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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas negligenciadas de grande importancia em salide publica. Esta
doenca, causada por parasitos do género Leishmania e transmitidos por insetos vetores pode se
manifestar sob as formas visceral, cutanea e muco-cutanea. A leishmaniose visceral ganhou
importante destaque na abordagem da “Satide Unica” em fungdo da interface humana,
veterinaria e ambiental. Neste contexto, a deteccdo de novas areas com ocorréncia de casos
autoctones de LV canina é 0 marco para iniciar a investigacdo, vigilancia e monitoramento
epidemiolégico. O municipio de Lavras era considerado area silenciosa e ndo vulneravel para
leishmaniose visceral canina até o ano de 2013. Diante da necessidade de confirmacdo da
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infeccdo canina, o objetivo do presente trabalho foi confirmar a ocorréncia de casos autoctones
de LV canina no municipio de Lavras — MG, com técnicas parasitologicas, soroldgicas e
moleculares. A partir da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real — qPCR, foi analisada
a carga parasitaria de amostras de baco e medula dssea de nove cées naturalmente infectados,
sabidamente positivos para LVC nos testes DPP® e EIE LVC Bio-Manguinhos®. Foram
observadas quatro amostras positivas para Leishmania infantum em medula 6ssea, e cinco
amostras positivas de baco. Ndo houve diferenca significativa para os valores de carga
parasitaria entre os dois tipos de tecido analisados. A confirmacéo da infeccdo por L. infantum
em caes realizada neste estudo € a primeira na macrorregido de Lavras - sul do estado de Minas
Gerais, e serve de alerta para implementacdo das acdes de vigilancia e controle, no sentido de
evitar a dispersdo da doenca e a ocorréncia de casos humanos.

Palavras-chave: Leishmania infantum, diagnostico molecular, carga parasitaria.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease of great importance in public health. This vector-borne
disease can manifest in visceral, cutaneous, and mucocutaneous forms. Visceral leishmaniasis
has gained important prominence in the context of "One Health" due to the human, veterinary
and environmental interface. In this context, the detection of new areas with the occurrence of
autochthonous cases of canine LV is the milestone to initiate research, surveillance, and
epidemiological monitoring. The municipality of Lavras was considered a silent area and not
vulnerable to canine visceral leishmaniasis. In order to confirm canine infection, the objective
of the present study was to establish the occurrence of autochthonous cases of canine VL in the
city of Lavras-MG with serological and molecular techniques. The quantitative polymerase
chain reaction - qPCR was employed to determine the positivity and parasite load of spleen and
bone marrow samples from nine naturally infected dogs, previously positive for LVC in the
DPP® and EIE LVC Bio-Manguinhos® tests. The results from qPCR indicate the presence of
Leishmania infantum in four out of nine bone marrow samples and five out of nine spleen
samples. No significant differences in the parasite load between the two analyzed tissue samples
were observed. The confirmation of L. infantum infection in dogs in this study is the first one
in the municipality of Lavras and it serves as an alert for the implementation of surveillance
and control actions, in order to avoid the spread of the disease and the occurrence of human
cases.

Keywords: Leishmania infantum, molecular diagnosis, parasite load.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é considerada uma doenga negligenciada de importancia
mundial, que afeta principalmente populagdes marginalizadas e contribui para perpetuacao dos
ciclos de pobreza. Hoje, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas para
leishmaniose e correm risco de infec¢do. Estima-se que 30.000 novos casos de LV e mais de 1
milhdo de novos casos de LC ocorram anualmente (WHO, 2023). Nas Américas, a LV
corresponde a um ciclo de transmissédo zoonotico, que tem o cdo doméstico como principal

reservatorio da doenga no meio urbano e o protozoario Leishmania infantum como responsavel
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pela forma visceral da doenca em humanos e também nos cées (Alvar 2004, Baneth et al. 2008,
Dantas-Torres 2012). A transmissdo entre animais susceptiveis e humanos ocorre
principalmente pela picada de fémeas do flebotomineo também conhecido como mosquito-
palha, asa-dura, cangalhinha, entre outros. Nas Américas, Lutzomyia longipalpis € a principal
espécie envolvida na transmissdo de L. infantum, seguida de L. cruzi e L. evansi (Young &
Arias 1992, Ribeiro et al. 2005, Laison & Rangel 2005, Bauzer et al. 2007, Missawa et al. 2011,
Belo et al. 2013).

Desde a década de 1990, tem se verificado no pais uma expansdo da doenca,
acompanhada de um processo de urbanizacdo que culminou com a instalacdo definitiva da
doencga nas grandes cidades brasileiras (Bargante 2016). Em 1990, mais de 90% dos casos de
LV eram registrados na regido Nordeste. Hoje, a doenca atinge as cinco regioes brasileiras e 21
de seus estados. Apesar do aumento da dispersdo da doenca em diferentes partes do Brasil, a
regido Nordeste ainda permanece como responsavel por quase 50% dos casos do pais (Barcante
2016). O Brasil esta entre os seis paises responsaveis por albergar 90% dos casos de LV do
mundo (Souza-Gomes et al. 2017) e com relatos frequentes de ocorréncia de novos casos em
areas previamente indenes, demonstrando que enxergamos somente "a ponta de um iceberg”
em um ciclo de transmissao bem estabelecido e um processo de dissemina¢do da LV para todo
o territorio nacional (Werneck 2017).

Apesar dos esforgos para o controle de vetores e reservatorios, a LV encontra-se em
rapida expansdo territorial, acometendo individuos de difere disso, é preciso identificar
estratégias de acompanhamento e monitoramento dos casos (PAHO, 2021). ntes grupos de
idades (Brasil 2014).

Um agravante do controle decorre da pandemia da COVID-19, uma vez que as
atividades de busca ativa, deteccdo precoce e tratamento de casos, bem como outras atividades
de campo, foram reduzidas. Entre os desafios destaca-se a necessidade de os paises retomarem
as atividades e avancarem no diagndstico e tratamento dos casos das diferentes formas clinicas
da doenga. Além

O municipio de Lavras, localizado na regido dos Campos das Vertentes, sul do Estado
de Minas Gerais, era considerado, até o ano de 2013, de acordo com os critérios estabelecidos
pelo Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (Brasil 2014), area silenciosa
e ndo vulneravel para a LV. A partir de um estudo sobre a fauna flebotominica do municipio,
foi possivel detectar a presenca de flebotomineos da espécie L. longipalpis (Barcante et al.
2015).
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Neste contexto, a investigacdo da ocorréncia de casos autdctones de leishmaniose
visceral é importante para controlar a dispersdo da doenca no estado e consequentemente para
outras regides do pais e do mundo. Assim, o presente estudo foi conduzido para investigar a
ocorréncia do primeiro surto de LVC no municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil, assim como

conduzir a analise parasitologica, sorologica e molecular de amostras isoladas de cées.

2 MATERIAIS E METODOS

Area de estudo. O presente trabalho foi realizado no municipio Lavras, localizado ao
Sul do Estado de Minas Gerais, na macrorregido Campos das Vertentes (Figura 1). A populacéo
estimada em 2017 era de 102.124 habitantes e uma densidade demografica de 163,26 hab/km2
(IBGE). A populagao canina estimada € de 20.000 animais.

Fig.1. Mapa do estado de Minas Gerais, com destaque ao municipio de Lavras

Fonte: Adaptado de IBGE, 2018.

Acdo ensino-servigo. A realizagdo do presente trabalho se deu a partir da parceria entre
a Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a Prefeitura Municipal de Lavras (PML).
Realizacgdo dos testes soroldgicos. Para investigacdo do primeiro caso de leishmaniose

canina, a equipe de Vigilancia Ambiental realizou uma triagem sorolégica em vinte animais
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nascidos no municipio de Lavras e sem histdrico de viagens. Os animais foram submetidos ao
teste imunocromatografico de plataforma dupla (DPP®) e ao ensaio de imunoadsorcio ligado a
enzima (EIE LVC Bio-Manguinhos®) para triagem e confirmaco do diagndstico de LVC,
respectivamente.

Amostras. Em acordo com a recomendacdo do Ministério da Saude (Brasil 2014), os
animais com sorologia positiva nos dois exames preconizados DPP® e EIE LVC Bio-
Manguinhos® foram encaminhados para eutanasia. No Setor de Patologia Veterinaria do
Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA foi realizada a eutanasia, seguida de coleta de
material para andlises parasitoldgicas e moleculares. De cada animal foi feita a coleta de
amostras de 1cm de bacgo e aspirado de medula 6ssea para realizagdo do mielograma e PCR. As
amostras destinadas a analise molecular foram mantidas em freezer -80°C para posterior
andlise.

Quantificacdo da carga parasitaria. A quantificacdo das amastigotas de L. infantum
das amostras de baco e medula dssea foi realizada no Laboratério de Imunologia e Genémica
de Parasitos do Instituto de Ciéncias Biologicas — ICB da UFMG utilizando a técnica de gPCR.

O DNA dos tecidos foi extraido utilizando DNeasyBlood & Tissue Kit (Qiagen, EUA)
de acordo com as instrucbes do fabricante. A carga parasitaria foi estimada utilizando os
iniciadores direto, 5" TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 3’ e reverso, 5" GCA TCG CAG
GTG TGA GCA C 3', que amplificam um fragmento de 90pb do gene de cdpia Unica DNA
polimerase de L. infantum (GenBank acesso nimero AF009147). O gene constitutivo canino [3-
actina foi utilizado como controle endoégeno para normalizacdo inicial de concentracdes de
DNA e para verificar a integridade da amostra. Os iniciadores utilizados para amplificar um
fragmento de 307pb do gene foram os seguintes: direto 5" CTTCTACAACGAGCTGCGCG 3’
e reverso 5 TCATGAGGTAGTCGGTCAGG. A reagdo foi realizada em um volume final de
10ul, sendo 4 uL da amostra de DNA (5ng/pL), 1pL dos iniciadores direto e reverso
previamente homogeneizados (0,2uM) e 5uL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Inc., USA). A reacdo foi iniciada com a pré-desnaturagdo do DNA a 95°C por 10 minutos,
seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C
por 1 minuto. As amplificagfes foram realizadas no equipamento 7500 Software v2.0.1
(Thermo Fisher, EUA) e o resultado determinado pelo método de curva-padrdo como descrito
por Ferreira et al. 2012. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata.

Célculo estatistico. Todas as analises foram feitas utilizando o software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Inc. EUA). Para os valores de carga parasitaria dos tecidos analisados

utilizou-se o Teste T (dados paramétricos) ao nivel de significancia para valores de p<0,05.
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O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal -
CETEA (CEUA/UFMG, Protocolo 44/2012) e de Etica em Pesquisa — COEP (CAAE —
00842112.2.0000.5149) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3 RESULTADOS

Dos vinte animais inicialmente incluidos no presente estudo, nove apresentaram
sorologia positiva nos testes de triagem e confirmatorio. Em dois (animal 01 e animal 04), dos
nove animais positivos sorologicamente, foi possivel a confirmacdo de formas parasitarias,
morfologicamente compativeis com amastigotas de Leishmania.

Com relacdo a analise molecular, verificou-se que dos nove animais, cinco apresentaram

DNA de Leishmania em amostras de tecido (Quadro 1).

Quadro 1. Avaliagdo soroldgica por DPP® e EIE LVC Bio-manguinhos®e andlise molecular
por qPCR em amostras de baco e medula 6ssea de nove cies do Municipio de Lavras (MG)

Sorologia Andlise molecular (qPCR)
Cédigo do Baco Medula Ossea
Animal DPP EIE DNA total Parasitos/mg DNAtotal Parasitos/mg
(ng/uL) de tecido (ng/uL) de tecido
01 + + 21x103 48x10¢ 21x108 29x108
02 + + 17x103 14x10¢ 25x1038 11x10¢
03 + + 17x103 32x104 18x103 8x105
04 + + 14x103 3x10° 13x103 4x10°
05 + + 9x103 13x103 - -
06 + + - - - -
07 + + - - - -
08 + + - - - -
09 + + - - - -
Média dos animais PCR positivos 16x103 8x108 19x103 11x108

Em quatro amostras de medula dssea (MO) foi possivel a deteccdo de DNA de
Leishmania, com uma média de 11x10°® parasitos/mg de MO.

Cinco amostras de baco foram positivas para a presenca de DNA de Leishmania, com
uma carga parasitaria média de 8x10® parasitos/mg de baco.

Dos nove animais sorologicamente positivos, somente em quatro foi possivel a detec¢céo
de DNA de Leishmania simultaneamente, em amostras de baco e MO. Um animal apresentou
DNA de Leishmania somente na amostra de bago, e quatro animais foram negativos para

pesquisa de DNA nas amostras de bago e MO.
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N&o houve diferenca significativa para os valores de carga parasitaria entre os dois tipos

de tecido analisados.

4 DISCUSSAO

A LV é uma das doencas mais importantes no contexto da satde publica, uma vez que
provoca em média 59.000 ébitos anualmente e é responsavel pela perda de mais de 2 milhdes
de anos de vida ajustados por incapacidade (Alvar, Yactayo, Bern et al. 2006), além dos casos
agravados de co-infeccdo LV/HIV (Souza et al., 2020). Neste sentido, ¢ fundamental o
acompanhamento eficaz no que tange a vigilancia desse agravo, visto que o cdo doméstico é o
principal reservatério no ambiente urbano, e que a endemia canina precede o aparecimento de
casos humanos (Werneck 2008, Quinnel & Courtenay 2009, Brasil 2014, Silva et al., 2020).
Nesta perspectiva, a deteccao de novas areas com ocorréncia de casos autoctones de LV canina
€ 0 marco para iniciar a investigacao, vigilancia e monitoramento epidemiologico (Quinnell &
Courtenay 2009), incluindo o inquérito soroldgico canino, o estudo da fauna flebotominica e as
acOes de educacdo em salde, a fim de evitar a ocorréncia de novos casos caninos e ocorréncia
de casos humanos (Brasil 2014).

Nesse contexto, de acordo com a Nota técnica N° 33/2010 - SUB-
ZUR/CGDT/DEVEP/SVS/MS, foi seguido o protocolo de investigacdo dos primeiros casos
suspeitos de leishmaniose visceral canina em um municipio indene. Assim, foram realizados os
exames soroldgicos (DPP® e EIE LVC Bio-Manguinhos®), seguido da confirmagdo de
autoctonia e coleta de material biol6gico para investigacdo por método parasitologico indireto
através de PCR quantitativa - gPCR. Atualmente, esta técnica vem sendo utilizada por diversos
autores para o diagnéstico ou monitoramento da evolucdo da LVC através da quantificacdo da
carga parasitaria, em substituicdo a outras técnicas, como por exemplo testes soroldgicos e PCR
convencional, pois apresenta altos valores de sensibilidade, precisao e reprodutibilidade (Vitale
et al. 2004, Manna et al. 2006, Leontides et al. 2002).

Considerada um dos principais tecidos linfoides, a medula 6ssea atua como importante
local de armazenamento de Leishmania sp. em cdes infectados (Tropia de Abreu et al. 2011).
O baco, por sua vez, é um 6rgdo no qual ocorre intensa interacdo entre o parasito e o sistema
imune, exercendo importante fungdo na manutencdo da infec¢do durante todo o curso da LVC
(Santana et al. 2008, Reis et al. 2006). No presente estudo, os valores de frequéncia para
amostras positivas e negativas de medula éssea foram de 45% e 55%, e nas amostras de bago,
55% e 45% respectivamente. Estes resultados diferem daqueles encontrados em trabalhos que

utilizaram gPCR em cdes sorologicamente positivos, nos quais 100% dos animais apresentaram
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parasitos nos tecidos analisados (Ramos et al. 2013, Reis et al. 2013). A ocorréncia de amostras
negativas na avaliacdo molecular por gPCR pode estar relacionada a uma baixa carga parasitaria
como ja relataram Solca (2012) e Ramos (2013) em estudos prévios utilizando amostras de baco
e medula dssea.

Os resultados do presente trabalho apontam para um importante e conhecido desafio no
ambito da LV canina: o diagnéstico. Dos nove animais com confirmag&o sorolégica por DPP®
e EIE LVC Bio-Manguinhos®, somente cinco apresentaram confirmagdo molecular, utilizando
gPCR. No Brasil, uma das medidas preconizadas nos casos de cédes positivos € a eutanasia, uma
vez que os cdes sdo considerados fontes de infec¢do para o inseto vetor e o principal reservatério
da doenca urbana (Brasil 2014). Nesse contexto, o diagndstico desempenha um papel
fundamental no controle da doenca (Faria & Andrade 2012).

Além do diagnoéstico, um importante desafio a ser transposto no caso da LV € a
implementacdo de programas de monitoramento e controle da doenca, que encontra-se em
franca expansdo. Nesse sentido, as acdes que integram ensino, servico e comunidade sdo
essenciais para efetiva prevencdo de novos casos. No presente estudo, a parceria entre
universidade e prefeitura foi essencial para coleta e analise dos dados com consequente
implementacao do Programa de Controle da LV no municipio de Lavras, no qual a universidade
fornece conhecimento cientifico para os servidores do municipio, a prefeitura supre as
necessidades técnicas e estruturais da instituicdo de ensino e a sociedade é beneficiada pela

soma de esfor¢os em prol de um objetivo comum.

5 CONCLUSOES

A partir do presente trabalho foram confirmados e notificados os primeiros casos de LV
canina, no municipio de Lavras, Minas Gerais. Adicionalmente, a presenca de L. longipalpis
(Barcante et al. 2015), considerado o principal transmissor de L. infantum nas Américas, reforca
a importancia das medidas de vigilancia para prevencdo da expansdo da doenca canina e

humana.
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