda,
que houve o surgimento de um novo cluster de L. infantum no oeste catarinense e ocorreu sua dispersdo para o sul
do PR a partir de 2013.

Dados do Sinan net no periodo de 2001-2019, contemplam 28 casos autoctones de LVH no PR e 15
aléctones, totalizando 43 casos. E novamente, quando busca-se a comparacdo dos dados ndo ha congruéncia entre

estes, encontrando-se 62 casos notificados no Datasus sendo 20 autdctones, 25 aléctones e 17 indeterminados.
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Em 2008, foram avaliadas 364 amostras sanguineas de cdes no CCZ de S&o José dos Pinhais, regido
metropolitana de Curitiba, os animais ndo apresentavam sinais clinicos compativeis com a doenga, sendo
diagnosticado um cdo sororreagente (Frehse, 2008). Tomaz-Soccol et al. (2009), diagnosticaram 14 caes
sororreagentes de 20 animais suspeitos, no entanto, esses apresentavam sinais clinicos caracteristicos da
enfermidade, diferentemente dos cédes avaliados por Frehse et al. (2008), ainda os animais tinham histérico de
viagens para areas endémicas, considerados casos importados de Minas Gerais, MT, MS, Tocantins Sergipe e
Ceara (Thomaz-Soccol et al., 2009).

3.5 Distribuicao geografica dos flebotomineos identificados na regido sul do Brasil

As espécies do género Lutzomyia spp. estdo distribuidas em todo pais, sendo evidenciadas na regido sul
do BR em 2008 (Souza et al., 2008; Brasil, 2016). A Figura 5 apresenta a distribuicdo geogréfica dos flebotomineos
identificados na regido sul do BR. Observa-se que a espécie Lu. longipalpis é a mais comum entre 0s municipios,
sendo a mais ocorrente no RS, embora seja encontrada também no PR, onde foram verificados apenas vetores

dessa mesma espécie. Os municipios de Floriandpolis e POA apresentam maior diversidade de flebotomineos

nativos identificados, sem a identificagdo da Lu. longipalpis, principal espécie incriminada como vetor da LV.

Figura 5. Mapa da regido sul do Brasil evidenciando a distribuicdo geogréfica dos flebotomineos

identificados nos municipios do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

v Vetor Municipio
Presenca de Vetores - Legenda Lutzomyia longipaipis ~ Barra do Quaral
© | 7 Paises da Ameérica do Sul Lutzomyia fischeri Fioriancpolis
N [ Estados brasileiros Lutzomyia neivai Fiorianopolis
Municipios Lutzomyia migonei Florianépolis
g B Barra do Quarai Lutzomyia edwardsi Florianépolis
%{ Bl Fiorianopolis Lutzomyia tupynambai Florianépolis
Foz do Iguacgu Lutzomyia firmatoi Florianopolis
* Ga”'thOS Lutzomyia longipaipis ~ Foz do iguagu
- b Itaqui Lutzomyia longipalpis ~ Garruchos
™ Pirapé Lutzomyia longipalpis  ltaqui
Porto Alegre . . g -
Lutzomyia longipalpis  Pirapd
g B Porto Lucena Migonemyia migonei  Porto Alegre
‘éNo Porto Xavier fg 'y’ g = ! ¢
AR Santa Terezinha do ltaipu Pintomyia fischeri Porto Alegre
I B s30 Borja Nyssomyia neivai Porto Alegre
g S0 Miguel do Iguacu Psathyromyia lanei Porto Alegre
& | Uruguaiana Pintomyia monticola  Porto Alegre
Municipios sem identificacdo | Brumptomyia sp Porto Alegre
g do vetor Lutzomyia gaminarai  Porto Alegre
Oceano g Evandromyia gaucha  Porto Alegre
Atlantico Sistema de Referéncia: Lutzomyia gaminarai  Porto Alegre
SIRGAS 2000. . - ;
uy @ Fonte de dados: IBGE (2019). Lutzomyia longipalpis  Porto Lucena
N Elaborador por: Lutzomyia longipaipis ~ Porto Xavier
— ] Karine Leal e Taina Peres. . . . . .
- Lutzomyia longipaipis ~ Santa Trezinha do taipu
Lutzomyia longipalpis ~ S8do Borja
0
é 80 0 B0 160km|o Lutzomyia longipalpis ~ Sao Migue! do Iquagu
. | — ] o
o . . . i Lutzomyia longipalpis  Uruguaiana
56°0'W 54°0'W 52°0'w 50°0'W 48°0'W 4 gipaip 9

Fonte: Karine Leal & Taind Peres (2021).

Em POA o vetor Lu. longipalpis ndo foi identificado, como ocorreu em outros municipios gatchos com

notificacdo de LVC/LVH, como S&o Borja e Uruguaiana. Segundo informagéo divulgada no boletim municipal de
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salide do RS em junho de 2017, o monitoramento do vetor na cidade é realizado desde 2010, quando foram

observados os primeiros casos de LVC no bairro Agronomia e em partes da regido sul de POA.

Eckert & Souza (2010), em estudo realizado na cidade de Estrela (RS), observaram que as caracteristicas
ambientais onde foram encontrados flebotomineos eram de mata nativa, junto a instalagdes comerciais e habitagGes
humanas. A presenca de vetores (Souza et al., 2015) também foi detectada em areas do peridomicilio, com
presenca de vegetacdo de mata nativa em Santa Cruz do Sul e, em areas de mata ciliar no distrito de Santa Béarbara,

municipio de Cacapava do Sul (Souza et al., 2015).

Segundo Souza et al., (2014), apds inquérito entomolégico foram identificados no bairro Agronomia em
POA diversas espécies de flebotomineos e, em 2015 confirmado o isolamento de L. infantum, ano em que a espécie
Nyssomyia neivai representou 93,16% dos exemplares amostrados. No periodo entre 2003 e 2016, ndo foi
encontrada Lu. longipalpis nos bairros de POA com mata nativa (Souza et al., 2017). Na capital gaucha, assim
como Floriandpolis, encontram-se outros vetores que requerem mais investigacdes quanto a sua competéncia na
transmissdo da enfermidade. Migonemyia migonei e Pintomyia fischeri sdo exemplos de espécies com alto grau
de antropofilia (Galvis—Ovallos et al., 2017). Essas espécies representaram juntamente com Ny. neivai os maiores
quantitativos de captura em levantamentos realizados em POA (Steindel et al., 2013; DIVE, 2010; DIVE, 2018;
Guimardes et al., 2016) e em Floriandpolis (Palatnik & Day, 2011).

Segundo Guimaraes et al. (2016), Mg. migonei faz parte das espécies de flebotomineos permissivas e
competentes a diversas espécies de Leishmania spp., uma vez que verificaram em seus estudos que esta € altamente
suscetivel ao desenvolvimento de L. infantum na América Latina, o que coincide com a alta antropofilia e
abundéncia em focos de LV onde ocorre a infec¢do natural. Segundo Galvis-Ovallos et al., (2017), considerando
que Pi. fischeri tem grande atragdo pelos caninos, a sua susceptibilidade para infec¢do por L. infantum, sua
expectativa de vida infectante e a predominancia da espécie em Embu das Artes (SP), sdo caracteristicas que

evidenciam o seu potencial como vetor do agente etioldgico da LV.

Diferente dos municipios do RS (com excecdo de POA) e PR, em Floriandpolis (SC) nédo foi encontrado
o Lu. longipalpis, sugerindo que outra(s) espécie(s) de flebotomineo(s) atuem como transmissores de L. infantum
na regido. O inquérito entomoldgico realizado na época do surto de LV em Floriandpolis, revelou 12 espécies de
flebotomineos e, foram identificados por PCR, fragmentos de DNA de Leishmania spp. em exemplares de Pi.
fischeri, Mg. Migonei e Ny. Neivai. A presenca do DNA do protozoario nos flebotomineos néo significa que exista
a capacidade vetorial de transmisséo, ou seja, que haja a modificacéo no trato digestivo para a forma infectante de

Leishmania spp. (Junior et al., 2015), mas, enfatiza a necessidade do monitoramento dessas espécies.

A introducéo da LV no sul do Brasil & um evento multifatorial, que ocorreu quase simultaneamente e se
espalhou rapidamente para diferentes areas, indicando uma adaptacédo do parasito e do vetor as condices locais.
Desta forma, é urgente o levantamento entomolégico e soroepidemiol6gico atualizado em &reas de transmissédo, a

fim de verificar as espécies de flebotomineos com capacidade vetorial.
4. Conclusoes

A LV requer um olhar regionalizado, fator que comp@e a complexidade do seu ciclo epidemioldgico. A

prevaléncia da LVVC em éreas endémicas é consideravelmente maior do que a doenga clinica aparente, e um dos
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motivos é a falta da transformacao dos dados em informages Uteis, para que o planejamento das acGes de salde

seja de qualidade, a fim de melhorar a compreensdo do contexto e senso de urgéncia na tomada de decisdes.

Informacg0es obtidas nos sistemas do Datasus, Sinan net, boletins epidemioldgicos municipais e estaduais
e literatura cientifica se mostraram conflitantes em relagéo a notificagdo da LVVH e LVC no sul do pais.

O flebotomineo Lu. gaminarai é uma espécie endémica da regido sul do Brasil e ja foi coletada no
peridomicilio no municipio de POA. Esta espécie ndo é incriminada como vetor de Leishmania spp., no entanto,
requer atencdo dos pesquisadores e da vigilancia entomolodgica, uma vez que apresenta proximidade filogenética

com a Lu. longipalpis.

E oportuno que sejam implantadas medidas visando a educacio epidemioldgica de profissionais da satide
em relagdo as doencas negligenciadas, entre elas a LV. Nesse contexto, incluir as &reas consideradas indenes no
planejamento é relevante, uma vez que os profissionais que atuam nessas &reas podem detectar a ocorréncia
precoce da enfermidade e através da notificacdo de casos possibilitar a implementacdo de medidas sanitarias para
mitigagdo das consequéncias da doenga.
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LVC em &rea indene

Inquérito Soroepidemioldgico de leishmaniose visceral canina (LVC) no sul do Rio
Grande do Sul

RESUMO

Casos de leishmaniose visceral (LV) em humanos costumam preceder casos caninos, sendo
assim, os inquéritos soroepidemioldgicos dos animais em areas indenes representam uma
ferramenta essencial para realizar a vigilancia epidemiologica. O municipio de Pelotas €
considerado indene para LV mas apresenta fatores de risco para instalacdo da enfermidade.
Assim, 0 objetivo desse estudo, foi realizar inquérito soroldégico com o teste
imunocromatografico de triagem DPP® em cdes de Pelotas-RS e cidades limitrofes. Entre
marc¢o de 2019 e janeiro de 2021 foram coletadas amostras de animais dos canis municipais de
Jaguardo e Arroio Grande, do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFPel e amostras de cinco
clinicas veterinarias contemplando seis municipios da regido sul do RS. Dentre os 772 cées
investigados sorologicamente, dez animais foram reagentes, totalizando 1,29% (10/772) do
total de amostras. As amostras positivas foram de animais coletados nos municipios de Pelotas,
Capéo do Ledo, Jaguardo e Sdo Lourenco do Sul, todos considerados indenes para a LVC.
Assim, reitera-se a necessidade e relevancia da vigilancia sentinela para o auxilio no diagndstico
precoce da instalagdo da LV em municipios considerados indenes, permitindo o planejamento

de acOes preventivas e do controle da enfermidade.
PALAVRAS-CHAVE: TR-DPP®, Leishmania infantum, indene, Pelotas.

PATROCINIO: Coordenacdo de Aperfoicoamento de Pessoal de Nivel Superior; Instituto

Carlos Chagas — Fiocruz Parana.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose de importancia mundial com triade
epidemioldgica complexa e de dificil controle. E considerada uma enfermidade emergente por
estar em franca expansao geografica para areas antes consideradas indenes, como o Rio Grande
do Sul (RS) (OPAS/OMS, 2018). A emergéncia da LV vem sendo associada a fatores
demograficos, ecoldgicos, ambientais, resisténcia e selecdo do protozoario a terapéutica
disponivel, resisténcia dos vetores aos inseticidas, rapidez e intensidade de mobilizacdo das
populagdes no processo de globalizacao e desigualdades sociais, principalmente nos complexos
urbanos que favorecem a disseminacéo da enfermidade (BRASIL, 2006). O Brasil possui um
plano de prevencéo e controle frente a LV conhecido como PVC-LV baseado em trés pilares
principais: diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos; diagndstico e eutanasia dos
reservatorios caninos; vigilancia e controle dos vetores através de inquéritos entomolégicos e
controle quimico (BRASIL, 2006). A notificacdo da suspeita da LV tanto para humanos quanto
para caninos é compulsoria (MORAES, 2020). Na prética, o fluxo para realizar a notificacdo
da suspeita de leishmaniose visceral canina (LVC) nédo estd bem estabelecido, principalmente
em areas ndo endémicas, 0 que evidencia a falta de preparo dos municipios para agirem frente

as suspeitas.

A vigilancia de casos de LVC ocorre de maneira mais ativa em areas endémicas,
conforme preconizado pelo PVC-LV através de inquéritos soroepidemioldgicos, no entanto,
mesmo assim o indice de subnotificacbes é alto nessas regides, principalmente devido a
principal estratégia de controle do reservatério canino estipulada pelo Ministério da Satde (MS)
desde o surgimento da doenca no pais, ou seja, a eutanasia de animais infectados e/ou doentes

(DANTAS-TORRES et al., 2019; GRISOTTI & AMORIM, 2020).

O cdo é o principal reservatério urbano da Leishmania sp. (MARCONDES & ROSSI,

2013) e apresenta intenso parasitismo cutaneo, servindo assim, como eficiente fonte de infeccéo
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para os flebotomineos (BRASIL, 2006). Segundo Quinell et al., (1997), um Unico animal
infectado pode ocasionar a infec¢do de até seis animais, além disso, a LV C costuma preceder a
leishmaniose visceral humana (LVVH). Pelos motivos expostos, considera-se que a infeccéo
canina e os casos de LVC servem como indicadores da circulagdo do parasito e/ou sua
transmissdo (BRASIL, 2006). Sendo assim, o monitoramento dos indicadores constitui uma
ferramenta essencial para vigilancia da enfermidade, assim como a avaliacdo das medidas de
controle (VASCONCELOS et al., 2013) e esta alinhado ao conceito de saude Unica (One

Health) (MIRO & LOPES-VELEZ, 2018).

A busca por melhorias nas técnicas de diagnostico sorolégico da LVC, diante do desafio
para a salde publica que esta representa, levou a alteracao no protocolo instituido pelos érgéos
oficiais. Até 2011 era recomendado pelo Ministério da Saude (MS) a realizacdo do teste
soroldgico imunoenzimatico (ELISA) para triagem, e o teste sorolégico de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para confirmag&o dos casos de LVC, o que tornava o diagnostico mais oneroso
e demorado, além de requerer instalacdes laboratoriais e mao de obra qualificada (BRASIL,
2006). Visando a melhor operacionalizacdo dos inquéritos soroepidemioldgicos a campo pelos
agentes de salde, dentre outros motivos, foi desenvolvido o teste soroldgico Dual Path
Platform - DPP®, utilizado para triagem dos animais em substituicdo ao ELISA que passou a
ser o teste confirmatorio (BRASIL, 2011). O DPP® apresenta alta sensibilidade e objetiva
diminuir o nimero de diagnosticos falsos negativos, sendo um teste impregnado com antigeno
recombinante rK28 (uma quimera resultante da combinagéo de antigenos K9, K26 e K39) de
L. infantum (PATTABHI et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2018). Apesar das caracteristicas e
da facilidade de aplicacdo, o teste imunocromatogréafico € motivo de polémica e discussdes
quanto a sua acurécia, principalmente no que diz respeito a sua sensibilidade para deteccao de

animais infectados e assintomaticos (GRIMALDI et al., 2012).
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O controle da enfermidade nos municipios é realizado através dos inquéritos
soroepidemioldgicos organizados pela vigilancia epidemioldgica, mas essa operagdo ndo ocorre
com a frequéncia adequada, ndo conseguindo detectar e prevenir a instalacdo da doenca em
municipios sem notificacdes prévias, naqueles considerados indenes, como € o caso de Pelotas
no estado do Rio Grande do Sul (RS) e regido. Esse fato deve-se principalmente a falta de
insumos disponiveis para 0s municipios que, na visao da gestdo administrativa da saude, possuli
outras prioridades. Apesar de compreensivel essa medida, é importante ressaltar que a LV néo
é uma doenca passivel de erradicacdo ap0s sua instalacdo e, que 0s custos com prevencdo sao
menores do que aqueles dispendidos para a contencdo da doenca, tornando-se relevante a

vigilancia sentinela em regides consideradas indenes (ZUBEN & DONALISIO, 2016).

O municipio de Pelotas tem uma area de 1.609,708 km?2 e faz limite com vérios
municipios, incluindo Sdo Lourenco do Sul ao norte, Cangucu e Morro Redondo a oeste, Capéo
do Ledo e Rio Grande ao sul. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
em 2020 a cidade tinha uma populacédo estimada de 343.132 pessoas, sendo que em 2010 tinha
uma populacédo urbana de 306.193 e rural de 22.082. No ano de 2017, 1,11% de internagdes nos
hospitais ocorreram por doencas associadas ao saneamento ambiental inadequado, o que
representa um dos fatores de risco ligados a criacdo e disseminacdo da LV, caso existam vetores
competentes na regido. Ainda, como importantes fatores de risco para a instalacdo da LV em
Pelotas, tem-se um fluxo intenso de pessoas e animais, visto que esta possui um polo
universitario e faz limite com a cidade portuaria de Rio Grande, que também conta com um
polo universitario federal, além de estar proxima de cidades fronteirigcas que ja relataram casos

autoctones de LV, assim como com o Uruguai (SALOMON et al., 2011).

Neste sentido, as universidades podem auxiliar os municipios de maneira estratégica
para 0 combate e a prevencgdo de enfermidades, principalmente naquelas que oferecem risco

eminente e para as quais ndo ha recursos especificamente destinados para a prevencdo no
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municipio, visto a disponibilidade dos mesmos, sejam eles financeiros ou humanos (KOGLIN
& KOGLIN, 2019). Ainda, os inquéritos soroepidemidgicos sdo ferramentas diagndsticas Uteis
para compreender a situacdo de saude-doenca em uma populagdo, possibilitando averiguar a
incidéncia e a prevaléncia das enfermidades podendo ser executados com mao de obra

académica através dos projetos de pds-graduacdo (MALTA et al., 2008).

Em virtude do processo de expansao da LV para a regido sul do Brasil, com registro de
casos autoctones em municipios proximos a Pelotas e regido, como Porto Alegre, assim como
no pais de fronteira Uruguai e, diante das dificuldades operacionais de vigilancia
epidemiol6gica em é&reas consideradas ndo endémicas, objetivou-se realizar inquérito
soroepidemioldgico canino, avaliar a distribuicdo geogréfica e sinais clinicos dos animais
sororreagentes de Pelotas e municipios do sul do RS, assim como analisar os fatores

predisponentes a enfermidade na regido do estudo.
MATERIAIS E METODOS

Durante os meses de mar¢o de 2019 a janeiro de 2021 foi realizado o inquérito
soroldgico para LVC utilizando o teste rapido (TR) imunocromatografico Dual Path Platform
(DPP®), executado conforme instrucbes do fabricante (Bio-Manguinhos). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da UFPel (CEEA-UFPEL 92.242.080/0001-00). As amostras
foram provenientes de coleta por conveniéncia, incluindo animais com ou sem suspeita de LVC
de cédes atendidos no Hospital Veterinario (HCV-UFPel), de canis municipais de dois
municipios e de clinicas veterinarias parceiras. Quanto as amostras provenientes dos canis,
foram coletados todos os animais que estavam presentes no dia da coleta. Para o teste, foram
colhidos em média 3 ml de sangue de cada animal, por meio de venopungdo das veias cefalica
ou jugular e, acondicionados em tubos estéreis contendo anticoagulante (acido etilenodiamino
tetra-acético- EDTA). O sangue total foi centrifugado para obtencdo de soro e armazenado no

Laboratorio de Andlises Clinicas do (HCV-UFPel) a -4°C. Ao diagnosticar um teste reagente
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estabelecia-se contato com o medico veterindrio que havia encaminhado a amostra ou canil
municipal para que as providéncias legais fossem tomadas pelos profissionais, sendo este o
responsavel pela notificagdo do caso junto a Secretaria Municipal de Salde e, continuidade
operacional para a realizacéo do teste confirmatdrio (ELISA).

Foram avaliadas amostras provenientes de cdes atendidos por clinicos veterinarios nas
cidades de Pelotas, Capdo do Ledo, S&o Lourenco do Sul, Rio Grande, Arroio Grande e
Jaguardo, todos municipios da regido sul do RS. N&o houve homogeneidade no numero de
amostras referente aos municipios, uma vez que a demanda dependia do interesse dos
profissionais em enviar as mesmas para realizagdo do teste e, tratando-se de uma area
teoricamente indene ndo é comum a inclusdo da suspeita de LVC entre os profissionais.
Segundo o PVLC os municipios do estudo estdo classificados com transmissao de LV, sendo
silenciosos, ndo receptivos e vulneraveis. Apos a identificacdo de positivos no teste DPP, foram
avaliados os dados de distribuicdo geografica e sinais clinicos dos animais sororreagentes,

através de contato com os médicos veterinarios responsaveis.
RESULTADOS

Dentre os 772 cées investigados sorologicamente com o0 TR-DPP®, dez (10) animais
foram sororeagentes, representando 1,29% (10/772) do total de amostras. A amostragem total
e a distribuicdo de animais sororreagentes, em relacdo aos locais de origem das amostras, estdo
representados na Figura 1. Quanto ao numero de caes coletados em cada local do estudo, este
foi determinado de forma aleatdria (amostra por conveniéncia), através do encaminhamento de
amostras pelos médicos veterinarios Cabe ressaltar que os animas do Canil Municipal de
Pelotas sdo atendidos pela equipe do HCV-UFPel e portanto, varias amostras deste local foram
avaliadas e testadas para LVVC, embora ndo tenha sido realizada uma coleta especifica no local

como ocorreu para os canis de Jaguaréo e Arroio Grande. A distribuigcdo das amostras coletadas
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para realizacdo do TR-DPP® por municipio (Arroio Grande, n=105; Jaguardo, n=80; S&o

Lourengo do Sul, n=2; Pelotas, n=583; Rio Grande, n=2) esta apresentada na Figura 2.

O municipio de Pelotas apresentou cinco (5) cdes sororreagentes distribuidos entre os
bairros Areal (1), Centro (1), Porto (2) e Navegantes (2). O municipio de Capédo do Ledo
também apresentou uma (1) amostra sororreagente (HUV-03) no bairro Cerro do Estado. No
canil municipal de Jaguardo verificaram-se trés (3) amostras sororreagentes, com todos cées
sororreagentes provenientes do sudeste da area urbana do municipio. No municipio de Sao
Lourenco do Sul obteve-se uma (1) amostra sororreagente no bairro Sete de Setembro. Na
Figura 3 é possivel observar a distribuicdo espacial das amostras de cdes sororreagentes no teste

de acordo com os bairros dos municipios que compuseram a area de estudo.

Dentre 0s animais reagentes no DPP® apenas 03 tiveram suspeita clinica de LVC, sendo
que 0s outros cdes (n=7) apresentaram sinais clinicos inespecificos ou nao apresentavam
nenhum sinal clinico (Tabela I). Na Tabela | é possivel observar as suspeitas clinicas dos
profissionais médicos veterindrios que encaminharam as amostras para testagem, 0s sinais
clinicos dos animais e a origem desses animais sororreagentes no DPP®. Para dois dos sete
animais testados (CP-01 e CP-02), foi realizado o teste soroldgico confirmatdrio ELISA pelo
Laboratorio Regional do Estado do RS (LACEN/RS) apds a notificacao pelo profissional que

encaminhou a amostra para o teste a Secretaria Municipal de Saude (SMS).

DISCUSSAO

Este trabalho constitui-se no primeiro inquérito soroldgico de LVC no municipio de
Pelotas-RS e cidades limitrofes. Dentre os cdes investigados com 0 TR-DPP® obteve-se 1,29%
(10/772) de animais sororreagentes. Pesquisadores gauchos e orgdos oficiais tém realizado

inquéritos soroepidemioldgicos no RS para melhor compreender a dindmica da LVC no estado
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(RIBOLDI et al., 2018; DE CARVALHO et al., 2018; TEXEIRA, 2014). Em 2017 (ultimos
dados oficiais disponiveis) foram diagnosticados 477 cdes sororreagentes pelo LACEN/RS
distribuidos em 21 cidades, sendo a maior prevaléncia nos municipios de Porto Alegre (27,9%),

Uruguaiana (20,8%) e Sao Borja (17,6%) (CEVS, 2017).

No estudo realizado por Riboldi et al. (2018), foi descrita a prevaléncia de 4% de LVC
na regido metropolitana de Porto Alegre através de testes soroldgicos, confirmados por qPCR
(Real-time Polymerase Chain Reaction). De Carvalho e colaboradores (2018) ao avaliarem a
presenca do DNA de Leishmania infantum em amostras soroldgicas (n=140) de caes
sintométicos e assintomaticos, previamente avaliados pelo DPP® e ELISA, encontraram
concordancia moderada entre os testes soroldgicos e moleculares. Segundo os autores, a baixa
acuracia encontrada nos testes soroldgicos confirma a necessidade de melhores testes
confirmatdrios, principalmente devido a baixa carga parasitaria e niveis de anticorpos anti-

Leishmania nos animais com perfil clinico assintomatico.

A alta sensibilidade é uma caracteristica necessaria ao se utilizar testes de diagnostico
como uma ferramenta de triagem para o PVC-LV (FIGUEIREDO et al., 2018), e 0 DPP® é um
teste soroldgico que cumpre esse requisito, requerendo um segundo teste, mais especifico, como
confirmatdrio (LAURENTI et al., 2014). O DPP® apresenta alta sensibilidade (98%) para
identificacdo de animais com sinais clinicos e menor sensibilidade para cdes assintomaticos em
areas indenes (47%) (GRIMALDI et al., 2012). No entanto, Laurenti et al. (2014),
demonstraram que em areas endémicas o DPP® foi capaz de detectar cdes sintomaticos (89,4%)
e assintomaticos (92,1%) em proporc¢des muito proximas. Em concordancia com GRIMALDI
et al. (2012), no trabalho realizado por FIGUEIREDO et al. (2018) para validacdo do DPP®,
verificou-se que a sensibilidade do teste diminuiu gradualmente com a redugdo da
sintomatologia nos animais, atingindo nivel mais baixo (75%) nos cées assintomaticos, sendo

gue a especificidade diminuiu gradualmente com o aumento dos sinais clinicos nos caes,
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atingindo o nivel mais baixo nos animais sintométicos (56%). Apesar de reconhecidamente a
sensibilidade do teste diminuir em animais assintomticos e provenientes de &reas nao
endémicas, o DPP® foi capaz de detectar dez (10) animais positivos neste estudo, sendo dois
(2) deles confirmados por ELISA posteriormente pelo LACEN/RS, ap6s notificacdo dos casos

a Secretaria Municipal da Satde pelo médico veterinario.

O estado do Rio Grande do Sul faz fronteira com o Uruguai a sudoeste e com a
Argentina a noroeste, enquanto os estados de Santa Catarina e Parana sao fronteiricos com o
Paraguai a oeste. Observou-se que trés (3) animais sororreagentes tinham origem ou residiam
em cidade de fronteira com o Uruguai (Jaguardo) e um (1) em cidade de fronteira com a
Argentina (Uruguaiana). No canil municipal de Jaguardo foram coletadas amostras de 80
animais e verificou-se trés (3) amostras sororreagentes no DPP®, sendo todos os animais
provenientes do sudeste da &rea urbana do municipio. Jaguardo faz fronteira com o Uruguai,
local em que ja foi notificada a presenca do vetor da LVC em 2010 (SALOMON et al., 2011)
e na Argentina em 2004 (SALOMON et al., 2001), o que pode indicar uma possivel migracdo
do flebotomineo entre paises. Uma das amostras sororreagente (CP-02) desse estudo pertencia
a um céo que residia em Uruguaiana/RS e frequentemente se deslocava para Pelotas com a
tutora. Para esse animal foi realizado DPP® e ELISA, este ultimo apenas pelo LACEN/RS. O
animal apresentava lesdes de pele, onicogrifose e alteracdes reprodutivas. Acredita-se que o
mesmo tenha se infectado no municipio de Uruguaiana que é endémico para LVC, mas nédo

pode-se afirmar com certeza uma vez que se deslocava com frequéncia para Pelotas.

Os animais recolhidos pela prefeitura e abrigados no canil municipal de Jaguardo sao,
na sua maioria errantes, portanto, sem histérico de origem, ndo sendo possivel distinguir se sdo
nativos de Jaguardo e se infectaram na cidade ou, se ocorreu a infec¢do no pais vizinho e
migraram para Jaguardo, onde foram recolhidos. O fluxo migratério de pessoas e animais sem

controle sanitario pode favorecer a dispersdo de agentes infecciosos, a semelhanga do que
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ocorreu com o Covid-19, que foi caracterizado inicialmente como um surto na China e em 2020
tornou-se uma pandemia (NASCIMENTO, 2020). A LVC é uma enfermidade de dispersdo
silenciosa, principalmente porque entre 30 e 60% dos animais sdo assintomaticos e nao
despertam suspeita clinica nos médicos veterinarios e também em decorréncia do longo tempo

de laténcia do agente infeccioso da doenga (BRASIL, 2006).

Entre os animais diagnosticados neste estudo como sororreagentes no DPP®, um dos
cées (CP-01) era proveniente de canil comercial do municipio de Osorio/RS e foi adquirido
ainda filhote. O tutor relatou que o cdo apresentava desde jovem lesdes de pele que néo
melhoravam apesar de realizar diferentes tratamentos constantemente (ndo soube informar o
historico de medicamentos ao ser questionado). Neste paciente foi realizado o exame direto e
evidenciado a forma amastigota dentro de macréfagos, além de ser realizado o teste
confirmatério ELISA pelo LACEN/RS, no entanto, ndo foi possivel saber se o animal se
infectou em Pelotas/RS onde residia ou na localidade do canil. Seria importante para prevengédo
da instalacdo da enfermidade em areas indenes a testagem de animais provenientes de canis
comerciais que importam as matrizes de areas endémicas e na triagem de todos os animais
doadores de sangue, uma vez que podem estar infectados e ndo doentes. Relevante ressaltar
também que tem sido descrito, dentre as formas de transmissdo da LVC, o coito (com
transmissédo unilateral do macho para a fémea), a transplacentéria e a transfusdo sanguinea (DE

FREITAS, et al., 2006; NAUCKE & LORENTZ, 2012).

No que se refere a distribuicdo espacial das amostras sororreagentes no DPP® e anélise
ambiental, no municipio de S&o Lourenco do Sul, obteve-se uma (1) amostra sororreagentes
(CP 04) no bairro Sete de Setembro. Esse bairro localiza-se no noroeste da area urbana do
municipio e as analises visuais indicam que seu entorno é caracterizado por areas destinadas a
agricultura ou pecuaria, ambientes com modificagdo antrdpica para a atividade econdmica e

com desequilibrio ambiental, fatores que favorecem o desenvolvimento dos vetores (COSTA,
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2018). Com relacdo a cidade de Pelotas, todos os casos sororreagentes foram no sul do
municipio e se localizavam em &reas urbanas, assim como em bairros proximos ao Canal Sdo
Gongalo. E importante destacar que o ambiente Gmido no entorno de Canais pode favorecer o
acumulo e a decomposicao de matéria organica favorecendo a proliferacdo do flebotomineos,
caso este esteja presente. Além disso, no entorno do Canal S&o Gongalo vivem comunidades
em vulnerabilidade social, na sua maioria formada por recicladores da cidade que vivem em
condicGes precarias de saneamento basico (DO AMARAL, 2012). O municipio de Capéao do
Ledo também apresentou uma (1) amostra sororreagente (HUV-02) no bairro de Cerro do
Estado. Esse bairro encontra-se localizado proximo a areas rurais, a matas nativas e a corpos

d’agua do municipio.

A amostra sororreagente (HUV-02) tratava-se de um cdo que vivia em um abrigo (ONG)
com outros animais recolhidos de diversas localidades incluindo Pelotas e Rio Grande, além do
Capdo do Ledo. O animal, uma fémea jovem, foi encaminhada para cirurgia eletiva no HCV-
UFPel, sendo diagnosticada também com Dictophyme renale. A amostra para realizacdo do
DPP® foi encaminhada apenas para triagem, sem suspeita clinica de LVC. As coinfeccdes de
L. infantum com outros patégenos podem aumentar a suscetibilidade ao desenvolvimento da
LVC (OLIVEIRA et al., 2019), no entanto, existem poucos trabalhos quanto a coinfeccdo com
helmintos. Estudo realizado por Mistieri e colaboradores (2014) em Uruguaiana-RS, com cées
destinados a eutanasia devido ao diagnéstico de LVC através de RIFI (com titulagdo > 1:40) e
ELISA, foi identificou na necropsia o parasito D. renale. Segundo esse trabalho, a falta de
condicBes higiénico-sanitarias sdo geralmente observadas na progressdo da infeccdo por D.
renale e Leishmania sp., sendo possivel que essas condi¢es sejam a ligagdo entre ambas as
enfermidades. No trabalho de DA COSTA et al. (2019) também foi identificada coinfec¢do de
L. infantum e D. renale, e nesse caso 0s autores sugeriram que o fato do animal viver em area

endémica para LVC e ter acesso a um rio onde poderia ter ingerido hospedeiros de D. renale
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poderia explicar a coinfec¢do. Os mesmos autores relataram néo ter havido evidéncias de que
a coinfec¢do do nematddeo e o protozoario tenha aumentado a suscetibilidade a LVC, mas a
alta carga parasitaria de D. renale, associada aos achados de alteragdes histologicas graves e
incomuns, podem ter sido em decorréncia da coinfeccdo com L. infantum. Em Pelotas ja foi
confirmada a ocorréncia de D. renale em amostras de solo e urina de cdes e gatos, indicando
que os ovos do parasito estdo presentes no ambiente urbano e que caninos e felinos apresentam-
se parasitados, representando um risco para a satde publica (PERERA et al., 2017). Além dessa
coinfeccdo com D. renale podem ocorrer confec¢Bes com outros parasitos como Babesia spp.

e Anaplasma spp., que séo transmitidos pelo Rhipicephalus sanguineus (RIBEIRO et al., 2019).

Das duas (2) amostras coletadas em Séo Lourengo do Sul, uma (1) foi reagente no DPP®
(CP-04). O céo foi atendido em clinica veterinaria havendo a suspeita de LVVC, embora o
paciente apresentasse sinais clinicos inespecificos, como inapeténcia e anorexia. No historico
do paciente foi possivel constatar que 0 mesmo era natural de Minas Gerais (MG), area
endémica para LVVC, e migrou para Sdo Lourenco do Sul junto com os tutores. Pelo historico,
suspeita-se que o cdo possa ter se infectado em MG e manifestado os sinais clinicos no

municipio gatcho.

Das amostras de cdes de Pelotas, a maioria foi encaminhada para triagem, sem haver
suspeita clinica de LVC, com excecdo de duas (CP-01; CP-02) que foram especificamente
encaminhadas pela suspeita clinica de LVC. Foram sororreagentes no total seis amostras
coletadas em Pelotas. Todos os animais com DPP® reagente ndo eram naturais de Pelotas,
sendo que um (1) realizava fluxo migratério frequente com os tutores naturais de Uruguaiana-
RS (CP-02), municipio endémico para LVC; um (1) animal tinha origem de um canil comercial
localizado no municipio de Osorio-RS (CP-01) e desde jovem apresentava lesdes cutaneas de
carater crénico, com tentativa de diversas terapéuticas sem sucesso. Ja o animal (CP-04) era

natural de Curitiba-PR e apresentava alteragdo cardiaca (ICC), motivo da consulta na clinica
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sendo o resultado positivo do teste um achado. Curitiba conta com casos al6ctones de LVC
desde 2004 (Thomaz-Soccol et al., 2009). Em estudo realizado por pesquisadores do estado,
sobre a provavel origem da disseminagdo da LVC para regido centro-sul do Brasil, foram
levantadas trés hipoteses: de que isso poderia ter ocorrido através da construgdo do gasoduto
Bolivia-Brasil entre 1998-2005, com fluxo migratdrio intenso de trabalhadores do norte, regido
endémica para a enfermidade; pelo surgimento de um novo cluster de L. infantum no oeste
catarinense e sua dispersdo para o sul do Parand a partir de 2013 ou, pela disperséo pelo

Paraguai pelo lado brasileiro da triplice fronteira (PASQUALI et al., 2019).

Em relacdo as amostras coletadas no municipio de Rio Grande, embora estas ndo tenham
sido reagentes, novas coletas deverdo ser realizadas devido ao nUmero de amostras (n=2) nao
ser representativas do municipio. O estudo epidemioldgico de Rio Grande quanto a presenca de
L. infantum é necessério considerando-se a importancia econdmica do Porto do Rio Grande,
sua posicao estratégica, as alteracfes estruturais e demograficas do municipio nos ciclos de
economia portudria quando grandes obras federais ocorrem, uma vez que costumam dispor de
mdo de obra miscigenada com fluxo migratdrio intenso de trabalhadores de todas as regides.
Nesse contexto, e, considerando localmente a semelhanca das hipdteses do estudo realizado por
Pasquali et al. (2019) quanto as provaveis vias de disseminacdo da LV para o sul, a cidade
portuaria de Rio Grande apresentou entre os anos de 2005 e 2014, um grande contingente
migratdrio de trabalhadores oriundos de diversos estados brasileiros, principalmente do norte
para construcdo da plataforma P53 (DORNELES, BORGES & POTTES, 2011; FENNO &
MADONO, 2013). Rio Grande é uma cidade historicamente com ciclos de alto
desenvolvimento econdmico, como esse proporcionado pela construgdo da P53, e declinios
como foi verificado com a extingdo de muitos empregos no fechamento da plataforma em 2014
(SOUZA, 2014). Pensando nessa perspectiva, uma hipotese importante de ser investigada

quanto a dispersdo da LV no sul do RS, seria a relacdo dessa migracdo em massa como uma
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possivel via de insercdo da circulacdo de L. infantum na regido, de maneira silenciosa devido

ao fluxo migratério intenso de trabalhadores e seus animais infectados.

Além disso, a cidade oferece condic¢des propicias para o desenvolvimento do vetor, com
baixa qualidade de saneamento basico, alta umidade e alto indice de desemprego,
principalmente em épocas de declinio de investimentos no municipio, o que resulta no aumento
de pessoas em condigdes de vulnerabilidade social mais suscetiveis a enfermidades. Aliado a
esse fato, Pelotas e Rio Grande possuem poélos universitarios federais que incluiram a partir do
ano 2009 o Processo de Selecdo Unificado (Sisu), acdo criada pelo governo federal com
objetivo de facilitar o ingresso universitario. Esse fato resultou em uma mudanca no perfil
étnico dos universitarios de todo Brasil e no RS ndo foi diferente, com estudantes de fora do
estado representando maioria, comparado ao nimero de estudantes gatchos nas universidades

do Rio Grande do Sul (NOGUEIRA et al., 2017).

O Sisu favoreceu a migracdo interestadual de estudantes universitarios causando
impacto na economia de cidades que se tornaram poélos universitarios, mas nem todos os
municipios estavam preparados estruturalmente para atender a alta demanda migratéria. Esses
imigrantes podem também ter contribuido para a dispersao do parasito e, uma vez que exista o
vetor da LVC ou que haja o desenvolvimento da competéncia vetorial de um inseto nativo da
regido, haveria a progressao do ciclo de transmissdo. Importante lembrar também que Rio
Grande conta com uma area litoranea (Praia do Cassino) com grande fluxo de estrangeiros
provindos de paises vizinhos no verdo. Destaca-se ainda que Pelotas € uma cidade préxima a
fronteira com paises que ja notificaram casos de LVC, como o Uruguai, € que ndo ha o
estabelecimento de uma guia de transito para pequenos animais (GTA) que possibilite o

controle sanitario desses nas viagens.
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CONCLUSAO

Assim, os resultados demonstram que a regido de estudo, apesar de néo ser classificada
como endémica, apresentou animais sororreagentes no teste sorolégico de triagem DPP®
alertando para 0s riscos iminentes para a regido, podendo culminar, em um futuro proximo, em
grave problema de satde publica, caso medidas de adaptacdo e mitigagdo ndo sejam tomadas.
Isso reitera a necessidade e relevancia da realizacdo da vigilancia sentinela para o auxilio no
diagndstico antecipado da instalacdo da L\VVC em municipios considerados indenes, permitindo
o melhor planejamento de agdes preventivas e do controle da enfermidade, sabidamente ndo
passivel de erradicacdo. Todas as inferéncias citadas que poderiam interferir na implantacéo e
evolugéo da LVC na regiéo de estudo (migracao de trabalhadores para construcdo da P53, fluxo
migratorio inter-paises de fronteira e maior mobilidade dos estudantes no pais) carecem de
investigacdes a serem realizadas e levantam hipGteses para pesquisas futuras. Neste trabalho,
naregido Sul do RS, dentre os cées investigados sorologicamente com 0 DPP®, 1,29% (10/772)
dos animais foram sororreagentes sendo as amostras provenientes dos municipios de Pelotas,

Capédo do Ledo, Jaguardo e Séo Lourenco do Sul, todos considerados indenes para a LVC.
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TABELA | - Dados das amostras de pacientes caninos reagentes no teste soroldgico de triagem

para LVC -DPP®.

Identificagéo Origem do Teste de Elisa
Sinal(is)
do Suspeita Clinica  canino/Local para LvC
Clinico(s)
Animal diagndstico (confirmatorio)
Polidipsia,
Hiporexia, Né&o
*HUV - 01 licc 2Indeterminada/Pelotas
Estenose realizado
Pulmonar
Né&o
HUV - 02 Hepatomegalia  Dioctofimatose 3Capao do Ledo/Pelotas

realizado
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Secre¢do nasal,

Doenca
Mucosas
Imunomediada
Hipocoradas, Né&o
HUV - 03 Linfoma 2Indeterminada/Pelotas
Tosse, Estenose realizado
Gastrointestinal
Pulmonar,
Cardiopatia
Tremores.
Sem suspeita Né&o
CcJ-01 N&o consta Jaguardo-RS
clinica realizado
Sem suspeita Né&o
CJ-02 N&o consta Jaguardo-RS
clinica realizado
Sem suspeita Né&o
CJ-03 N&o consta Jaguardo-RS
clinica realizado
Lesdes de pele, Elisa
unhas, e Reagente
CP-01 LVvC Osorio-RS
citologia com
parasito
LesOes de pele, Elisa
onicogrifose e Reagente
bidpsia
CP-02 LVvC Uruguaiana-RS
inconclusiva;
Alteracdes
reprodutivas
*Descompensa Néo
CP-03 licc Curitiba-PR

cdo Cardiaca realizado
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Inapeténcia, Né&o
CP - 04 4LVC Minas Gerais
Anemia realizado

*Doenca Cardiaca diagnosticada previamente; Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC); 2Amostra
coletada em Pelotas sem origem identificada; *Animal vivia em uma ONG no municipio de Cap&o
do Ledo sem origem identificada; *Leishmaniose Visceral Canina; HUV: Hospital Universitario

Veterindrio CJ: Canil de Jaguardo CP: Clinica Particular

AMOSTRAGEM DO ESTUDO (N =T72)

. . g w “ . . .
Hospital Veterinario m Canil Municipal J @
T+
A )
T I —
467 Amostras 3 positivas 80 Amostras 3 positivas
Clinicas Particulares 02-;0 Canil Municipal A @
4 [
ifsse > T
120 amostras 4 positivas 105 Amostras 0 positivas

FIGURA 1 - Numero de amostras testadas, sororreagentes no DPP® e origem, sendo que as
amostras particulares se referem aquelas encaminhadas por médicos veterinarios clinicos que
realizam atendimentos em Pelotas e municipios vizinhos (Rio Grande, Jaguardo, Capédo do

Ledo).
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FIGURA 2 - Representacdo da distribuicdo das amostras de cées incluidos no estudo, de acordo

com o municipio de coleta para realizacdo do DPP®
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FIGURA 3 - Demonstracéo da disperséo espacial dos cées sororreagentes no DPP® de acordo

com os bairros dos municipios incluidos no estudo.
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3.3 Artigo 3

ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA DE EXTRATOS POLARES E APOLARES DE
PLANTAS DA FAMILIA LAMIACEAE E ANACARDIACEAE CONTRA
LEISHMANIA INFANTUM E LEISHMANIA BRAZILIENSIS
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ATIVIDADE ANTIPROTOZOARIA DE EXTRATOS POLARES E APOLARES DE
PLANTAS DA FAMILIA LAMIACEAE E ANACARDIACEAE CONTRA LEISHMANIA
INFANTUM E LEISHMANIA BRAZILIENSIS

RESUMO

Devido a eminente necessidade da busca de alternativas terapéuticas para o tratamento da
leishmaniose visceral e o grande impacto que elas tém mundialmente na Saude Unica, foi
objetivo deste trabalho avaliar a atividade de extratos hidroalcodlicos e dleos essenciais frente
a Leishmania spp., através do ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) além de avaliar a composicdao quimica dos extratos que
apresentaram atividade anti-leishmania (extrato de Schinus terebinthifolia (EHST) e dleos
essenciais de Rosmarinus officinalis L. (OERO) e Origanum. majorana L. (OEOM). Os dleos
essenciais OEOM e OERO apresentaram atividade frente a Leishmania spp. superior aos
extratos hidroacélicos testados (Origanum. majorana L. - EHOM, Origanum vulgare L. - EHOV,
Thymus vulgaris L. - EHTV, Salvia officinalis L. - EHSO e Rosmarinus officinalis L. - EHRO), com
menor IC50 para Leishmania braziliensis (Lb) quando comparado a Leishmania infantum (Li).
Dentre os extratos vegetais que foram capazes de reduzir em 50% a viabilidade celular do
protozoario na forma promastigota estdo o EHST (17,34 ug/mL -Li/22 pg/mL-Lb) e os dleos
essenciais de OEOM (1,11 pg/mL-Li; 0,35 pug/mL-Lb) e OERO** (estocado durante trés anos)
(2,75 pg/mL-Li; 2,25 pg/mL-Lb) e OERO (1,11 pg/mL-Li; 0,35 pg/mL-Lb). Quanto aos dleos
essenciais OERO e OEOM da familia Lamiaceae, os dois demostraram atividade inibitéria no
crescimento de L. infantum e L. braziliensis e sdo promissores para a continuacao dos estudos
nas formas amastigotas.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmania spp. Produtos naturais. Schinus terebinthifolia. Rosmarinus
officinalis. Origanum majorana.

INTRODUCAO

As leishmanioses fazem parte do escopo de doencas negligenciadas (MAIA-ELKHOURY et al.,
2019) com terapéutica limitada, aumento da resisténcia das espécies de Leishmania spp. e
pacientes com recidivas recorrentes (BALASSEGARAM et al., 2012). Devido a eminente
necessidade de se encontrar alternativas terapéuticas para o tratamento das leishmanioses e
grande impacto que causam mundialmente na Satde Unica, principalmente devido ao
aumento na letalidade (MAIA-ELKHOURY et al., 2019), sendo o Brasil responsavel por mais de
90% dos casos da América Latina, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem priorizado a

busca de compostos farmacoldgicos ativos de plantas medicinais.
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Neste sentido, pesquisas com produtos naturais tém adquirido relevancia significativa,
podendo contribuir com novas opgdes terapéuticas (QUEIRAO et al., 2019), especialmente
guando sdo pautados os beneficios trazidos a populacdo, assim como a facilidade de acesso
de pessoas socialmente vulneraveis a varias espécies de plantas medicinais com atividade
terapéutica (RODRIGUES et al., 2012).Na Lista Nacional de Plantas Relevantes para o Sistema
Unico de Saude (RENISUS) do Brasil, estdo incluidas as familias Asteraceae e Lamiaceae
representando o maior nimero de espécies com atividade anti-leishmania, sendo a maioria

dos estudos brasileiros e cubanos (MARTINEZ et al., 2020).

Extratos vegetais e 6leos essenciais oriundos de plantas da familia Lamiaceae, como dos
géneros Rosmarinnus, Origanum, Thimus e Salvia apresentam promissoras atividades
bioldgicas, entre elas: antioxidantes, antifungicas, antibacterianas, antivirais e antiparasitarias
confirmadas em estudos prévios (CLEFF et al., 2010; GIORDANI, 2017; GUTERRES, 2015;
WALLER et al.,, 2017). Assim como a Schinus terebinthifolia Raddi. (Anacardiaceae), que
apresenta-se amplamente distribuida no Sul do Brasil e demonstra atividades antifliingica,
antibacteriana, entre outras, tanto dos extratos quanto dos éleos essenciais (BIASI-GARBIN et

al., 2016; AZAMBUJA, 2015; GIORDANI, 2013).

Entretanto, estudos utilizando preparacdes de dleos essenciais destas plantas frente a
Leishmania spp. com extratos vegetais e 6leos essenciais ndo sao numerosos na literatura.
Assim, foi objetivo do presente estudo avaliar a atividade de extratos hidroalcodlicos e dleos
essenciais frente a patégenos de Leishmania spp. de interesse humano e veterinario, além de

avaliar a composicdo quimica dos extratos que tiveram atividade anti-leishmania.
MATERIAL E METODOS

Espécies vegetais e preparacdo de extratos

Foi realizada a coleta da planta Schinus spp. em Pelotas, RS (Sul do Brasil, 31°33'02,0' S,
52°16'45,5" W) entre marco e abril de 2015. Amostras das plantas foram depositados no
Herbario da Universidade Federal de Pelotas (Pelotas, RS, Brasil) e identificado como Schinus
terebinthifolia (familia Anacardiaceae, n2 25934). As folhas secas de Origanum vulgare L. (OV),
Origanum. majorana L. (OM), Thymus vulgaris L. (TV), Salvia officinalis L. (SO) and Rosmarinus
officinalis L. (RO) foram adquiridas de distribuidor comercial (Luar Sul Industria e Comércio de

Producgdo, Santa Cruz do Sul/RS, Brazil) possuindo laudo de certificacdo botanica.
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Para a preparacao dos extratos hidroalcoolicos (S. Terebinthifolia - EHST, O. vulgare L. - EHOV,
O. majorana L. - EHOM, T. vulgaris L. - EHTV, S. officinalis L. -EHSO and R. officinalis L. - EHRO),
foram utilizados 100 gramas de folhas secas de cada planta em 500 ml de etanol (70% v/v) e
filtrados em papel filtro (80 g/m2). O extrato foi concentrado em evaporador rotativo sob
vacuo a 50 °C, seguido pela diluicdo em 500 ml de dgua destilada estéril (pH 7,5) (Schiedeck
G, Bevilagua GAP, Bachtigal GF, Bauer MVL. Método de preparo de tintura de plantas bioativas
para fins agricolas. Pelotas: Embrapa Clima Temperado; 2008). Os extratos hidroalcodlicos

foram liofilizados e armazenados sob refrigeracao e ao abrigo da luz.

A extracdo dos 6leos essenciais O. majorana L. (OEOM) e R. officinalis (OERO) foi realizada de
acordo com as orientacdes da Farmacopeia Brasileira IV (1988), sendo o material vegetal
submetido a extracdo com arraste de vapor, em aparelho Clevenger, durante 4 horas. Apds a
extragdo, os 6leos obtidos foram secos com sulfato de sédio anidro, armazenados em frasco
ambar e refrigerados, até a utilizacdo nos testes. O estudo com o OEOM foi realizado em duas
etapas, sendo a primeira com o extrato preparado e utilizado imediatamente para avaliacdo
da atividade antiprotozodria, e segunda etapa, foi realizada apds 36 meses de armazenagem
do dleo essencial, utilizando a mesma metodologia nos dois ensaios, a fim de verificar a

viabilidade do dleo e confirmar a atividade e o tempo de vida util apds o armazenamento.
Andlise quimica dos extratos

Para identificar os compostos presentes nos extratos foi utilizado 20 mg do extrato liofilizado
diluidos em 5 mL de metanol e injetados em sistema LC-MS. Uma amostra de 10 plL do extrato
foi injetada no UFLC (Shimadzu, Prominence) acoplado a um espectrometro de massa
quadrupolo-tempo de voo (Bruker, Impact HD). Os compostos fendlicos foram separados
usando uma pré-coluna C18 (2,0 mm x 4 mm) e coluna Luna C18 (2,0 mm x 150 mm, 100 A, 3
um) (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). As fases mdveis foram: acido férmico aquoso 0,1%
(solvente A) e metanol (solvente B). O gradiente de elui¢do foi de 0-2 min, 10% B; 2-15 min,
10-75% B; 15-30 min, 75% B; 30-32 min 75-10% B; 32-40 min, 10% B, a uma taxa de fluxo de
0,2 mL min-1. A temperatura da coluna foi fixada em 402C. O detector PDA foi configurado
para varrer a faixa de comprimento de onda de 210 a 800 nm. O espectréometro de massas foi
operado no modo de ionizagdo negativa, com tensao capilar ajustada em 4000V, pressao do
gas nebulizador (N2) de 2 bar, gas de secagem a 8 L min-1 e temperatura da fonte de 180 °C.

O equipamento foi calibrado com formato de sédio 10 mM, cobrindo a faixa de aquisicao de
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m / z 50 a 1200. Os compostos fendlicos foram caracterizados por espectros de UV-Vis (220-
800nm), tempo de retengdo em relagdo aos padrdes externos, espectro de massa e

fragmentacdo padrdes.
Analise quimica dos 6leos essenciais

A analise qualitativa e quantitativa dos oleos essenciais foi realizada por meio de
cromatografia gasosa de alta resolugdao com detector de ionizagdo de chama (GC-FID). A
anadlise de CG foi realizada em HP 7820A (Agilent®) equipada com coluna HP-5 (30 m x 0,32
mm x 0,25 mm) a uma temperatura inicial de 70 2C com adi¢do de 3 2C min-1 a 240 2C. A
temperatura do injetor e do detector FID foi de 250 2C e 260 2C, respectivamente. A taxa de
fluxo de hidrogénio, usado como gas de arraste, foi de 3 ml min-1 e a razdo de divisdo de 1:30.
Os o6leos foram diluidos em cloroférmio (1%) e 1 uL foi injetado no cromatdgrafo. A
identificacdo de componentes do dleo foi realizada comparando seus espectros de massa com
o indice de retencdo de Kovats (R.l.). Os dados foram adquiridos e processados usando o

software EZChrom Elite Compact (Agilent).

Ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

para avaliacdo da atividade antiprotozoaria

Os valores de IC50 (concentragdo das drogas capaz de reduzir 50% da viabilidade celular dos
parasitas) frente as formas promastigotas de L. infantum e L. braziliensis foram determinadas
através do ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide). As culturas de promastigotas em fase exponencial de crescimento foram ajustados
para a concentracdo de 1.106 parasitas/mL por meio de contagem em camara de Neubauer e
incubadas (25°C) em placas de 96 pocos com as drogas em diversas concentragdes por 24
horas. Apds a incubacdo as culturas tiveram suas viabilidades determinadas com a adicdo de
20 pL de MTT (5 mg/mL) em cada pogo da placa, seguidos por incubagdo a 36°C por 3 horas e
solubilizacdo dos cristais de formazam com 20 plL de SDS (dodecil sulfato de sédio) 10% e 30
puL de DMSO (dimetilsuféxido) 100%. A leitura da absorbancia dos pogos foi realizada em
espectrofotdmetro a 550 nm. Para cada parasita foi utilizado um controle (sem adicdo de
drogas) ao qual se assumiu 100% de viabilidade celular. Os valores de IC50 foram
determinadas por meio do programa GraphPad Prism (versdo 9.0.0) utilizando-se os valores
de viabilidade celular frente a cada concentracdo de cada droga. Todo o experimento foi

realizado em triplicata.



RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados (Tabela 1) observa-se que os 6leos
essenciais OEOM e OERO apresentaram atividade superior aos extratos hidroacoolicos
testados (EHOM, EHOV, EHTV, EHSO e EHRO), com menores IC50 para L. braziliensis quando
comparada a L. infantum. Entre os extratos vegetais que apresentaram capacidade de reduzir
50% da viabilidade celular dos protozoarios (Tabela 1) destacam-se EHST (17,34 pg/mL-Li / 22
pug/mL-Lb) e os dleos essenciais de OEOM (1,11 pg/mL-Li; 0,35 pg/mL-Lb) e OERO** (2,75
ug/mL-Li; 2,25 pg/mL-Lb) e OERO (1,11 pg/mL-Li; 0,35 pg/mL-Lb), com atividade nas formas

promastigotas de L. infantum (Li) e L. braziliensis (Lb), respectivamente.

Tabela 1. Atividade inibitdria antiprotozoaria de extratos polares e apolares de plantas da

familia Lamiaceae e Anacardiaceae contra 50% (IC50) de Leishmania spp.

Planta

Espécie botanica

Tipo de extrato

Nome popular

Leishmania sp.

ICso (ug/mL)

S. terebinthifolia
S. terebinthifolia
0. vulgare
0. vulgare
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Rosmarinus officinalis
Thymus vulgaris
Thymus vulgaris
Salvia officinalis
Salvia officinalis
Origanum majorana
Origanum majorana
Origanum majorana

Origanum majorana

Hidroalcodlico
Hidroalcoolico
Etandlico
Etandlico
Etandlico
Etandlico
Oleo essencial de 3 anos
Oleo essencial de 3 anos
Oleo essencial
Oleo essencial
Etandlico
Etandlico
Etandlico
Etandlico
Etandlico
Etandlico
Etandlico

Oleo essencial

Aroeira
Aroeira
Orégano
Orégano
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Alecrim
Tomilho
Tomilho
Sélvia
Sélvia
Manjerona
Manjerona
Manjerona

Manjerona

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

L. infantum

L. braziliensis

17,34 pg/mL
22 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
2,75 pg/mL
2,25 pg/mL
0,20 pg/mL
0,14 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
> 100 pg/mL
1,11 pg/mL
0,35 pg/mL
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Com relacdo ao efeito anti-leishmania dos extratos hidroalcoolicos avaliados no
estudo, apenas o EHST apresentou efeito nas formas promastigotas de L. infantum e L.
braziliensis, conforme pode ser observado na Figura 1. O extrato de S. terebinthifolia utilizado
apresentou como 0s principais componentes galato de etila e Acido galico (Tabela 2). Estudo
realizado por Giordani (2017) também demonstrou que os polifendis e flavondides sdo os
principais constituintes dos extratos das folhas de S. terebinthifolius, com relevancia para o
galato de etila. Acredita-se que a presenca de quercetina, miricitrina, entre outros compostos
identificados na andlise do extrato utilizado neste estudo sejam os responsaveis pela atividade

anti-leishmania.

Tabela 2. Cromatograma e estruturas quimicas de compostos identificados no dleo

essencial de Rosmarinus officinalis e suas respectivas massas moleculares (m/z),

tempos de retencdo (min) e area (%):

Composto Massa Molecular

a-pineno (1-m/z136.238; 6.54 min; 11.52%);

Canfeno (2-m/z 136.238; 6.91 min; 3.74%);

Sabineno (3—-m/z 136.238; 7.65 min; 2.24%);

B-pineno (4 -m/z 136.238; 8.05 min; 1.07%);
o -terpineno (5—m/z136.238; 8.75 min; 0.38%);

Ocimeno (6—m/z134.22; 8.98 min; 2.20%);

1,8-Cineol/eucaliptol

(7 -m/z 154.253; 9.23 min; 47.91%);

l-terpineno (8 —=m/z136.238; 9.95 min; 0.28%);
Linalol (9 —m/z 154.253; 11.12 min; 1.09%);
Canfora (10 -m/z 152.237; 12.47 min; 17.92%);
Isoborneol 11 —m/z 154.253; 13.07 min; 5.43%);
4 Terpineol 12 —m/z 154.253; 13.37 min; 0.95%);
a-terpineol

Acetato de bornil
Cariofileno

o-humuleno

(
(
(13 —m/z 154.253; 13.77 min; 4.08%);
(14 — m/z 196.290; 16.42 min; 0.63%);
(

15 -m/z 204.357; 19.89 min; 0.51%);
(16 = m/z 204.357; 20.84%; 0.05%).

Os extratos hidroalcodlicos sdo interessantes para a bioprospeccdo por apresentarem menor
toxicidade e ser possivel produzir em grandes quantidades. A Aroeira-mansa (S.
terebinthifolius) tem se mostrado promissora como fitofdarmaco com muitas atividades

medicinais identificadas (AZAMBUJA, 2015; GIORDANI, 2013; LIPINSKI, 2008; BRANCO NETO
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et al., 2006) sendo a composicdo de S. terebinthifolia varidvel dependendo da parte que é
extraida, se extratos de folhas, frutos e caules e ainda, da sua origem. No Sul do Brasil, em
geral, predominam os monoterpenos, a- e R-pineno, terpinedis, e os sesquiterpenos
germacreno-D, biciclo-germacreno e transcariofileno (DOS SANTOS et al., 2007). Essa planta
apresenta a vantagem de ter extensa distribuicdo no territdrio brasileiro, ocorrendo desde o

Nordeste ao Sul do Brasil.

O o6leo essencial OEOM utilizado nesse estudo, apresentou trés (3) constituintes
predominantes, caracterizados como: terpenos, sendo estes o hidrato de cis-sabineno
(22,20%), 4-terpineol (14,10%) e o y-terpinene (8,90%), seguido de a-felandreno (7,52%), a-
terpineno (6,13%) e hidrato de trans-sabineno (6,40%), como podem ser analisados na Tabela
2. Essa composicdo majoritaria tem sido relatada para o dleo essencial de O. majorana onde
também encontram-se terpenos, flavonoides, compostos fendlicos, glicosideos fendlicos,

hidrocarbonetos e taninos (SALES et al., 2020).

Ao analisar os 6leos essenciais (OEOM, OERO9 OERO12) percebe-se que estes apresentaram
grupos quimicos semelhantes entre si. Porém, os compostos majoritarios se diferiram entre
os géneros Origanum e Rosmarinus. No caso do 6leo essencial de O. majorana, os principais
componentes identificados foram o hidrato de cis-sabineno, 4-terpineol, o y-terpineno, o a-
terpineno, enquanto o dleo essencial de R. officinalis apresentou componentes majoritarios

diferentes, sendo estes o cineol, a canfora e o a-pineno.

Na Figura 1, pode-se observar o efeito dos 6leos essenciais (OERO 9 e OERO 12) sobre as duas
espécies de Leishmania. Embora os extratos sejam oriundos da mesma espécie de planta, de
mesma origem comercial e terem passado pelo mesmo método de extracdao, tiveram
diferentes desempenhos em relacdo a L. infantum e L. braziliensis o que pode ter ocorrido
devido a peculiaridades entre as duas espécies do protozodrio. A diferenca na agao anti-
leishmania spp entre OERO 9 e OERO 12, pode ser atribuida a diferenca na composicdo
quimica, sendo que OERO 9 apresentou como perfil quimico principalmente os compostos
fendlicos 1,8-cineol / eucaliptol (7 - 47,91%), canfora (10 - 17,92%) e a-pineno (11 - 11,52%)

dentre os 16 compostos identificados.

Uma informacdo importante esta relacionada a manutencao de atividade dos 6leos quanto
ao armazenamento. Na avalia¢do das atividades anti-leishmania dos dleos essenciais OERO 12

e OERO 9 verifica-se que houve atividade de ambos. O menor desempenho de OERO 9 pode
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ter ocorrido devido a degradacdo e alteracdes de compostos com o tempo de estocagem (trés
anos). Sabe-se que a atividade dos produtos naturais esta diretamente relacionada com a
composicdo dos extratos e que o tempo de armazenagem pode resultar na volatizacdo dos
compostos. O dleo essencial de alecrim é uma mistura complexa de compostos volateis e altas
concentracdes de 1,8-cineol, canfora e a-pineno estdo presentes na planta cultivada na Sérvia,

Italia e Tunisia (RASKOVIC et al., 2014; MUGNAINI et al., 2012; WALLER et al., 2017).

Diversas pesquisas tém sido realizadas com os 6leos essenciais do género Origanum e
Rosmarinus, sendo que, em sua maioria, os componentes majoritarios identificados sao
semelhantes aos observados nesse trabalho, como é o caso do estudo realizado por Azambuja
e colaboradores (2015) que detectou os mesmos compostos majoritarios nos dleos essenciais
de O. majorana e R. officinalis. Outros autores relatam ter encontrado ainda hidrocarbonetos
monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3-octanona, acetato de
isobornila, terpendides (carnosol, acido carnosilico, acido oleanico e acido ursélico),
flavonéides (diosmetina, diosmina, gencuanina, luteolina, hispidulina e apigenina), além de
acido rosmarinico, acido caféico, acido clorogénico, acido neoclorogénico e acido labiatico

como no trabalho de Silva et al., (2008)

Embora existam estudos comprovando a atividade de alguns componentes majoritarios das
plantas medicinais isoladamente, deve-se considerar a existéncia de efeitos provocados pelo
sinergismo entre todos os componentes do produto, incluindo majoritarios e minoritarios e

sua influéncia no mecanismo de a¢do (HICHEM et al., 2016).

Os flavondides constituem uma importante classe de polifendis, que sdo encontrados em
grande abundancia entre os metabdlitos secundarios das plantas, nas quais sao responsaveis
por desempenhar diversas fungdes como: inseticida, repelente e antimicrobiano. Os
flavonoides presentes nas plantas avaliadas neste trabalho s3ao reconhecidos por
apresentarem inumeras atividades (Rodrigues, 2020). Cumarinas e terpendides tém sido
reconhecidos como agentes anti-leishmania (Rodrigues, 2020). A cumarina simples e seus
derivados, ou seja, 1,2-benzopirona, aurapteno e sesquiterpeno cumarinas, sao ativas contra
o género Leishmania (Bravo et al., 1999; Bashir et al., 2014) e formula¢des nanolipossomicas
de cumarinas foram desenvolvidas para melhorar seu potencial farmacolégico para o

tratamento cutaneo (Mandlik et al., 2020).
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Varios produtos naturais extraidos de plantas, incluindo extratos brutos e moléculas isoladas
(ou seja, flavondides, cumarinas e terpendides) mostraram sua atividade anti-leishmania
devido a uma agdo direta no parasita e/ou na resposta imune do hospedeiro (Rodrigues,
2020). No entanto, é importante destacar que nos extratos brutos os constituintes ativos
estdo normalmente em pequenas concentracdes (BELL, 1980) e isso pode ser um possivel

motivo da reduzida atividade dos extratos hidroalcoolicos frente a Leishmania spp.

Outros estudos podem ser realizados no intuito de testar outras concentragdes e outros tipos
de extratos destas plantas utilizadas no presente trabalho (O. vulgare, O. majorana, T.
vulgaris, S. officinalis e R. officinalis), podendo também ser utilizados dleos essenciais,
compostos isolados e outras partes da planta (folha, raiz, fruto), uma vez que inumeros fatores
interferem na composicao do extrato e consequentemente na sua atividade. Por exemplo, em
relacdo ao extrato EHOM deste estudo, que ndo foi capaz de inibir o crescimento de
Leishmania spp. mas ao ser utilizado o dleo essencial da mesma planta (OEOM) foi observado
efeito positivo na inibicdo frente aos mesmos isolados do protozoario, provavelmente devido
a presenca de terpenos. Ainda, deve-se considerar que os extratos podem ter outras
aplicacdes, como por exemplo, no controle do vetor atuando na interrupcdo do ciclo da
enfermidade. Pesquisas para obtencdo de inseticidas naturais menos poluentes e mais
seletivos para o controle vetorial tem sido desenvolvidas (BOBADILLA et al., 2005; SANTIAGO
et al., 2005; GUISSONI et al., 2013) e sdo necessarias.

CONCLUSAO

O extrato de S. terebinthifolia (EHST) e 6leos essenciais de R. officinalis (OERO) e O. majorana
(OEOM) familia Lamiaceae apresentaram atividade de inibigao no crescimento de L. infantum
e L. braziliensis e se mostram promissores para continuacdo dos estudos frente as formas
amastigotas. Nesse sentido, este estudo contribui para a descoberta e desenvolvimento de
agentes quimicos de origem natural com atividade farmacoldgica, que podem ser utilizados
na prevencao e controle das leishmanioses, doencas infecciosas e vetoriais de alta prevaléncia

no Brasil.
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ANTIPROTOZOAL ACTIVITY OF POLAR AND NON-POLAR EXTRACTS OF PLANTS
FROM LAMIACEAE AND ANACARDIACEAE FAMILY AGAINST LEISHMANIA
INFANTUM AND LEISHMANIA BRAZILIENSIS

ABSTRACT

Due to the imminent need to search therapeutics alternatives for treatment of visceral
leishmaniasis and the great impact they have worldwide on One Health, the aim of this study
was to evaluate the activity of hydroalcoholic extracts and essencial oils against Leishmania
spp. through the colorimetric assay of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), in addition, to evaluate the chemical composition of the
extracts that showed anti leishmania activity (Schinus terebinthifolia [EHST] extracts and
essencial oils of Rosmarinus officinalis L. [OERO] and Origanum majorana L. [OEOM]). The
essencial oils of OEOM and OERO showed activity against Leishmania spp. superior than the
hydroalcholic extract tested (Origanum majorana L. - EHOM, Origanum vulgare L. - EHOV,
Thymus vulgaris L. - EHTV, Salvia officinalis L. - EHSO e Rosmarinus officinalis L. — EHRO), with
lower IC50 for Leishmania braziliensis (Lb) when compared to Leishmania infantum (Li).
Among the plant extracts that were able to reduce by 50% the cell viability of the protozoan
in the promastigote form are EHST (17,34 pug/mL -Li/22 ug/mL-Lb) and essencial oils of OEOM
(1,11 pg/mL-Li; 0,35 pg/mL-Lb) and OERO** (store for three years) (2,75 pg/mL-Li; 2,25
ug/mL-Lb) and OERO (1,11 pg/mL-Li; 0,35 pug/mL-Lb). As for the essencial oils OERO and OEOM
of Lamiaceae Family, both showed inhibitory activity on the growth of L. infantum and L.
braziliensis and are promising for further studies in amastigote forms.

KEYWORDS: Leishmania spp. Natural products. Schinus terebinthifolia. Rosmarinus
officinalis. Origanum majorana.

ACTIVIDAD ANTIPROTOZOARIA DE EXTRACTOS POLARES Y NO POLARES DE
PLANTAS DE LA FAMILIA LAMIACEAE Y ANACARDIACEAE FRENTE A
LEISHMANIA INFANTUM Y LEISHMANIA BRAZILIENSIS

RESUMEN

Debido a la inminente necesidad de buscar alternativas terapéuticas para el tratamiento de la
leishmaniasis visceral y el gran impacto que tienen a nivel mundial en One Health, el objetivo
de este trabajo fue evaluar la actividad de extractos hidroalcohdlicos y aceites esenciales
frente a Leishmania spp., a través de la ensayo colorimétrico de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) ademas de evaluar la composicion quimica de
extractos que mostraron actividad anti-leishmania (extracto de Schinus terebinthifolia (EHST)
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y Aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L. (OERO) y Origanum majorana L. (OEOM) Los
aceites esenciales OEOM y OERO mostraron una actividad superior contra Leishmania spp.,
Thymus vulgaris L. - EHTV, Salvia officinalis L. - EHSO y Rosmarinus officinalis L. - EHRO, con
menor IC50 para Leishmania braziliensis (Lb) en comparacién con Leishmania infantum (Li).
Los extractos vegetales que lograron reducir en un 50% la viabilidad celular del protozoo en
forma de promastigote son el EHST (17,34 ug/mL -Li/22 pg/mL-Lb) y los aceites esenciales de
OEOM (1,11 pg/mL-li; 0,35 pg/mL-Lb) y OERO** (almacenado durante tres afios) (2,75 pg/mL-
Li; 2,25 pg/mL-Lb) y OERO (1,11 pg/mL-Li; 0,35 pg/ml-Lb). En cuanto a los aceites esenciales
OERO y OEOM de la familia Lamiaceae, ambos mostraron actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de L. infantum vy L. braziliensis y son promisorios para futuros estudios en las
formas amastigotas.

PALABRAS CLAVE: Leishmania spp. Productos naturales. Schinus terebinthifolia. Rosmarinus
officinalis. Origanum majorana.
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4 Consideracdes Finais

Conclui-se que existem animais sororreagentes no teste de triagem DPP® nos
municipios de Pelotas, Capao do Ledo, Jaguardo e Sdo Lourenco do Sul e a
constatacdo de animais sororreagentes nos municipios referidos serve de alerta para
a circulacdo do parasito na regido. Sendo assim, ha necessidade de alertar os
profissionais médicos veterinarios de Pelotas e regido para o risco eminente que a
presenca dos animais infectados pode significar. Ainda, ha necessidade de realizar os
testes confirmatérios das amostras sororreagentes do estudo, uma vez que nao foi
possivel a realizacdo durante o estudo, para mapear as areas de onde esses animais
sédo oriundos visando conhecer a epidemiologia da doenga na regido sul do Rio
Grande do Sul.

No screening realizado, o extrato de S. terebinthifolia (EHST) e os 6éleos
essenciais de R. officinalis (OERO) e O. majorana (OEOM) da familia Lamiaceae
apresentaram atividade de inibicdo no crescimento de L. infantum e L. braziliensis e

se mostram promissores para continuacao dos estudos frente as formas amastigotas
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