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RESUMO
OBJETIVO

As leishmanioses sao antropozoonoses consideradas um grande problema de salde pulblica e representam um complexo de do-
encas com importante espectro clinico e diversidade epidemioldgica. A leishmaniose visceral € uma doenca severa com ampla
distribuicao geografica, com uma incidéncia de dois milhdes de casos por ano e 350 milhdes de pessoas em areas de risco, sendo
causada pela espécie Leishmania infantum, que possui nos canideos domésticos o grupo mais importante de reservatorios en-
volvidos na manutencéo da infeccao. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de parasitas do género Leishmania spp. no
municipio de Itapecerica da Serra, Cotia e Juquitiba, municipios da regiao metropolitana de Sao Paulo, Brasil.

METODOS

Foi realizado o diagnostico molecular, soroldgico e parasitolégico (isolamento) em 153 amostras de caes oriundos de abrigos.

RESULTADOS

O diagnostico soroldgico apresentou 9,8% (15/153) de positividade para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania e o diagnostico
molecular especifico para Leishmania infantum apresentou 5,2% (8/153) de positividade. O exame parasitologico, nos animais
previamente positivos nas metodologias utilizadas no presente estudo, foi realizado através da puncao por agulha fina de linfo-
nodo popliteo e apenas um animal foi positivo do municipio de Itapecerica da Serra.

CONCLUSOES

Os testes moleculares especificos para Leishmania infantum corroboraram a presenca e circulacdo do agente nos municipios
que integram a regiao metropolitana de Sao Paulo. Adicionalmente, desperta a particular atencao para uma nova classificacao
epidemioldgica do municipio de Itapecerica de Serra, contribuindo com a atualizacao nas medidas de vigilancia epidemiologica
da doenca no municipio.

DESCRITORES

Catepsina, Flebotomineos, Epidemiologia, Doencas negligenciadas, Canis familiaris, Leishmania infantum.
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INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um grupo de doencas zoonoéticas que
estdo amplamente distribuidas, sao caracterizadas por uma
progressao insidiosa e cronica, causadas por diferentes espé-
cies de protozoarios flagelados do género Leishmania'. A do-
enca pode ser classicamente subdividida em formas tegumen-
tares e viscerais, sendo esta Gltima responsavel por condicoes
clinicas mais graves. No continente americano, a leishmanio-
se visceral esta etiologicamente ligada a espécie Leishmania
(Leishmania) infantum?3.

O mecanismo de transmissao da doenca envolve vetores in-
setos pertencentes ao grupo taxonomico dos flebotomineos,
cujas fémeas inoculam o protozoario num possivel hospedei-
ro quando se alimentam do seu sangue*®. Os caes sao epide-
miologicamente considerados os principais reservatorios de
L. infantum, participando no ciclo da doenca e sendo o prin-
cipal elo na cadeia de transmissao da leishmaniose visceral.
Esta descoberta baseia-se na prevaléncia da doenca na popu-
lacdo canina e que os casos humanos sdo normalmente pre-
cedidos por casos caninos. Os caes tendem a ter um maior
nimero de parasitas, levando a uma maior possibilidade de
infectar o inseto vetor, que estd muito proximo dos nichos
ecologicos ocupados pelas populagées humanasé’. A condicao
epidemioldgica torna-se mais grave, uma vez que tanto os
caes sintomaticos como os oligossintomaticos (e assintomati-
cos) sao igualmente importantes fontes de infeccao para os
vetores competentes®.

Apesar da grande importancia desta doenca, ainda é dificil a
padronizacao de metodologias para o diagndstico correto com
elevados valores preditivos. As metodologias de diagnostico di-
reto estabelecidas, que sao geralmente consideradas como o
padrao-ouro, sao invasivas, laboriosas, e tém baixos valores de
sensibilidade®. Os testes soroldgicos também apresentam uma
série de limitacoes técnicas, tais como baixos valores de espe-
cificidade devido a reatividade cruzada com outros Tripanoso-
matideos, baixos niveis de concordancia entre diferentes testes
sorologicos, e nenhum consenso sobre a natureza e utilizacao
de produtos antigénicos'". Assim, a utilizacdo de metodolo-
gias de diagndstico molecular que satisfazem positivamente as
rigorosas fases de validacao e demonstracao eficazes torna-se
interessante e plausivel, de modo a aumentar a precisao das
rotinas de diagndstico clinico e dos inquéritos epidemiologicos?.

A leishmaniose visceral tem se expandindo rapidamente no
estado de Sao Paulo, Brasil, o que merece atencao especial.
Esta expansao espaco-temporal tem levado a um aumento do
numero de cidades afetadas em casos e mortes. Esta situacao
é particularmente alarmante a medida que esta tendéncia se
dirige para a regiao metropolitana de Sao Paulo, que tem uma
das maiores densidades populacionais do pais, proporcionando
assim um elevado nimero de hospedeiros susceptiveis'2. Assim,
uma melhor compreensao deste fendmeno nas cidades afeta-
das, a identificacao dos determinantes e fatores predisponentes
pode contribuir para a implementacao de acoes eficazes de vigi-
lancia e controle, impedindo assim que a leishmaniose visceral
se propague a novos territorios endémicos ou, pelo menos, que
0 seu progresso seja dificultado.

Considerando este cenario, o objetivo do presente estudo
foi realizar a deteccao soroldgica, molecular e parasitologica
de Leishmania infantum em caes oriundos dos municipios de
Itapecerica da Serra, Cotia, e Juquitiba, na regiao metropoli-
tana de Sao Paulo, SP, Brasil.

METODOS
0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Uni-

versidade de Santo Amaro (Protocolo n° 05/2019). A populacao
da amostra incluia caes do mesmo abrigo com unidades em

Cotia, Itapecerica da Serra, e Juquitiba, localizada na regiao
metropolitana sudoeste que faz fronteira com a cidade de Sao
Paulo, SP, Brasil.

Foram coletadas amostras de sangue das veias jugular, radial
e cefalica dos caes, o volume total foi fracionado, armazenados
e congelados em microtubos com etanol absoluto (1:1) e em tu-
bos com fatores de coagulacao para a posterior coleta de soro.

As fracoes de soro obtidas foram utilizadas em ensaios imu-
nocromatograficos para detectar anticorpos anti-Leishmania
infantum. Foi utilizado o kit de diagnéstico rapido DPP® (Bio-
manguinhos/Fiocruz), com substratos antigénicos correspon-
dentes as proteinas K9/K26/K39.

Foram utilizadas amostras de sangue conservadas em etanol
absoluto para extracdao de DNA utilizando o PureLink Genomic
DNA Mini Kit comercial (Invitrogen®). Os acidos nucleicos ex-
traidos foram quantificados utilizando a espectrofotometria mi-
niaturizada para verificar a eficiéncia da extracdo. As amostras
extraidas foram utilizadas para o diagndstico molecular de L.
infantum utilizando a reacao em cadeia da polimerase (PCR)
com base no marcador especifico tipo L da Catepsina?, que foi
verificado por meio de eletroforese (1,5% gel de agarose) e sub-
sequente visualizacado utilizando transiluminador ultravioleta.

Os caes que apresentaram resultados positivos em testes so-
rologicos e/ou moleculares foram submetidos a aspiracao dos
ganglios linfaticos popliteos e, quando possivel, a uma nova
coleta de sangue periférico. Para o diagnostico parasitologi-
co, as amostras foram inoculadas em tubos de cultura com
um meio bifasico constituido por meio a base de agar sangue
(BAB) como fase solida e meio de infusdao hepatica triptose
(LIT) como fase liquida e mantido durante 28°C e inspecionado
a partir de 4 dias por um periodo de 10 dias.

RESULTADOS

Foi avaliado um total de 153 caes: 42 de Cotia, 30 de lIta-
pecerica da Serra, e 81 de Juquitiba. Destes, 9,8% (15/153)
foram positivos para anticorpos anti-Leishmania infantum
usando o método imunocromatografico e 5,2% (8/153) foram
positivos no diagndstico molecular usando o marcador tipo L
da Catepsina (Tabela 1).

Foram efetuados testes parasitologicos nos caes que deram
positivo nos testes sorologicos e/ou moleculares. No entanto,
nao foi possivel realizar o teste parasitologico em todos os
caes porque os tutores do abrigo e/ou novos donos recusa-
ram-se a submeter os seus caes ao teste. Apenas dois caes de
Itapecerica da Serra e um de Cotia foram submetidos a aspi-
racdo de linfonodos popliteos de agulha fina, e apenas um cao
de Itapecerica da Serra deu positivo no teste parasitologico.

Tabela 1. Frequéncia de caes positivos dos testes sorologicos e moleculares a
Leishmania spp em municipios da regido metropolitana de Sao Paulo, SP, Brasil

Municipio Individuo Amostras positivas
amostrados DPP CatLeish_PCR
Cotia 42 4/42 (9,52%) 1/42 (2,38%)
Itapecerica da Serra 30 4/30 (13,33%)  7/30 (3,33%)
Juquitiba 81 7/81 (8,64%) 0/81 (0%)
Total 153 15/153 (9,8%)  8/153 (5,22%)
DISCUSSAO

A leishmaniose visceral tem sido um problema de saide pu-
blica no Brasil desde 1934, quando foi noticiado o primeiro
caso de leishmaniose visceral humana no pais. No final do sé-
culo XX, as formas de leishmaniose, que pareciam estar con-
troladas, reapareceram em areas rurais e urbanas, apareceram
em areas consideradas livres desta doenca endémica devido a
alteracdées ambientais, migracao humana, crescimento urbano
caotico, e outros fatores socioeconémicos em grandes areas
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do territorio brasileiro®.

0 Brasil € um dos paises com maior incidéncia de leishmaniose
visceral no mundo, e as autoridades brasileiras reconhecem-no
como um dos mais desafiantes problemas de salide publica™. No
entanto, a leishmaniose permanece como uma doenca tropical
negligenciada e a segunda principal causa de morte de uma do-
enca parasitaria em nivel mundial®.

Apesar da grande importancia desta doenca, ainda ha di-
ficuldade de padronizacdo de testes diagndsticos altamente
preditivos®', o que explica a falta de concordancia entre os
resultados dos testes de diagnostico que corroboram aos dados
descritos na literatura, pois os testes de diagnosticos disponi-
veis tém uma série de limitagcdes técnicas, incluindo baixos va-
lores de especificidade, devido a reacdes cruzadas com outros
agentes etioldgicos':18.19,

Além disso, os resultados dos testes soroldgicos imunocro-
matograficos dependem da fase de infeccdo em cées assinto-
maticos, com aumento da sensibilidade na presenca de sinto-
mas clinicos' 8,

A resposta imunitaria humoral em caes infectados com
Leishmania infantum envolve quase sempre multiplos antigenos
que sao reconhecidos de formas diferentes em individuos dis-
tintos e em varias fases da doenca no mesmo hospedeiro. Esta
descoberta sugere que, sempre que possivel, é preferivel utili-
zar testes paralelos ou multiplos de antigenos para identificar as
infeccdes nos animais. Além disso, alguns estudos mostram que
estes métodos tém uma especificidade superior a outros testes
soroldgicos (ELISA) incluidos os protocolos oficiais para o diagnos-
tico confirmatorio da leishmaniose visceral canina no Brasil!9.2,

Os municipios incluidos neste estudo estavam prdéximos uns
dos outros, facilitando a circulacdo dos caes para a cidade
de Sao Paulo. A intensa movimentacao dos caes é corroborada
pela historia dos animais positivos obtidos no presente estudo.
Apenas um cao teve resultados positivos em todos os testes.
Apresentou sintomas clinicos e estd em tratamento ha trés
anos com um protocolo de medicamentos estabelecido para
caes no Brasil. Este cao veio da cidade de Vargem Grande e
foi adotado; vive em Itapecerica da Serra e é constantemente
transportado para o municipio de IbiGna. Outro cado positivo no
teste de diagnostico molecular veio de Itapecerica da Serra e
viveu no municipio de Cotia. O terceiro cao positivo no teste
molecular foi resgatado em Sao Paulo, no bairro de Grajau, foi
acolhido na cidade de Cotia e adotado por uma familia de Sao
Paulo. Os outros caes com resultados positivos no teste mole-
cular nasceram e tém vivido em Itapecerica da Serra.

A instalacao de abrigos segue a orientacao do Decreto Es-
tadual 40400/95, que restringe os estabelecimentos a manter
animais dentro do perimetro urbano, visando reduzir o odor, o
ruido e a proliferacao de roedores e artréopodes nocivos. Estas
medidas favorecem a instalacao/manutencao de canis e abrigos
comerciais nas zonas periféricas de Sao Paulo ou em outros mu-
nicipios da regiao metropolitana, que tém uma grande cober-
tura florestal remanescente e, consequentemente, oferecem
maiores possibilidades de contato com os insetos vetores da
doenca em relacao as zonas metropolitanas.

Itapecerica da Serra tem sido considerado um municipio si-
lencioso, ndo receptivo e vulneravel; nao tém sido confirmado
casos autdctones da doenca em humanos e caninos, bem como
da presenca do vetor. Portanto, este € o primeiro estudo a
demonstrar a presenca de Leishmania infantum em caes neste
municipio, reforcando a necessidade de levantamentos mais
abrangentes na regido, envolvendo tanto reservatorios de ver-
tebrados como os insetos vetores.

O presente estudo em conjunto com outros estudos, de-
monstra que a presenca deste parasito na regiao metropolita-
na de Sao Paulo tem grande significado porque essa regiao é
considerada a quarta maior regiao do mundo em densidade po-
pulacional, o que levou a elevada concentracdo de animais de

estimacdo®'. Portanto, € essencial planejar e implementar
politicas publicas de vigilancia epidemiologica que oferecam
alternativas razoaveis e viaveis para prevenir a expansao geo-
grafica da doenca, o que diminuiria a incidéncia e prevaléncia
da leishmaniose visceral.

CONCLUSAO

Este estudo mostrou que Leishmania infantum foi diagnos-
ticada em caes oriundos de Cotia, Juquitiba e Itapecerica da
Serra por meio de diagnosticos sorologicos e em Cotia e Ita-
perecica da Serra por testes moleculares. Este é o primeiro
estudo a demonstrar a presenca de Leishmania infantum em
Itapecerica da Serra.
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