www.who.int/topics/tropical diseases

Doencas tropicais

negligenciadas
“Neglected tropical diseases (NTD)’

Doencas transmissiveis que prevalecem em climas tropicais e
subtropicais.

149 paises: afetam mais de mil milhGes de pessoas.

Custo economico para paises em desenvolvimento (Miles de
milndes de dolares anuais).



Doencas tropicais
negligenciadas

- Afetam principalmente populacbées que vivem na pobreza,
sem saneamento adequado e em estreito contato com vetores
infecciosos, animais domeésticos e gado.




Doengas negligenciadas

A Ulcera de Buruli

- Tripanossomiase americana ou doenca de Chagas
- Dengue e Chikungunya

- Dracunculose (doenca do verme da Guiné)

- Equinococose

- Trematode de origem alimentar

- Tripanossomiase africana ou doenca do sono

- Leishmaniose

- Lepra (doenca de Hansen)

- filariose linfatica

- Oncocercose (cegueira dos rios)

- Raiva

- Esquistossomose

- Helmintoses transmitidas pelo solo
- Teniase / cisticercose

- Bouba (Treponematoses endémica)
- Tracoma




Introdugao — rlpanossomlase e Ielshmanlose

/Leishmaniose\ /ﬁipanossomias} ﬁripanossomia%

americana africana




Introdugao — Leishmania e Trypanosoma

Classificacao taxondémica v
Ordem Kinetoplastida | |
Familia Trypanosomatidae
Género Blastocrithidia
Crithidia
. / Endotrypanum

i - Herpetomonas
/\ =» [ eishmania
Leptomonas
j 4 v ;15? Phytomonas

i E‘~ Sk Sergeia
J % =2 = Trypanosoma

S R A e Wallaceina




Introdugao — Leishmania e Trypanosoma

Direcdo da natacao

e

Anterior

@

@>——

Posterior

Amastigota

Coanomastigota

@ (B
o e
- X
-

Flagelo

Promastigota

Opistomastigota

Epimastigota

Tripomastigota

Cinetoplasto
Nucleo



Leishmania spp.
Leishmaniose

mcortez@usp.br
BMP0103/5794 — Biologia celular e molecular de parasitas



Introducao — Leishmania

* Membros do género Leishmania infectam

principalmente mamiferos, causando doenca em
caes, roedores e no homem.

- Zoonose onde roedores, caes e demais animais
(gamba) podem atuar como reservatorios.

Reservatorio Real e R. Mortara

Ser humano ou animal, artrépode, planta solo o matéria inanimada (ou
combinacgao destes) no qual um agente infeccioso normalmente vive e
multiplica-se em condicdoes de dependéncia primordial, para a

sobrevivéncia, e na qual se reproduze de modo a poder transmitir a um
hospedeiro suscetivel.



Introdugao — Leishmaniose

- A leishmaniose sao um grupo de doencas causadas por
mais de 20 espécies de Leishmania (parasitos
protozoarios)

- A maioria das pessoas infectadas pelo parasito nao
desenvolvem nenhum sintoma na sua vida.

- Termo leishmaniose refere-se ao fato de adoecer devido
a infeccao por Leishmania e ndo ao simples fato de estar
infectado pelo parasita.




Introdugao — Leishmaniose

» Doenca de distribuicao mundial.
» Caes: forma cutanea e visceral.

» Caes mais jovens e idosos sao mais susceptiveis.

Promastigota penetrando
um macrofago



Introducao — Historia

« Moreira (1895) identificou pela primeira vez a
existéncia do botao endémico dos paises tropicais,
chamando de “Botao da Bahia” o “Botao de Biskra”

« A confirmacao de formas de leishmanias em ulceras
cutaneas e naso-bucofaringeas data do ano 1909,
quando Lindenberg encontrou o parasito em
individuos que trabalhavam em areas de
desmatamentos na construcao de rodovias no interior
de Sio0 Paulo.




Introducao — Historia

Alfonso Splendore (1911) diagnosticou a forma mucosa
da doenca.

Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de Leishmania
(Vianna) brazilienses.

No ano de 1922, Aragao, pela primeira vez, demostrou o
papel do flebotomineo na transmissao da leishmaniose
tegumentar.

Forattini (1958) encontrou roedores silvestres parasitados
em areas florestais do Estado de Sao Paulo




Introducao — Leishmaniose

- Leishmania € transmitida aos animais mamiferos pela
picada de flebotomo fémea infectada - pequeno- s6 2-3 mm
de cumprimento - inseto vetor (familia psychodidae).

b




Introducao — Ciclo bioldgico do flebétomo

7-8 settimane

T= 20-25 °C
17 rel ce, 7 ore bui

/-8 semanas (ciclo biologico)
Temperatura (20-25°)

17 hrs luz ; 7 hrs escuras
Humidade relativa = 95%




Introducao — Caracteristicas do flebotomo

+ 2 e 3 mm de longitude.

Corpo com cerdas cumpridas e finas.
Cabeca de implantagao algo inferior ao
torax.

Aparelho bucal do tipo cortador-chupador,
com pecas bucais curtas, fortes e mais
largas que a cabeca.

Mandibulas bem desenvolvidas.
Palpos divididos em segmentos.
Antenas quase cilindricas.



Introducao — Caracteristicas do flebotomo

- Patas muito cumpridas, apresentando o corpo
algo separado da superficie de pouso.

- Duas asas lanceoladas de quase igual
longitude que o corpo; em repouso, formam
uma “V”.

- Pulo e voo caracteristico.




Introducao — Caracteristicas do flebotomo

Faixa de voo: 200-300 m.

Vida media: 20-30 dias.

Insetos termofagos (produzem pequenos
charcos de sangre para aspirar diretamente).

Cortam terminacdes nervosas originando a
sensacgao de dor ou de "mordedura”. S

Picadura: “azeite fervente respingando”.




Leishmaniose
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Leishmania spp.



Introducao — Leishmaniose humana
* Em humanos:

Cutaneo-mucosa Cutanea difusa
Chappuis et al 2007



Introducao — Leishmaniose humana

Estima-se que de 1.5 a 2 milhdes de pessoas estejam infectadas com
Leishmania.




Introducao — Leishmaniose humana

Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis, worldwide, 2013

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103

Nepal - 28

Iraq - 13
Belgium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar - 8
Russian Federation - 5
Armenia - 2

Finland - 2

Lithuania - 1

Bangladesh - 1
Italy - 1
Czech Republic - 1
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Number of new CL cases
reported, 2013
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The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression Data Source: World Health Organization ,\\\5 Id | h
of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concerning the legal status Map Production: Control of Neglected q \.;3\@, WOf Hea t
of any country, territory, city or area or of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers Tropical Diseases (NTD) ’j}y Organlzatlon

or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not
yet be full agreement. © WHO 2015. All rights reserved

World Health Organization




Introducao — Leishmaniose humana

Cutaneous leishmaniasis

Cutaneous Leishmaniasis Cutaneous Leishmaniasis
Number of cases (2007) Incidence/10.000 (2007)

(o (o
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> 30
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Introducao — Leishmaniose humana

Status of endemicity of visceral leishmaniasis, worldwide, 2013

Countries reported
imported VL cases

Saudi Arabia - 8
Russian Federation - 2
Belgium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1
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of any country, territory, city or area or of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers Tropical Diseases (NTD) \IL\ S5 ,}/ Organlzatlon
or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not World Health Organization SRS

yet be full agreement. © WHO 2015. All rights reserved



Introducao — Leishmaniose humana

Visceral leishmaniasis

Visceral Leishmaniasis Visceral Leishmaniasis
Number of cases (2007) Incidence/10.000 (2007)

(o [ Jo
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[le5-76 [11-5

[ 249 - 264 s5-10

B 392 - 559 10 - 15

> 15
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Introducao — Leishmaniose em animais
Em caes:

Visceral (calazar) Cutanea

Mary Marcondes UNESP - Aracatuba



Epidemiologia — Em caes

BEPA 2013;10(111):3-14

Artigo de atualizagao

Classificacao epidemiologica dos municipios segundo o Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral Americana no Estado de Sao Paulo, para 2013
Epidemiological classification of cities according to the Program of Surveillance
and Control of American Visceral Leishmaniasis in the State of Sao Paulo, updated
in 2013

Osias Rangel™"'; Roberto Mistsuyoshi Hiramoto™"; Liicia de Fatima Henriques'; Helena Hilomi Taniguchi™;

Ricardo Mario de Carvalho Ciaravolo™'; José Eduardo Tolezano™"'; Ana Cecilia Costa Franca" ; Juliana
Yamashiro'' ; Silvia Silva de Oliveira'

'Comité de Leishmaniose Visceral Americana da Secretaria de Estado da Satude de Sdo Paulo; "Supcrintcndéncia de

Controle de Endemias; "Instituto Adolfo Lutz; " Centro de Vigilancia Epidemiologica “Prof. Alexandre Vranjac”,
Sao Paulo, SP—Brasil




— Em caes
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Epidemiologia — Em outros animais

Em animais silvestres:




Epidemiologia — Em animais

Hospedeiro invertebrado:

-Lutzomyia (subgénero) Lutzomyia longipalpis (quadro visceral)
-Lutzomyia (subgénero) Nyssomyia intermedia (principal espécie envolvida

nos quadros cutaneos)

Animais silvestres podem atuar como reservatorios.

Roedores e marsupiais — hospedeiros primarios de LTAs
(tegumentar).

Canideos — hospedeiros primarios de LVA (Visceral).

Transmissao homem — vetor - homem pode ocorrer em alguns
paises.



Epidemiologia — Em cées (outros animais)

Caes: hospedeiro e reservatorio para o homem de L.
donovani e L. chagasi

Caes: leishmaniose pode permanecer inaparente (silenciosa),

portador assintomatico assume papel fundamental.
’ i 19| 3
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Foco de infeccao — Focos da infecgéo?

- Em animais:

Dantas-Torres y Otranto. Parasite & Vectors. 2014



oco de infecgao — Qual é o problema?

animais reservatorios:




LeiIshmaniose— Problema atual

Variedade de animais e ocupacao territorial humana:




Leishmaniose— Outros animais importantes

Braz. J. Vet. Parasitol., Jaboticabal,
ISSN 0103-846X (Print) / ISSN 1984-2961 (Electronic)
Doi: heep://dx.doi.org/10.1590/S1984-29612017001

Leishmania in synanthropic rodents (Rattus rattus):
new evidence for the urbanization of Leishmania
(Leishmania) amazonensis

. . i3 K _\
Leishmania em {388

Eloiza Teles C

Mobnica B




Etiologia




Etiologia — Parasita intracelular |

[ eishmania

Parasitas intracelulares obrigatorios de macrofagos (fagocitos
professionais). Também infectam outros tipos de células
nucleadas.

Quadros variam de acordo com a espécie de Leishmania, assim
como a susceptibilidade genética do inseto vetor e do hospedeiro.

Ha muitas espécies de Leishmania que sao morfologicamente
semelhantes.

A pesar da similaridade morfoldgica, as diferentes espécies 2>
casos clinicos distintos -> diferem quanto a bioquimica e
componentes da membrana.



Etiologia — Parasita intracelular

[ eishmania

Leishmania - divididas em complexos de acordo com a
sintomatologia que causam.

abdominal)

Ha dos sub- géneros: Leishmania e Viannia.

estino posterior

Leishmania Viannia

* 3N



Etiologia — Subgéneros e espécies

Leishmania Viannia

Table 1. Leishmania species and associated human diseases

Disease form New World

Lutaneous

L. (L) mexicana L (L) major

L (L) mexicana complex L. (L) amazonensis L(L) mger complex L (L) tropica

L. (L) pifanai L (L) o=thiopica
L. (L) venezuelensis

) "._T' b Az .'.'.‘e ns .'S
(V.) peruviana
(V) lansani

-

L (Viannia) subgenus

~rererererere

Diffuse cutaneous
L (L) amazonensis L (L) cethiopica
L (L) pifanoi

Mucocutaneous
L (V) braziliensis

L (L.) donowvani complex (L) \asi L (L) infantum*

L (L) donovani

L. infantum and L. chogos are the causatve agents of visceral leshmaniass; however, ases of cutaneous leshmanass have been reported

-

Lipoldova et al. Nature Reviews Genetics 7, (April 2006)




[ eishmania — Formas infectivas

b

Flagelium

Promastigota
Flagellar pocket

Flagellum

Promastigota
metaciclico
(internal),

prociclica
& Early

Kinetoplast

Mitochondrio

R—

Amastigota

}
Endoplasmic
reticulum

Megasome
Nucleus

amastigote

esicular
ubule (MVT)

lysosome
& Glycosome

Besteiro et al 2007




[ eishmania — Formas infectivas

Flagelium

Flagellar pocket

. Flagellum
Kinetoplast (n:ternal) .
Mitochondrion Early Ci netOplaStO

endosome
Kinetoplast

Nucleo
Multi-vesicular
bodies Mitochondrion

Endoplasmic
reticulum

Megasome

Nucleus

Acidocalcisome

N
Besteiro et al 2007

Multi-vesicular
Tubule (MVT)
lysosome




Ciclo biologico — Leishmania e hospedeiros

’ Proliferation in the midgut ‘

R AN
/ Procycllc\%

Amastigotes promastigotes
Metacyclic
promastlgotes
.”v 2\
N

Sandfly bite

Attachment

Phagocyte

2 "‘

Q /Phagolysosome

Intracellular amastigote

Kaye & Scott. 2011. Nat Rev Microbiol.




Ciclo biologico — Leishmania e hospedeiros

OPEN 8 ACCESS Freely available online @. PLOS | PATHOGENS

Pearls

The Cell Biology of Leishmania: How to Teach Using
Animations

Dirceu E. Teixeira'?3, Marlene Benchimol**%, Juliany C. F. Rodrigues®>®7, Paulo H. Crepaldi*?,
3,5,74

Paulo F. P. Pimenta®, Wanderley de Souza

1 Instituto de Bioquimica Médica, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil, 2 Fundacao Cecierj/CEDERJ, Rio de Janeiro, Brasil, 3 Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia, Inmetro, Rio de Janeiro, Brasil, 4 Universidade Santa Ursula, Rio de Janeiro, Brasil, 5 Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil,
6 Nudeo Multidisciplinar de Pesquisa UFRJ-Xerém, UFRJ, Rio de Janeiro, Brasil, 7 Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Biologia Estrutural e Bioimagem, Rio de
Janeiro, Brasil, 8 Centro de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, Minas Gerais, Brasil

https://www.youtube.com/watch?v=wzjSmxThgJO0

https://www.youtube.com/watch?v=m8KTZVU;PWw



Ciclo bioldgico — Leishmania e hospedeiros

B

Stages in insect vector
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2a - Vertebrate host 2b - Invertebrate host

thoracic

promastigote L Y. f abdominal™
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Formas amastigotas




Forma esférica ou oval contendo um flagelo [##
rudimentar. Somente o nucleo e o cinetoplasto sao |
visiveis a microscopia optica. 3

Dimensodes: 2,5 - 5,0 x 1,5-2,0 um.
Multiplica-se por fissao binaria.

Geralmente encontrados em grupos no interior de
macrofagos ou livres apos rompimento de células ip
infectadas. Também observados em ceélulas do
sistema fagocitico mononuclear, presentes em pele,
baco, figado, medula 6ssea, linfonodos.

Amastigota Amastigota



[.eishmania — Formas amastigotas

flagelo

cuerpo basal bolsa flagelar

cinetoplasto

mitocdndria

nucleo
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[_.eiIshmania — Formas amast

nucleo

cinetoplasto

bolsa flagelar

flagelo




Formas promastigotas

De h_w?.m_:o. Zamboni



[.eishmania — Formas promastigotas

De Carvalho, Zamboni

Formas extracelulares encontradas no intestino do XY
inseto vetor. i

Dimensodes: 14,0 — 20,0 x 1,5-3,5 um.

Multiplica-se por fissao binaria e apresenta flagelo
longo, sem membrana ondulante (por¢ao anterior).

Nucleo arredondado/oval, situando-se na regiao
mediana ou anterior do parasita.

Durante a passagem pelo inseto sofrem um processo
de diferenciacdo, denominado metaciclogénese.

2 /
b

procyclic metacyclic
promastigote promastigote




[.eishmania — Formas promastigotas

Promastigotas

Promastigotas Promastigotas em intestino de flebdtomo



Le/shman/a — Formas promastlgotas
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flagelo bolsa flagelar mitocdndria
cinetoplasto




[.eishmania — Formas promastigotas

Cuerpoy
alas peludos

Solo pican
as hembras

_J.. _

n animal enfermo es
picado por un mosquito
FPhlebotomus

No emite
zumbido

Cuando el mosquito vuelve a picar, el
parasito pasa a la sangre del nuevo
huésped, con lo que se disemina

Promastigotes

El parasito se
reproduce en el tubo
digestivo del mosquito

f"'/f-hv\‘ \ T‘f;‘;:‘ ¥

intestino de flebétomo



Patogenia— Fatores envolvidos

Biological cycle of Leishmania spp.

Mammalian
\hosts

—~ \

— AN
\ T~z /|
. \:7// }Z/_'i/ /
,"' > g ‘/_.;,,» - ,/

Neutrophils
osterior gut anterior midgut Cutaneous infection Visceral infection

Va ]—j?i») procychc promashgote A = Ieptomonad promast]gote —@ haptomonad promastlgote

~~_s —nectomonad promastigote =~~~ = Mmetacyclic promastigote @b amastigote

Mule et al.. 2020. Mol Omics.




Patogenia— Fatores envolvidos

Evasao do parasita — Amastigotas sobrevivem e se
multiplicam dentro dos macrofagos, células que deveriam
eliminar agentes invasores.

Resisténcia a digestdo — Os parasitas se albergam nos
fagolisossomos, compartimentos para a digestao de
particulas estranhas.

Diferentes manifestagdes clinicas da doenca: Estado
imune, genético e nutricional do hospedeiro pode alterar o
curso da infeccao.

Tratamento pode desencadear uma manifestacao clinica
muito diferente da original.




Patogenia— Fatores envolvidos

Evasao do parasita

Phagosome

T. cruzi
trypomastigote

Leishmania
amastigote

~ Parasitophorous
vacuoles

Leishmania

promastigote & Toxoplasma gondii
tachyzoite

Phagolysosome

Lysosomes




Patogenia— Fatores envolvidos

Fagocitose - fagolisossomo = baixo pH e atividade microbicida.

pseudopodia EXTRACELLULAR

pathogen

l / antigen

presentation

|

plasma membrane

.«
lysosome ———= X -

vacuole ) phagolysosome
INTRACELLULAR




Patogenia— Fatores envolvidos

Resposta celular: Mecanismos biologicos da célula

Endocytosis/phagocytosis Autophagy

Cell membrane
Exogenous

materials
o Early endosome Autophagosome

/\.  Substrate with
( ﬂi‘ KFERQ-like motif

»~ HSPA8

Antigenic peptide

Lysosome
¢ €
‘ Fe?*

Cell membrane

Mitochondria

‘) “
o® [ §-
Exosomes or small ‘

® interlumical vesicles Cathepsins

Exocytosis Cell death



Patogenia— Fatores envolvidos

Resposta celular: Mecanismos biologicos da célula

Low pH
Active cathepsins

Cytosolic

Lysosomal dysfunction

Release of small
lysosomal content

Membrane alterations
Higher pH
Reduced cathepsin activity

Enlarged Partial LMP

€

Repair of

small ruptures
Lysophagy

\4

CLEAR genes
Autophagosome

Clearance of abnormal lysosomes|
Biogenesis of new lysosomes

Lysosomal membrane permeabilization

Breakdown
of lysosomal
membrane

Release of large
lysosomal content

Partial LMP : N

\
Total lysosome
rupture

Selective
V¥ release of

§7 cathepsins

Massive
yrelease of
enzymes

| €¢C

v
Uncontrolled

cleavage of cellular
) ) components
Mitochondrion

Homeostasis

Cell survival

Cell death




Patogenia— Fatores envolvidos

Resposta celular: Mecanismos biologicos da célula

Amino acids *®

Na*, Ca2* ‘F
PI(3,5P, \
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Patogenia— Fatores envolvidos

- b T Free

{ ol R :
\,‘\ ;‘;’.’ } . ~ uTrojan horse" " promastlgotes
! / 2 -, 4 .

YR Inflammasome l -
b activation &: Q .
TIL-1B .’ “
Infected
neutrophils

MIP-183 \A Infected

macrophages

Dos Santos Meira e Gedamu.. 2019. Microorganisms



Patogenia— Fatores envolvidos

Fagocitose = fagolisossomo = baixo
pH e atividade microbicida.

Dentro do fagolisossomo o
promastigota rapidamente se
transforma em amastigota.

Amastigota é mais resistente a
protedlise, adaptado ao pH acido,
capaz de interferir na atividade
microbicida dos macrdfagos.

L. donovani Ipg-KO

Promastigote ulkng

L. donovani WT

Ufferentabon into amastigote
and repication




Patogenia— Fatores envolvidos

- Amastigota é mais resistente a protedlise, adaptado ao pH acido, capaz
de interferir na atividade microbicida dos macréfagos.




Patogenia— Sistema imune na infecgao
Outros fatores de resisténcia, sobrevivéncia da Leishmania:

e Interfere com a producao de citocinas pelas células do sistema imune
(a resposta celular € a mais importante).

e Inibe a apresentacao de antigenos.

e Modula negativamente a ativacao e o reconhecimento do parasita por
linfocitos T

IFN-y

o

Macrophage Macrophage Macrophage
IL 12

Non-healing infection Healing infection Increased susceptibility

Trinchieri, 2007. JEM



Patogenia— Fatores envolvidos

Diferentes manifestagdes clinicas da doenca

Estado imune, genético e nutricional do hospedeiro pode alterar o curso d
infeccao

Tratamento pode desencadear uma manifestagcao clinica muito diferente
da original.




Formas da doenca em humanos

Forma tegumentaria:

-Forma cutanea localizada
-Forma cutanea difusa

-Forma muco-cutanea
-Forma disseminada

Forma visceral o kalazar




Formas da doenca- Ulcera e nédulo

Outside
Epidermis

Dermis

Hypodermis

Olliaro et al, 2013. PLOS NTD



Formas da doenca

Forma cutanea localizada ou difusa

« Lesoes: ulcerativas ou nodulares com tendéncia a cura espontanea
ou que podem se disseminar por todo o tegumento subcutaneo.

« Parasitas reproduzem-se rapidamente na lesao.
» Parasitas: metade anterior do intestino do flebotomineo.

« Espécies: Leishmania mexicana, L. amazonensis

Leishmaniose cutanea Leishmaniose cutanea difusa



Formas da doenca

Forma muco-cutanea

o Lesdes: ulcerativas tegumentares com tendéncia a invasdo naso-
buco-faringea, causando mutilacoes.

« Parasitas reproduzem-se lentamente na lesao.
« Parasitas: metade posterior do intestino do flebotomineo.

 Espécies: Leishmania braziliensis, L. guyanensis, L. tropica




Formas da doenca

Forma visceral ou calazar

 Lesoes: ulceracoes superficiais tendem a desaparecer; acomete
o figado, baco e medula dssea pode evoluir para o obito.

« Espécies: Leishmania donovani, L. infantum (L. chagasi)




Perfil imunologico— Fatores envolvidos

Normal skin PKDL (non u|cerative) Leishmania
CDA4T cell

Regulatory T
cell

CD8 T cell

Natural killer
(NK) cell

Plasma cell

Monocyte/
macrophage
Activated
" macrophage
2 Parasitized
* macrophage

Dermal DC

Langerhans
cell (LC)

Neutrophil
(PMN)

Mast cell

Keratinocyte




Perfil imunologico— Severidade da doenga

Cutaneous Manifestations

Self-healing CL

Parasite load
Th1 response

CD8+ T cell
cytotoxicity

Severe disease Severe disease
Moderate disease




Leishmaniose— Formas da doenca em caes




Hospedeiro
suscetivel

Exposto ao

Nao exposto parasita

Infectado Nao infectado

Clinicamente

Assintomatico
aparente

Cura clinica Infeccao
espontanea cronica

Historia natural da

leishmaniose canina

Infeccao Infeccao
curada persistente

Curado e livre
de parasitas

Fonte: Moreno & Alvar (2002). Trends in Parasitology 18: 399-405

Reativacao .
. . Assintomatico
clinica




elshmaniose— Formas da doenca em caes

Forma cutanea e Forma visceral:

VIELERINAR!

RARASLEOIOGILE B s




Leishmaniose— sintomas

SINTOMAS NO CAO
SINTOMAS NO HOMEM ) EMACRECIMENTO

MOSQUITO TRANSMISSOR




Diagnostico

Pesquisa do agente

Esfregacos (“imprints”) ou raspados de pele corados por
Leishman, Wright ou Giemsa

Parasitas intracelulares obrigatdrios de macréfagos.

Ulcera tipica da forma Corte histoldgico de uma
cutanea de leishmaniose lesdao



Diagnostico
Pesquisa do AGENTE




Diagnostico

Pesquisa do agente: Exames histologicos: biopsia de
lesoes, linfonodos ou de medula - amastigotas

Aspiracao Medula Ossea esterno cao



Diagnostico

Pesquisa do “material” do agente: Exames histologicos:

biopsia de lesdes, linfonodos ou de medula - amastigotas
PCR

I

Figura. Pacientes PCR-positivo e PCR-negativo. PM= peso

molecular 100 pb; Lb= L. braziliensis (controle+); POGOS

}=pacientes PCR-positivo; pogos 4-6= pacientes PCR

negativo; poco 7=controle- (indiv iduo nao-intectado); POCoO
8=controle- (sem DNA



Diagnostico
Exames soroldgicos para pesquisa de anticorpos
« Imunofluorescéncia indireta (teste padrao) — conhecido
como RIFI

Tampao

Amostra

RIFI Tampio =

« ELISA
- hemaglutinacao
» Teste rapido DPP (Dual Path Platform) - desenvolvido por
Bio-Manguinhos

e Leitura em 15 minutos

« Inclui controle

DPP



Leishmania de céo
Decalque de baco — amastigotas liberados a
partir de macréfago rompido

L. brasiliensis — infeccao experimental em hamster
Derme contendo amastigotas dentro de vacuolos

em macrofagos
Fonte: Gardiner et al., 1998



Controle — tratamento (humanos)

Antimoniais pentavalentes (inibem as enzimas necessarias para
a glicdlise e oxidacao de acidos graxos)

Anti-fungicos (interferem com a sintese de ergosterol,
constituinte basico da membrana celular): cetoconazol e
Anfotericina B

O tratamento de caes é menos efetivo do que de humanos

Mesmo com o tratamento, a infeccao pode eventualmente

persistir no animal, pode ocorrer transmissao do parasita para
o flebotomineo

Apds um ano - caes tratados podem apresentar recidiva do
quadro



Controle — tratamento (caes)

O tratamento nao cura 0 cao, mas aumenta o tempo de vida
do animal assim como ameniza 0s sinais da doenca fazendo
com que ele tenha uma qualidade de vida melhor.

O tratamento elimina os sintomas, mas o animal continua
portador.

Embora reduza bastante as chances, ha a possibilidade de
transmissao.

O tratamento € caro, prolongado e exige do responsavel pelo
animal um compromisso muito grande.

O cao precisa ser monitorado clinicamente e com exames
laboratoriais varias vezes ao ano

As drogas utilizadas sao caras e bastante toxicas e sO podem
ser usadas em animais em bom estado clinico e jovens



Controle — vacinacao

Vacinagao dos caes:

Anticorpos de infeccao natural x sorologia positiva
por imunidade induzida por vacina (potencial

interferéncia com o programa de controle) > caes
poderiam ser erroneamente eliminados.

Atualmente estao em desenvolvidos testes que
permitirao distinguir as respostas



Controle — vacinacao

Leishmune (Fort Dodge)
e Complexo enriquecido de glicoproteinas
de promastigotas de L. donovani
e FML (fucose-manose ligand)
e Adicionado de saponina
e Criada no Brasil na UFRJ

Leish-Tec (Hertape Calier/UFMG)
e \acina de antigeno recombinante
e Proteina A2 — antigeno especifico da fase
amastigota
e Segundo o fabricante, mantém o animal
soronegativo
e Criada no Brasil pela UFMG




Controle — vacinacao de caes

Vai proteger adequadamente o cao contra infeccoes
naturais?

Vai impedir que o cao continue atuando como
portador assintomatico e fonte de infeccao?

Duracao da protecao?

Como distinguir caes vacinados dos naturalmente
infectados?



Controle — vacinacao: algumas
premissas

Vacina nao tem efeito terapéutico comprovado, portanto...

Nao se indica vacinacao para animais soropositivos. O
animal devera ser testado antes de ser vacinado.

O Ministério da Saude ainda nao indica oficialmente as
vacinas para o controle da leishmaniose

Alega-se que ainda nao existe comprovacao cientifica

de que a vacinacao de caes levaria a uma queda da
incidéncia da doenca em humanos.



Formas de leishmaniose e espécies de
[Leishmania

Table I. Leishmania species and associated human diseases

Cutaneous

L. (L) mexicana [ L (L) major
L. (L) amazonensis L (L) mgor complex L (L) tropica

L. (L) pifanai 1 L (L) oethiopica

L. (L) venezuelensis

L (Viannia) subgenus

]
.
]
.
]
[
]
.
]
.
]
[
]
.

Diffuse cutaneous
L (L.) amazaonensis L (L) oethiopica
L (L) pifanoi
L (V) broziliensis

.+

L (L.) donovani complex {f L. (L) chogasi L (L) infantun
| L (L) donovani

'-’_.. eneraly :. A.'W.‘.Cl—.:'..""” and ;’_ 'L\:EJ;\: are the causatve &l‘;‘""_f"l s _.f viecerdl eshmanass, however, ases _.f cutaneous leshmanass nave been reported
:: |4 : | .,l:l

Lipoldova et al. Nature Reviews Genetics 7, (April 2006)




Dados complementares



Controle

Programa brasileiro de controle de leishmaniose

Bases: diagnostico e tratamento (humanos),
mapeamento e sacrificio de caes sorologicamente
positivos, controle do vetor (spray inseticida e uso de
colar em caes).

De 1980 a 1991: mais de 137.000 caes foram
sacrificados.

Apesar da instalacao do programa, a leishmaniose ainda
continua sendo um sério problema de saude publica



Controle

Notificacao compulsoria

Por ser questao de saude publica o veterinario que
confirma o diagnostico é obrigado a notificar a
Secretaria da saude de seu municipio.



Controle - premissas

Diagnostico e tratamento de humanos
Eliminacao de caes soltos

Identificacao e sacrificio de caes sorologicamente
positivos

Controle do vetor (spray inseticida e uso de colar em caes
com deltametrina 4%)

Manejo ambiental — dificil, pois o inseto ndao requer agua
para a reproducdao, mas matéria organica em
decomposicao



Controle - limitacoes

Sacrificio de caes soropositivos

LimitacOes dos testes de imunofluorescéncia e ELISA
(reacoes cruzadas)

Resisténcia dos proprietarios em sacrificar o cao
(muitas vezes em plena saude e assintomatico)

Falta de evidéncia suficiente que esta medida leva a
solucao do problema — regioes que sacrificaram caes
mantiveram altos niveis de leishmaniose

Possivel existéncia de outros reservatorios



Controle — limitagoes

Controle do vetor

e Colar impregnado com inseticida (deltametrina) tem
boa atuacao em caes em regides endémicas

e Controle do vetor é limitado e dificil — localizagao dos
criatorios de fleb6étomos dificil



Portaria Interministerial
n° 1426 de 11/07/2008

Proibe o tratamento de leishmaniose visceral canina com
produtos de uso humano ou nao registrados no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Fonte: http://www.cfmv.org.br/portal/legislacao/outras_normas/porta1426.pdf



Portaria n° 1.426

Definicoes dos termos

|| - caso canino confirmado de leishmaniose visceral por critério
laboratorial: cdo com manifestag¢des clinicas compativeis com
leishmaniose visceral e que apresente teste soroldégico reagente ou
exame parasitolégico positivo;

lll - caso canino confirmado de leishmaniose visceral por critério clinico-
epidemiolégico: todo cdo proveniente de areas endémicas ou onde
esteja ocorrendo surto e que apresente quadro clinico compativel de
leishmaniose visceral, sem a confirmacgéo do diagnéstico laboratorial;

|V - céo infectado: todo cdo assintomatico com sorologia reagente ou
parasitolégico positivo em municipio com transmissao confirmada, ou
procedente de area endémica. Em areas sem transmissao de
leishmaniose visceral € necessaria a confirmacgao parasitolégica; e

V - reservatério canino: animal com exame laboratorial parasitolégico
positivo ou sorologia reagente, independentemente de apresentar ou
nao quadro clinico aparente.

Fonte: http://www.cfmv.org.br/portal/legislacao/outras_normas/porta1426.pdf



Projeto de Lei 510/10

PROJETO DE LEI N© 510, DE 2010
Dep. Estadual Feliciano Filho

Normatiza o controle da eutanasia de caes portadores de Leishmaniose
Visceral Canina

A ASSEMBLEIA LEGISLATIVA DO ESTADO DE SAO PAULO DECRETA:

Artigo 19 - Para efeito de realizacdo de eutanasia em cdes para o controle da Leishmaniose Visceral Canina no Estado de Sao Paulo, € obrigatdria
a realizacao de, pelo menos, 01 (hum) exame parasitologico com resultado positivo ou 01(hum) teste sorolégico com proteina
recombinante, considerados exames confirmatorios.

Artigo 29 - Os exames soroldgicos de antigenos totais para investigagdo ou inquérito epidemioldgico realizados pelos 6rgaos de controle de
zoonoses, canis publicos, unidades de satde e estabelecimentos oficiais congéneres do Estado de Sdo Paulo terdo valor somente para
efeito de levantamento epidemioldgico, sendo vedada a sua utilizacdo para lgns de diagndstico ou como critério para a realizagdo de
eutanasia dos caes positivos.

Paragrafo tnico - Os animais com resultado positivo nos exames soroldgicos de antigenos totais deverdo ser considerados suspeitos, e poderao,
a critério do Poder Publico interessado, realizar qualquer um dos exames parasitologicos ou exame sorologico com antigeno recombinante

para a confirmacado do estado de portador.
Artigo 39 - Para efeito desta lei, consideram-se:

I- Exames Parasitologicos: Aqueles exames cujos métodos de pesquisa identificam a presenca direta do parasita ou de algum de seus
componentes, tais como as Reagoes de Imuno-histoquimica ou Imunocitoquimica, PAAF (Puncado Aspirativa por Agulha Fina), etc.

II- Exames soroldgicos de antigenos totais: Aqueles exames cujos métodos identificam a presenca de anticorpos contra o parasito, tais como
RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta, ELISA (Ensaio Imunoenzimatico), etc.

Fonte: http://www.cfmv.org.br/portal/legislacao/outras_normas/porta1426.pdf



Projeto de Lei 510/10

III- Exames sorolégiicos de antigenos recombinantes: Aqueles exames cujos métodos detectam anticorpos contra proteinas especificas do
parasito e utilizam como antigeno proteinas recombinantes. Esses testes minimizam a ocorréncia de reacdes cruzadas com outras
enfermidades e com a forma cutanea da leishmaniose, quando comparado com a sorologia de antigenos totais.

Artigo 49 - Os exames confirmatorios deverdo ser realizados de forma gratuita pelos 6rgaos que controlam zoonoses, ou por clinicas e
laboratdrios conveniados pelas prefeituras.

Artigo 5° - Somente serdo considerados portadores da leishmaniose visceral canina os cdes que apresentarem resultado positivo para qualquer
um dos exames confirmatorios, a critério do Poder Publico interessado.

Artigo 6° - Nos termos do artigo 59, inciso LV, da Constituicao Federal do Brasil, fica garantido o direito ao contraditorio sob a forma de realizacdo
de contraprova dos exames parasitologicos realizados na rede publica autorizada, os quais deverao ser arcados pelo Poder Publico
interessado e mediante requerimento por escrito do proprietario do animal.

Paragrafo unico - Fica a critério do proprietario do animal a realizacdo da contraprova dos exames com resultados positivos em clinicas ou
laboratodrios particulares, devidamente credenciados e na Rede Oficial do Ministério da Satide para o Diagnostico da Leishmaniose Canina,
desde que este atenda ao caput deste artigo, cabendo a ele o pagamento dos custos.

Artigo 7° - Os animais somente poderdo ser submetidos a eutanasia se, cumulativamente:

I- o exame parasitoldgico escolhido apresentar resultado positivo;
II- o exame de confirmatorio, se realizado, apresentar resultado positivo;
I1I- ndo existir possibilidade de tratamento da doenca.

IV- o proprietario assinar um termo de consentimento livre e esclarecido, formulado pelo Centro de Controle de Zoonoses, o qual deve conter

todas as informacgBes prestadas ao proprietario, inclusive da possibilidade de requerer a contraprova dos exames positivos do Poder Publico
ou realiza-la a seu custo, e de optar pelo tratamento sob acompanhamento de médico veterinario.

Fonte: http://www.cfmv.org.br/portal/legislacao/outras_normas/porta1426.pdf



Posicao do CRMV-SP

CRMV-SP Pedido de VETO ao PL 510/10

SERVICO PUBLICO FEDERAL

CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA VETERINARIA
ESTADO DE SAO PAULO

GAB/OF. N°. 1305/2010 Sao Paulo, 30 de junho de 2010.

A Sua Exceléncia o Senhor

Dr. Alberto Goldman

Govemnador do Estado de Sao Paulo
Av. Morumbi, 4.500

05650-000 — Sao Paulo/SP

Excelentissimo Senhor Governador,

No ultimo dia 23 foi aprovado pela 202 Sessa@o Extraordinaria da Assembléia Legislativa do Estado de Sao

Paulo, Projeto de Lei n° 510/2010 que normatiza o controle da eutanasia de caes portadores de Leishmaniose Visceral
Canina.

Considerando que a Leishmaniose Visceral € doenca de notificacdo compulséria em todo territério nacional e
apresenta alta letalidade e, ainda, o Projeto de Lei apresenta pontos conflitantes em relacdo ao controle desta enfermidade,
podendo colocar em risco a saude humana e animal, vimos a presenca de Vossa Exceléncia sugerir o veto ao referido PL.

Esclarecemos ainda, que ndo foram consultados os érgaos profissionais envolvidos no controle desta doenca,
inclusive este Conselho Regional de Medicina Veterinaria, conforme previsto no artigo 9° da Lei Federal n® 5517, de 23 de
outubro de 1968.

Na expectativa de merecer de Vossa Exceléncia a atenc@o especial que o assunto requer, apresentamos os
nossos protestos de estima e consideracao.

Atenciosamente,

FRANCISCO CAVALCANTI DE ALMEIDA - CRMV-SP 1012 - Presidente



Posicao do CRMV-SP

CRMV-SP Pedido de VETO ao PL 510/10

SERVICO PUBLICO FEDERAL

CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA VETERINARIA
ESTADO DE SAO PAULO

GABJ/OF. N°. 1305/2010 Sao Paulo, 30 de junho de 2010.

A Sua Exceléncia o Senhor

Dr. Alberto Goldman

Govemador do Estado de Sao Paulo
Av. Morumbi, 4.500

05650-000 — Sao Paulo/SP

Excelentissimo Senhor Governador,

No ultimo dia 23 foi aprovado pela Z ¥ 5essao Extraordinaria da
Assembléia Legislativa do Estado de S3ao Paulo, Projeto de Lei n°/512/,310 que normatiza o controle da eutanasia de caes portadores de
Leishmaniose Visceral Canina.

Considerando que a Leish.pa.iUse Visceral € doenca de notificacao
compulséria em todo temtorio nacional e apresenta alta letalidade e, ainda, o Projeto de Lei apresenta pontos conflitantes em relacdao ao controle
desta enfermidade, podendo colocar em risco a saude humea e animal, vimos a presenca de Vossa Exceléncia sugerir o veto ao referido PL.

Esclarecemos ¢inua, que nao foram consultados os 6rgaos
profissionais envolvidos no controle desta doencajinia'usive este Conselho Regional de Medicina Veterinaria, conforme previsto no artigo 9° da Lei
Federal n® 5517, de 23 de outubro de 1968.

A3 »xpectativa de merecer de Vossa Exceléncia a atencao especial que o assunto requer, apresentamos os
nossos protestos de estima e consider¢ =0

Atenciosamente,
FRANCISCO CAVALCANTI DE ALMEIDA

CRMV-SP 1012
Presidente



Projeto de Lei 1738/2011

Tramita na Camara Federal o projeto de lei 1738/2011, de
autoria do deputado federal Geraldo Resende (PMDB/
MS) que prevé o fim da obrigatoriedade de sacrificio de
animais infectados pela leishmaniose em todo o pais. A
matéria defende que o sistema de saude publica deve
Implantar uma politica nacional de vacinacao e
tratamento de animais.

Apos conclusao desta etapa, com o parecer do relator, o
projeto podera seguir para votacao



MAPA autoriza o licenciamento do medicamento

MILTEFOSAN
Nota técnica No11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA

Ministério da
Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento

G OV ERNDO F E D E R A L

—

PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA




MAPA autoriza o licenciamento do medicamento

MILTEFOSAN
Nota técnica No11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA

Por meio da Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 MAPA/MS, assinada pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude foi

autorizado o registro do produto MILTEFORAN, sob namero SP 000175-9.000003,
de propriedade da empresa VIRBAC SAUDE ANIMAL, indicado para o tratamento

da leishmaniose visceral de caes.

O licenciamento do medicamento foi emitido respeitando-se as determinacdes da
Portaria Interministerial n°1.426 de 11 de julho de 2008, que regulamenta o
tratamento de caes, proibindo tratamento da leishmaniose visceral (LV) com
produtos de uso humano ou nao registrados no MAPA.

Durante o processo de analise da solicitagao de registro, o Ministério da Saude
(MS) foi consultado, emitido Parecer Técnico favoravel ao pleito, uma vez que a
Miltefosina, principio avo do medicamento em questdo, nao € uma droga utilizada
para o tratamento da doenga em humanos no Brasil e, de acordo com as

evidéncias cientificas geradas até o momento, ndo apresenta eficacia para ser
Incorporada no protocolo terapéutico da leishmaniose visceral (LV).



MAPA autoriza o licenciamento do medicamento

MILTEFOSAN
Nota técnica No11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA

Cabe destacar que o tratamento de caes com LVC nao se configura como uma
medida de saude publica para controle da doenga e, portanto, trata-se unica e
exclusivamente de uma escolha do proprietario do animal, de carater individual.

A emissao da licenca do MILTEFORAN pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento nao caracteriza provimento imediato do produto ao mercado

nacional, visto que a comercializagao dependera de outros fatores que envolvem a
Importacao do medicamento pela empresa representante exclusiva do produto no
Brasil.

Ressalta-se a necessidade de cumprimento do protocolo de tratamento descrito na
rotulagem do produto respeitando-se a necessidade de reavaliacao clinica,
laboratorial e parasitologica periddica pelo médico veterinario, a necessidade de
realizacéao de novo ciclo de tratamento, quanto indicado e a recomendacao de
utilizagdo de produtos para repeléncia do flebotomineo, inseto transmissor do
agente causal da Leishmaniose visceral canina.




MAPA autoriza o licenciamento do medicamento

MILTEFOSAN
Nota técnica No11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA

MILTEFORAN / protocolo de tratamento descrito na rotulagem
do produto respeitando-se a necessidade de:

-reavaliacao clinica, laboratorial e parasitolégica periddica
pelo médico veterinario,

- a necessidade de realizacao de novo ciclo de tratamento,
quanto indicado e;:

- a recomendacao de utilizacao de produtos para repeléncia
do flebotomineo, Inseto transmissor do agente causal da

| eishmaniose visceral canina.
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