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RESUMO

A Leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria causada por protozodrios do género
Leishmania, considerada em expansdo no Brasil. No ano de 2002 foi notificado o
primeiro caso humano autoctone de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no
municipio de Porto Alegre, Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Atualmente, ja foram
notificados 17 casos humanos até o presente momento, € existem varios casos suspeitos,
esperando por confirmacdo diagnostica, o que torna o Estado uma 4rea de risco para
LTA. No meio urbano, o cao tem um papel importante, servindo de fonte de infecgdo e
reservatorio do protozoario. Sendo assim, foi realizada uma avaliagdo soroldgica em
200 caes domiciliados no raio de 1 km a partir da localizacdo de 3 casos autdctones
humanos, ocorridos na Estrada do Rincdo localizada na regido do Bairro Lomba do
Pinheiro, municipio de Porto Alegre, RS, Brasil. A reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (IFT) foi usada para o diagndstico soroldgico dos cdes participantes do estudo.
A soroprevaléncia para anticorpos de Leishmania spp. encontrada foi de 3,5% (7/200),
sendo que do total de positivos, 6 eram de individuos machos e 1 de uma fémea.
Utilizando o Teste Exato de Fisher para analise estatistica, observou-se uma associagao
significativa (p = 0,0484) entre a positividade na IFI e o sexo dos animais, sendo
evidenciado que os machos tém 7 (odds-ratio = 7,624) vezes mais predisposi¢do a
infeccdo do que as fémeas. Nos demais aspectos analisados estatisticamente (raga e
idade), ndo foram encontradas associagdes significativas.
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ABSTRACT

The Leishmaniasis is a parasitc disease caused by a protozoan from the genus
Leishmania, wich is considered in expansion in Brazil. In 2002 it was notify the first
autochthon human case of American tegumentary leishmaniasis (ATL) in district of
Porto Alegre, State of Rio Grande do Sul, Brazil. Presently, 17 human cases were
notified until now, and there are many suspect cases, waiting for the diagnostic
confirmation, converting this State in a risk area for the ATL. In the urban ambience,
the dog plays an important role, performing as a source of infection and this protozoa
reservoir. Being thus, it was realized a serologic evaluation in 200 domiciled dogs in a 1
km radius from 3 autochthon human cases that occurred at the Rincdo Road, situated at
the region of Lomba do Pinheiro, in district of Porto Alegre, Rio Grande do Sul State,
Brazil. The Indirect immunofluorescent reaction (IFR) was used for the serologic
diagnostic of the dogs that has participated in this research. The seroprevalence of
Leishmania spp. antibodies was 3,5% (7/200), considering that from the totality of
positives, 6 were male individuals and 1 was a female. Using the Fischer’s Accurate
Test for the statistical analysis, it was observed a significant association (p=0,0484)
between the positively in the IFR and the gender of the animals. In the excessively
aspects analyzed statistically (race and age) there wasn’t found any significant
associations. It was evidenced that males has 7 (odds-ratio=7,624) times more
predisposition to this infection than the females.



13

1 INTRODUCAO

A Leishmaniose ¢ uma das principais doencas transmitidas por vetores no
mundo. No Brasil, a doenca ¢ considerada re-emergente ¢ em franca expansao, ja que;
atualmente, com o crescimento dos centros urbanos e as dificuldades socio-econOmicas
a doenca ndo se encontra mais confinada as regides florestais, ocorrendo também nas
periferias e nos grandes centros urbanos. Com relagdo a Leishmaniose Tegumentar
Americana, no Brasil, o numero de novos casos anuais esperados fica em torno de
30.000 casos/ano (SANTOS et. al., 2005a). E de amplo conhecimento que a regido
norte- nordeste do pais ¢ a que apresenta uma maior incidéncia de casos de
Leishmaniose, tanto visceral quanto tegumentar. Porém, com os movimentos
migratorios das populagdes dessas regides em direcdo ao sul do pais, a patologia; a
partir da década de 80, comegou a se expandir por todo o territdrio nacional tornando-se
um grande problema de saude publica. Nas regides de baixa incidéncia, devido a falta
de dados epidemioldgicos o diagndstico, controle e o tratamento dos casos torna-se um

desafio aos profissionais da saude.

Até 2002, somente o Estado do Rio Grande do Sul ndo era considerado area de
risco para a doenga, porém, nesse ano ocorreu a notificagdo do primeiro caso autdctone
de Leishmaniose Tegumentar Americana no municipio de Porto Alegre. Atualmente, ja
foram notificados 17 casos autdctones no Estado, além da existéncia de varios outros
suspeitos, transformando dessa maneira o Estado em area de risco para a doenca.

(SANTOS et al., 2005a).

Com a chegada da doenga aos centros urbanos o cao, por ser o animal doméstico
mais presente no meio familiar, torna-se a principal fonte de infec¢do e de perpetuacao
da enfermidade nas cidades, tornando fundamental uma ampla atuagdo dos
pesquisadores na busca de dados referentes a esses animais na cadeia epidemioldgica da
doenca no meio urbano, pois devido aos fatores socio-econdmicos, anteriormente
citados, o numero de cdes abandonados cresce geometricamente e essa superpopulagdo

acaba por desequilibrar o nicho ecoldgico constituido pelos centros urbanos,
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ocasionando ndo somente um aumento no numero de agressdes aos animais
abandonados por parte das pessoas e vice-versa, mas também aumentando os riscos de
transmissdo de zoonoses. Essa situacdo de superpopulacdo de cdes abandonados ja ¢
comum em varios bairros de Porto Alegre, sendo que o problema se torna mais evidente
nos bairros abastados e nas vilas. Estudos realizados pela Universidade Federal do Rio
Grande do Sul revelam que para cada bebé humano nascido, também nascem 15 caes e
que uma Unica cadela e seus descendentes podem gerar 64.000 novos animais em 6 anos
(NATALIDADE..., [2005]). Esses dados associados as timidas atuagdes oficiais para o
controle da superpopulagdo canina de rua, servem de alerta para os graves problemas de

Satde Publica que podem surgir, a partir desse desequilibrio.
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1.1 Importancia e Justificativa

O presente trabalho justifica-se pela:

Importancia da LTA como problema de satde publica emergente no

Estado do Rio Grande do Sul.

Necessidade de conhecer a condi¢do da populacdo canina (fonte de
infeccdo mais comum no meio urbano) com relagdo a sua positividade

para o agente.

Necessidade de investigar a soroprevaléncia para Leishmania spp. na
populacdo canina da regido de ocorréncia dos primeiros casos

autoctones no Estado do Rio Grande do Sul.
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1.2 Problema

- A populacdo canina da regido da Lomba do Pinheiro, Estrada do Rincdo, ¢

soropositiva para Leishmania spp.?

- A soropositividade dos caes serve como alerta para possivel aumento no nimero de

casos humanos da doenga?

- E possivel que a populagio canina da regido da Lomba do Pinheiro, Estrada do
Rincdo, mesmo sem sinais clinicos de LTA, seja soropositiva e, portanto, fonte de

infeccdo e risco a saude publica da regiao?
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1.3 Hipdtese

- Sim, a populagdo canina da regido da Lomba do Pinheiro, Estrada do Rincdo,

apresenta soropositividade para Leishmania spp.

- Sim, a soropositividade canina elevada serve de alerta para possivel aumento de casos

em humanos.

- Sim, ¢ possivel que a populagdo canina da Lomba do Pinheiro, Estrada do Rincao, seja
soropositiva, mesmo na auséncia de sinais clinicos e se constitua em fonte de infecgdo e

risco de saude publica para a regido.
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1.4 Objetivo

1.4.1 Objetivos Gerais

- Contribuir para o estudo da Leishmaniose na populacdao canina

do municipio de Porto Alegre;

- Avaliar a situagdo da doenga com relacao a populagdo canina e o

risco implicado a populacao humana.

1.4.2 Objetivo Especifico

Investigar se ha caes soropositivos para Leishmania spp. na regido da Lomba do

Pinheiro, Estrada do Rincao, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.
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1.5 Equipe Técnica

O presente trabalho foi realizado pela equipe técnica do Laboratorio de
Protozoologia da Faculdade de Veterinaria (FAVET) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul - UFRGS, formada por:

- M.V. Jairo Ramos de Jesus (Mestrando do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Veterinarias - UFRGS);

- M.V. Prof. Dr. Flavio Antonio Pacheco de Araujo (chefe do
Laboratoério de Protozoologia — FAVET/UFRGS; orientador do
projeto).

Tendo como co-orientadora a farmacé€utica/bioquimica Dra. Silvia Spalding,
diretora técnica da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Satude (FEPPS),
Instituto de pesquisas biologicas (IPB)- Laboratorio Central do Estado do Rio Grande
do Sul (LACEN) e a colaboracdo da bidloga Msc. Fatima Maria Tiecher, diretora e
responsavel técnica pelo Laboratorio de Parasitologia do IPB-LACEN/RS.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Definicao e Historico

Leishmanioses sdo infeccdes parasitdrias de animais € do homem causadas por
protozoarios digenéticos que tém seu ciclo bioldgico realizado em dois hospedeiros, um
vertebrado e outro invertebrado. Pertencentes a ordem Kinetoplastida, incluidos na
familia Trypanosomatidae ¢ no género Leishmania (LAINSON; SHAW, 1970). A
doenga ¢ classificada como zoonose ¢ admite 2 formas distintas: Leishmaniose Cutanea

ou Tegumentar e Leishmaniose Visceral (BARBOSA; BARBOSA, 1994b).

A primeira observacdo dos parasitos pertencentes a esse género foi feita por
Cunningham em 1885, em casos do que viria a ser considerada Leishmaniose Visceral
na India. Porém, o género Leishmania so6 foi criado por Ross em 1903 e no mesmo ano,
Wrigth descobre o agente etioldgico do botdo-do-oriente, incluindo-o no mesmo género
com o nome de Leishmania tropica. No Brasil, a doenga era conhecida por Cerqueira
desde 1885, através do encontro de lesdes similares ao botdo-do-oriente, porém s6 em
1911, Gaspar Vianna nomeia estes parasitos de Leishmania brasiliensis (GENARO et
al., 2002).

\

Com relagdo a classificagdo taxondmica das espécies do género, por muito
tempo esta foi baseada nos aspectos clinicos da doengca. Com o crescimento do
conhecimento sobre a patologia, os pardmetros fisiologicos, bioldgicos e a distribui¢do
geografica, foram introduzidos na tentativa de aprimorar a identificacdo do parasito.
Porém, como esses pardmetros sdo resultantes da interagdo entre o parasito € o
hospedeiro e das alteragdes de meio ambiente, ao longo do tempo surgiram dificuldades
em agrupar as espécies e, consequentemente, foram surgindo cada vez mais espécies e
subespécies. De 1961 a 1970 com Pessoa e sua classificagdo binominal, baseada na
epidemiologia da doenga, varias classificagdes foram propostas até que em 1972 ¢ 1973

baseando—se no desenvolvimento em insetos vetores, animais de laboratoério e meios de
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cultura; Lainson e Shaw idealizaram o agrupamento das espécies em complexos,
envolvendo a regido do intestino do inseto em que estas se desenvolviam. S6 em 1987,
apods extensa revisdo, os mesmos propdem a organizagdo das espécies que parasitam o
homem em dois subgéneros: Leishmania e Viannia, e o agrupamento das espécies

conforme tabela abaixo, sendo essa a classificagao usual. (MICHALICK, 2002).

Tabela 1- Espécies do Género Leishmania, Parasitos de Homens e Animais, de maior
interesse em Parasitologia (Adaptagao da classificagdo proposta por
Lainson e Shaw, 1987).

Subgénero
Leishmania Viannia
Complexo Leishmania donovani Complexo Leishmania brasiliensis
L. (L) donovani L. (V) brasiliensis
L. (L) infantum L. (V) guyanensis
L. (L) chagassi L. (V) panamensis
Provavel pertencente: L. (V) peruviana
L. (L) archibaldi L. (V) lainsoni
L. (V) naiffi
L. (V) shawi

L. (V) colombiensis

Espécies fora do complexo donovani
L. (L) tropica
L. (L) aethiopica
L. (L) major
L. (L) gerbilli

Complexo Leishmania mexicana
L. (L) mexicana
L. (L) amazonensis
L. (L) venezuelensis
L. (L) enrietti
L. (L) aristidesi
Provavel pertencente:
L. (L) pifanoi
L. (L) garnhami

Complexo Leishmani hertigi
L. (L) hertigi
L. (L) deanei

Fonte: Michalick, 2002
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Nos ultimos vinte anos os métodos genéticos e moleculares para caracterizagao
de espécies patogénicas receberam um maior espaco nas abordagens modernas a
respeito da epidemiologia dos parasitos e outras doengas infecciosas. Devido a
subestimacdo da severidade da doenca, do surgimento de novas situagdes epidémicas e
dos impactos socio-economicos causados, os parasitos do género Leishmania tém sido
estudados através de técnica moleculares e genéticas. Baseando-se nas hipdteses de
modo de evolugdo clonal e na hibridizacdo entre espécies, conclui-se que algumas das
varias espécies existentes sejam na realidade variagdes genéticas (clones) de outras
espécies, onde ndo sdo possiveis diferenciagdes genéticas ou moleculares consideraveis
entre essas. Por outro lado, novas espécies foram consideradas, pois conclui-se que se
originaram da hibridiza¢do de outras duas espécies, ja que as espécies em questdo
apresentavam caracteristicas genéticas e moleculares semelhantes com ambas a espécies
que a originaram. Exemplos sdo: L. (V) peruviana, considerada um hibrido entre as
espécies L. (V) brasilensis e L. (V) panamensis ¢ as espécies L. (L) pifanoi ¢ L. (L)
garnhami, que ndo podem ser diferenciadas de L. (L) mexicana e L. (L) amazonesnis,
respectivamente; sendo consideradas variacdes genéticas dessas € ndo mais novas
espécies, do ponto de vista de evolucao genética. Desse modo, com o uso cada vez
maior de técnicas moleculares e genéticas, € provavel que ocorra futuramente uma nova
classificagdo ou a modificagdo da classificacdo atual baseando-se em padrdes genéticos

e moleculares. (BANULS et al., 1999).

A Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) divide e reconhece as leishmanioses
em quatro grupos clinicos: cutanea, cutdneo-mucosa, cutinea difusa e visceral. A
Leishmaniose cutdnea ¢ uma doenca de baixa gravidade. A cutaneo-mucosa pode causar
lesdes extremamente mutilantes no macigo facial; enquanto a forma difusa, além de ser
um grande desafio terapéutico, apresenta-se com o estigmatizante aspecto
hanseniforme. A forma visceral acompanha-se de elevada mortalidade, quando ndo
tratada (WHO, 1990). A Leishmaniose possui uma epidemiologia extremante diversa, e
ja foram incriminadas como patogénicas ao homem 20 espécies do género Leishmania.

(DESJEUX, 2004).



23

2.2 Hospedeiros Vertebrados

Os hospedeiros vertebrados incluem grande variedade de mamiferos: roedores,
edentados (tatu, tamanduda, preguica), marsupiais (gambd), canideos e primatas,

incluindo o homem. (GENARO et al., 2002).

Em um estudo sobre a infec¢do natural de animais silvestres no Estado de
Pernambuco, Andrade et al., (2005), identificaram alguns roedores sinantropicos e
silvestres infectados por L. (V) brasiliensis, sendo essa espécie isolada em Bolomys

lasiurus e Rattus rattus.

Marzochi; Schubach e Mazorchi, (1999), relatam que também sdo encontrados
como reservatorios silvestres de Leishmania spp. Choloepus didactylus (preguiga-real),
Tamandué tetradactyla (tamandua) e Didelphis marsupialis (gamba), exemplares das
espécies Dasyprocta azarae (cotia), Kannabateomys amblyonyx (rato-da-taquara) e
Cuniculus paca (paca), além de alguns pequenos roedores dos géneros Orzyzomys (rato-
de-arroz), Proechimys (rato-de-espinho), Akodon (rato-do-mato) e Rattus (rato

doméstico).

Segundo Falqueto et al., (1986) a participagdo de animais domésticos no ciclo
epidemioldgico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ conhecido desde o
inicio do século, Mazza em 1926 encontrou cies infectados em area de desmatamento
recente ao norte da Argentina, onde havia alta incidéncia de Leishmaniose Cutaneo-
Mucosa em humanos. Diversos trabalhos conduzidos em éreas endémicas de LTA
demonstraram que tanto o cdo quanto o jumento (Equus asinus) sdo freqiientemente
encontrados infectados. No Brasil, estudos indicam ser relativamente comum a presenga

de caes infectados em areas endémicas, principalmente na regido Sudeste do pais.
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2.3 Hospedeiros Invertebrados

Os hospedeiros invertebrados, ou vetores, sdo pequenos insetos da ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, géneros Phlebotomus (velho
mundo) e Lutzomyia (novo mundo) (GENARO et al., 2002). Os flebotomineos sdo
dipteros corcundas e pilosos, com asas em forma de lanca, mantidas eretas sobre o
corpo quando em repouso. S3o conhecidos, popularmente, no Brasil como Birigui,
Cangalhinha, mosquito Palha e etc. Sdo mais comuns em areas florestais ou proximas a
estas, mas podem invadir domicilios e anexos peridomiciliares. Nas Américas sao
divididos em trés géneros, sendo o género Lutzomyia o de maior importancia médica ¢
estando dividido em vérios subgéneros, estando as espécies mais importantes,
envolvidas na transmissdo de LTA, nos subgéneros Lutzomyia, Psychodopygus e
Pintomyia. Os flebotomineos apresentam o corpo medindo 2 a 3 mm, com eixos da
cabeca e abdomen, formando um angulo de 90° entre si. Os adultos apresentam voo
saltitante e em geral se deslocam somente algumas dezenas de metros, porém existem
relatos de espécies que, em regides aridas, podem se deslocar por longas distincias

(MARCONDES, 2001).

As fémeas sdo hematofagas, mas também se alimentam de substincias
acucaradas de excrecdes de afideos (pulgdes), contendo melezitose, e de seiva de
vegetais. A hematofagia ¢ necessaria para a producdo dos ovos e a ingestdo de
carbohidratos importante para o desenvolvimento de leishmanias no tubo digestivo do
inseto. De ovo a adulto decorre um periodo de aproximadamente 30 dias, sendo que as
fémeas apresentam longevidade de 15 a 20 dias. Porém a duracdo do ciclo completo
pode variar de 30 a 90 dias e a fémea quando em ovoposi¢ao libera no solo umido e rico
em matéria organica entre 40 a 70 ovos. Durante o dia os flebotomineos se escondem
em lugares escuros, Umidos e abrigados (fendas de rochas, troncos de arvores,
galinheiros) iniciando sua atividade com o crepusculo, tendo sua maxima atividade
variando de uma hora apds o crepusculo até¢ aproximadamente as 23:00 horas, periodo
onde em maior nimero invadem o domicilio para hematofagia (GENARO et al., 2002;

MARCONDES, 2001).



25

Segundo Chaves e Anez, (2004) os mosquitos da Ordem Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae sdo os vetores dos parasitos Leishmania causando a Leishmaniose ao
redor do mundo. Em todo o mundo existem cerca de 500 espécies de flebotomineos
conhecidas, sendo que ja foram incriminadas como vetores de Leishmaniose cerca de 30
a 70 espécies. Embora os flebotomineos, tanto do género Phlebotomus (velho mundo)
quanto Lutzomyia (novo mundo) sejam os principais vetores de Leishmania spp.,
existem estudos que suportam a idéia de que os mosquitos do género Lutzomyia sao
mais susceptiveis ao desenvolvimento de infec¢do pelo agente do que as espécies

pertencentes ao género Phlebotomus. (NIEVES; PIMENTA, 2000).

Na América do Sul os principais hospedeiros invertebrados do parasito sdo os
mosquitos do género Lutzomyia. (GENARO et al., 2002). No Brasil, além de Lutzomyia
longipalpis principal vetor da Leishmaniose Visceral e também envolvida em alguns
casos de LTA, as principais espécies envolvidas sdo Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
wellcomei, Lutzomyia pessoai, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia fischeri, Lutzomyia
umbratilis, Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia migonei entre outras. (GENARO et al.,
2002; RANGEL; BANDEIRA, 2003; CASTRO et al, 1996). As espécies desse género
invadem facilmente o peridomicilio, o interior das residéncias humanas e abrigos de
animais domésticos, adaptando-se a variadas temperaturas, sendo que seu periodo de
maior densidade populacional ocorre apoés a estacdo chuvosa, na maioria das espécies

(CASTRO, et al, 1996; MARCONDES, 2001).

No municipio de Porto Alegre, o Nucleo de Controle de Roedores e Vetores
(NCRV) da Secretaria Municipal de Saude tem realizado expedi¢des noturnas para
capturar insetos vetores, a partir de coletas mensais no domicilio de pacientes
confirmados com LTA, peridomicilio e mata. As espécies capturadas foram L. neivai, L.
migonei, L. pessoali, L. lanei e L. fisheri, em ordem decrescente de ocorréncia. Levando
em consideragdo os critérios de Killick-Kendrick para a incriminagao da espécie vetora,
ou seja, baseando-se na acentuada antropofilia, maior quantidade de exemplares
coletados no intradomicilio, peridomicilio e mata e a distribui¢do espacial coincidente
com a da doenga, a espécie Lutzomyia neivai ¢ considerada a principal suspeita de ser o

vetor da LTA no municipio, faltando ainda a analise da infec¢do natural de Leishmania
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spp. em exemplares desta espécic (GONCALVES, 2003; SANTOS et al, 2005a). Para
Marcondes, (2001) a incriminagdo de um flebotomo como vetor depende da
antropofilia, assim como, da identificacio da mesma espécie de protozodrio tanto no
inseto quanto no paciente. As espécies Lutzomyia intermedia e Lutzomyia nevai podem
ocorrer em matas ¢ sdo muito bem adaptadas as suas bordas e a ambientes modificados,
podendo invadir domicilios e se desenvolver no peridomicilio, tendo sido incriminadas
como vetores de parasitos de Leishmaniose Tegumentar. Assim como, as espécies,
Lutzomyia pessoai e Lutzomyia fischeri, que sdo muito comuns no Sudeste ¢ Sul do

Brasil sendo muito antropofilicas e agressivas para o homem.

Segundo Oliveira et al, (2004) a transmissdo de LTA em areas urbanas e peri-
urbanas no Brasil sugere que as espécies de Lutzomyia responsaveis pela transmissao da
doenca podem ter obtido sucesso na adaptagdo a novo nichos. Com relagdo ao
comportamento das espécies de mosquitos vetores, Chavez e Anez, (2004) ressaltam
que existem espécies com comportamento zoofilico e antropofilico e que ambas podem
habitar a mesma regido (local) e apresentarem habitos, hospedeiros e tipo de
alimentacdo muito semelhantes, podendo até mesmo ocorrer sinergismo entre as
espécies na disseminagdo da LTA. Na regido dos Andes no Oeste da Venezuela existem
hipoteses de que as espécies zoofilicas atacando os reservatdrios silvestres e domésticos
podem introduzir os parasitos no habitat humano (peri e intra-domicilio), os quais
podem se espalhar através da atuagdo das espécies antropofilicas disseminando-se na

populagdo humana.

Com relagdo a competéncia do vetor para a transmissao do agente, esta depende
de diversos aspectos que interferem no pardmetro espécie-especifico do parasito e vetor,
estando correlacionadas diretamente com a habilidade do parasito em passar o ciclo de
vida completo dentro do inseto hospedeiro, incluindo o desenvolvimento de formas
metaciclicas. A deteccdo dessas formas, capazes de infectar vertebrados, ¢ essencial
para a incriminag¢@o dos mosquitos como um potencial vetor de Leishmania. (NIEVES;
PIMENTA, 2000). Os mesmos autores realizaram estudos de infec¢dao experimental em
Lutzomyia migonei para evidenciar os diferentes padrdes de desenvolvimento de duas

espécies de Leshmania (L. (V.) brasiliensis ¢ L. (L.) amazonensis) e sua capacidade de
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tornar o inseto hospedeiro em um vetor potencial. No estudo foi possivel observar o
padrao diferente entre as espécies do protozoario em colonizar as diferentes por¢des do
intestino do inseto, assim como, as diferentes formas promastigotas que surgem e
colonizam as regides intestinais, terminando as suas diferenciacdes em metaciclicas
infectantes. Na pesquisa citada, ambas as espécies foram capazes de infectar o inseto
tornando-o vetor, porém as localizagdes ¢ o numero de formas promastigotas foi
bastante varidvel, demonstrando que esse comportamento parece ser intrinseco do
parasito e também que, o hospedeiro invertebrado em questdo ¢ um vetor bioldgico
capaz de transmitir duas espécies do parasito, que em determinadas areas podem co-

existir.

2.4 Morfologia

Este género possui apenas 2 formas durante seu ciclo evolutivo, a forma
amastigota e a promastigota. A forma amastigota ¢ tipicamente ovoide ou esférica,
medindo 3 - 6,5um por 1,5 -3 um, com nucleo, cinetoplasto, e flagelo rudimentar,
encontrada nas células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente macrofagos,
dos hospedeiros vertebrados. A forma promastigota ¢ alongada, medindo entre 16 - 40
um de comprimento por 1,5 - 3 um de largura, possuindo citoplasma, nucleo,
cinetoplasto e flagelo livre. As formas promastigotas no seu ciclo no hospedeiro
intermediario (vetor) apresentam variagdes de formas durante seu desenvolvimento no
intestino do inseto, sendo denominadas de prociclica, nectomona, paramastigota,
haptonoma e metaciclica, sendo a ultima, considerada a forma promastigota infectante.
Essas formas promastigotas tém variagdes em numero € localizacdo no intestino do
vetor. (NIEVES; PIMENTA, 2000; GENARO et al., 2002; MARZOCHI,
SCHUBACH; MAZORCHI, 1999).
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2.5 Ciclo Bioldgico e Patogenia

As espécies de Leishmania se multiplicam no hospedeiro vertebrado por fissdo
binaria longitudinal, mas o ciclo bioloégico completo ¢ a manutencdo da viruléncia
dependem de um hospedeiro intermediario ou vetor (MARZOCHI; SCHUBACH;
MAZORCHI, 1999).

Sendo assim, as formas amastigotas de Leishmania sdo encontradas
principalmente nos macréfagos, onde se multiplicam dando manutengdo a seu ciclo de
vida. Quando a fémea do flebétomo vetor pica o hospedeiro vertebrado, realizando o
repasto sangiiineo necessario para a sua ovopostura, ocorre a ingestdo de macrofagos
infectados pelas formas amastigotas. Esses macréfagos se rompem no trato intestinal do
inseto liberando as formas amastigotas que por divisdo bindria se multiplicam e tornam-
se promastigotas. As formas promastigotas vao, dependendo da espécie de Leishmania
envolvida, se localizar e desenvolver em regides diferentes do intestino do vetor. Essas
caracteristicas sdo intrinsecas do parasito € servem para a classificacdo taxonomica das
espécies de Leishmania, sendo considerado o desenvolvimento de espécies na regiao
anterior do intestino médio até o piloro (Leishmanias suprapilarias), principalmente na
regido do intestino médio toracico e abdominal; na regido posterior do intestino médio
(Leishmanias peripilarias), abrangendo a regido do intestino médio abdominal até a
regido Pildrica e, por tltimo; o desenvolvimento restrito ao intestino posterior do inseto
(Leishmanias hipopilarias) abrangendo a regido dos Tubulos de Malpigi e do Rectum.
Durante o desenvolvimento no hospedeiro invertebrado (vetor) as formas promastigotas
se diferenciam em vérias formas (prociclicas, nectomonas, paramastigotas, haptonomas
e metaciclicas) até o desenvolvimento das promastigotas metaciclicas, que sdo as
formas infectantes, havendo transcorrido um periodo de 4 a 5 dias do repasto infectante
até o surgimento destas. A partir desse momento, em um novo repasto sanguineo,
durante o processo de alimentagdo do flebotomineo, ocorre a transmissdo do parasito
para um novo hospedeiro vertebrado. As promastigotas sdo inoculadas na derme do
hospedeiro vertebrado pela proboscida do inseto, tendo a saliva do inseto papel
potencializador na infectividade de Leishmania, devido a presenca de neuropeptideos

vasodilatadores que atuam facilitando a alimentacdo do inseto, assim como,
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imunossuprimindo a resposta celular local do hospedeiro, favorecendo a infectividade
das formas metaciclicas. Uma vez na derme o parasito ¢ interiorizado pelo macrofago e
dentro do vacuiolo fagocitario (parasitoforo) se transforma em amastigota, se adaptando
ao novo meio fisiologico, resistindo a a¢cdo destruidora das lisossomas e iniciando a sua
multiplicagdo por divisdo bindria. A multiplicagdo das amastigotas dentro dos
macréfagos ocupa o citoplasma deslocando o nticleo até o rompimento da membrana
celular, levando a liberacdo das amastigotas no tecido, sendo essas novamente
fagocitadas iniciando o processo inflamatorio local. Dependendo da resposta
imunoloégica do hospedeiro, a doenga, sendo espectral, pode assumir variadas formas
clinicas, nas quais as lesdes podem evoluir para a cura espontanea ou, at¢é mesmo, para
quadros desfigurantes, incapacitantes e refratdrios ao tratamento. (REY, 1991;
FORTES, 1993; SCOTT, 1996; CASTRO et al., 1996; AS LEISHMANIOSES, 1997,
URQUHART et al, 1998, MICHALICK, 2002, MARZOCHI; SCHUBACH;
MAZORCHI, 1999; NIEVES; PIMENTA, 2000).
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3 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

3.1 Definicéo

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ uma doenca de carater
zoonotico que acomete o homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos,
podendo se manifestar através de diferentes formas clinicas. E uma enfermidade
polimorfica e espectral da pele e das mucosas, causada por parasitos do género

Leishmania (GENARO et al., 2002).

3.2 Epidemiologia

A Leishmaniose Tegumentar ¢ encontrada em todos os paises das regides
tropicais e subtropicais do mundo, exceto na Australia, Nova Zelandia e algumas ilhas
do Pacifico. O nimero total de novos casos anuais em todo mundo ¢é estimado em 1,5
milhdes de pessoas, mas somente 300 mil sdo oficialmente declarados a Organizacdo
Mundial de Saude, devido a falta de notificagdo e diagndstico da doenga. Dentro dos
limites geograficos da doenca a extensao e severidade do problema variam, podendo ser
endémica ou ocorrer somente de forma esporadica em diferentes regides. Essa
irregularidade na distribuicdo mundial é enfatizada pelo fato de que mesmo sendo
reportado a sua ocorréncia em mais de 80 paises no mundo, 90% de todos os casos
ocorrem apenas em 6 paises: Afeganistdo, Brasil, Ird, Peri, Arabia Saudita e

Siria.(KLAUS; FRANKENBURG; INGBER, 1999; DESJEUX, 2004).

A Leishmaniose Tegumentar ¢ particularmente importante na América do Sul
por apresentar aspectos de cronicidade, laténcia e desenvolvimento de metastases que
conduzem a quadros clinicos desfigurantes (AS LEISHMANIOSES, 1997). No Brasil,

estudos tém demonstrado ser comum a presenga de caes infectados em areas endémicas
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de Leishmaniose Tegumentar, especialmente na regido sudeste do pais (FALQUETO et

al., 1986).

Conforme Rey (1991), as ondas epidémicas acompanham muitas vezes o0s
movimentos de populagdes humanas em busca de novas terras para culturas, que se
deslocam rumo as terras virgens das florestas tropicais, como ocorreu no oeste paulista.
Assim como ¢ comum um aumento na morbidade da doenga ou até mesmo a ocorréncia
de surtos epidémicos, quando um grande numero de pessoas mudam de areas livres para
areas endémicas ou de areas endémicas para areas livres, quando essas t€ém as condigdes
necessarias para o desenvolvimento da doenga. Dessa maneira a LTA era considerada,
historicamente, uma doenca de areas rurais afetando pessoas que viviam ou trabalhavam
nesses locais (militares, fazendeiros, agricultores, madeireiros...), onde o homem era
mais afetado, pois se encontrava mais exposto a floresta e conseqiientemente aos fatores
de risco da infecgdo (OLIVEIRA et al., 2004). A LTA ¢ uma doenca de carater
ocupacional, levando a deformidades que podem abalar psicologicamente o doente, com

reflexos no campo social € econdmico (MANUAL..., 2000).

A cadeia epidemiologica da Leishmaniose Cutanea e Cutaneo-Mucosa envolve
flebotomineos, mamiferos selvagens e peridomésticos, assim como, espécies dos 2
subgéneros de Leishmania e o homem, determinando o ciclo silvestre da doenga que se

processa na concepgao de um foco natural (BARBOSA; BARBOSA, 1994a).

Atualmente, a cadeia epidemioldgica da doenca tem se alterado, trazendo o
aumento de casos urbanos e peri-urbanos, sugerindo uma adaptacdo do vetor a esses
novos nichos, surgindo assim uma cadeia epidemioldgica urbana, onde os principais
fatores de risco envolvem a presenca de animais, mosquitos e historico de LTA na
vizinhanga. Assumindo assim um perfil epidemiologico no Brasil que envolve uma
larga variedade de hospedeiros mamiferos silvestres, domésticos e diferentes

flebotomineos vetores (SOUZA et al., 2005; MANUAL..., 2000).
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Existem 2 situagdes epidemiologicas principais e distintas entre si: a primeira,
que ocorre associada a derrubadas das matas para construcdes e instalagdes de povoados
em regides pioneiras e a explora¢do desordenada das florestas (extragdo de madeira,
pecudria, agricultura) , onde a LTA ¢ fundamentalmente uma zoonose silvestre e o
homem se torna infectado acidentalmente quando entra em contato com o foco; a
segunda, onde a doenga ocorre em regides de colonizacdo antiga relacionada aos
processos migratorios, com a ocupacao de encostas de morros e os aglomerados semi-
urbanizados nas periferias dos centros urbanos, ndo estando associada a derrubada de
matas, mas a uma adaptacdo epidemioldgica da doenga, onde os caes, eqliinos e
roedores desempenham importante papel como novos reservatorios do parasito
(DESJEUX, 2004; MANUAL..., 2000). Nesse caso ¢ comum o surgimento de sinais
clinicos em individuos de todas as idades, porém; sendo ainda mais prevalentes em
adultos com mais de 40 anos, apresentando lesdes mais freqiientes nas pernas, bragos e
rosto em ordem decrescente de ocorréncia. O agente etioldogico mais comum, que vem
sendo isolado nessas lesdes ¢ a L. (V.) brasiliensis (OLIVEIRA et al., 2004). Conforme
Antonelli et al., (2005) esta espécie de Leishmania é a mais freqiiénte e largamente

espalhada no pais, exceto ao norte do rio Amazonas.

No Brasil a LTA vem aumentando, de 1985 a 1999, foram registrados no pais
388.155 casos autoctones. Comparando os dados de 1985 (13.654 casos) com os de
1999 (30.550 casos), observa-se um aumento no coeficiente de deteccdo de casos de
10,45/100.000 habitantes para 18,63/100.000 habitantes. A expansdo demografica da
doenga também ¢ evidente, sendo que em 1994 foram registrados casos em 1861
municipios ¢ em 1998 houve o registro em 2.055 municipios. Analisando os casos
regionais até o ano de 2000, a regido Norte apresentava registro de casos autoctones em
82% dos municipios, a Nordeste 88,5%. No Centro-Oeste, em 1998, a LTA atingiu
64,3% dos municipios, com destaque para o Mato Grosso com 100% dos municipios
apresentando registros de casos; na regido Sudeste os estados do Espirito Santo e Minas
Gerais se destacaram com um percentual de LTA de 50,5% e 46,3%, respectivamente, e
no Sul, o Parand vem apresentando aumento gradativo no nimero de municipios com
registro de casos, passando de 117 em 1994 para 146 em 1998, sendo esse Estado o
responsavel por 98% dos casos notificados na regido Sul, apresentando um coeficiente

de deteccao de 4,88/100.000 habitantes em 1998. Atualmente a média de notificacao de
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novos casos anuais ¢ 30.000 casos, em todo o territdrio nacional e a regido Nordeste,
ainda detém o maior nimero de casos notificados, 14.000 novos casos por ano
(MANUAL..., 2000; SANTOS et al.,, 2005a). Até o presente momento existem 7
espécies de Leishmania responsabilizadas pela doenga no Brasil: Leishmania (Viannia)
brasiliensis; L. (V.) guyanensis; L. (V.) lainsoni; L. (V.) shawi; L. (V.) naiffi; L. (V.)
lindenbergi e L. (Leishmania) amazonensis (SOUZA et al., 2005).

Andrade et al., (2005) concordam com a afirmac¢do de que a LTA deva ser
considerada em expansdo no territorio brasileiro e com o fato da L. (V.) brasiliensis ser
o agente etiologico de maior prevaléncia, apresentando distribuicao geografica em todas
as regides do pais e acrescentam que, suas caracteristicas epidemiologicas e o modo de
transmissdo se expressam de acordo com as particularidades de cada regido, sendo
assim a ecoepidemiologia da LTA associada a esta espécie se torna um desafio para os

programas de controle da doenga.

3.2.1 Situacao Epidemiologica no Municipio de Porto Alegre, RS, Brasil.

Em Porto Alegre no ano de 2000 foi diagnosticado o primeiro caso de LTA, no
Hospital Santa Casa de Misericérdia, em um paciente de 74 anos, do sexo masculino,
portador de lesdo na mucosa nasal com infiltracdo importante no nariz e labio superior
direito, apresentando destruicdo da cartilagem nasal. O diagnostico de Leishmaniose
Cutaneo-Mucosa foi definido por bidpsia do tecido nasal. Segundo dados de anamnese,
este vivia ha pelo menos 10 anos no municipio e ndo havia viajado para nenhuma area
endémica para a doenga. Ainda, apresentava historico compativel com o quadro clinico
anterior, ocorrido ha mais de 50 anos atrds, quando o mesmo residia em Sao Nicolau
(RS). Nessa ocasido nao ficou determinado o local de transmissdo da doenga e nem
havia relatos de flebotomineos em Porto Alegre, sendo este o primeiro registro de caso

autdctone no Rio Grande do Sul. (ALERTA..., 2002).
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Em outubro de 2002 foi diagnosticado o primeiro caso autdctone de LTA em
Porto Alegre, envolvendo um paciente do sexo feminino, que morava em um sitio em
borda de mata virgem na divisa entre os Bairros Lomba do Pinheiro e Restinga, hd mais
de 20 anos e sem histérico de viagens. A partir desta data, foi langado o alerta de
transmissdo autoctone de LTA em Porto Alegre ¢ a mesma passa a ser considerada area
de risco de transmissao de Leishmaniose Cutaneo-Mucosa. A partir desse registro, o
Nucleo de Controle de Roedores e Vetores (NCRV) passa a realizar expedi¢des para
captura e identificacdo de insetos vetores de LTA, na regido do caso, colocando
armadilhas no intradomicilio, peridomicilio e mata, identificando a fauna de
flebotomineos local e orientando a adocao de medidas de protecdo para as familias
residentes nas imediagdes. A partir do alerta, os profissionais da saude sdo orientados a
encaminharem qualquer caso suspeito a Equipe de Controle Epidemiologico da
Secretaria Municipal de Saude de Porto Alegre. (THIESEN; BRITO, 2003;
GONCALVES, 2003).

Atualmente, segundo Santos et al., (2005a), a situa¢do ¢ evolugdo dos casos
autoctones no Rio Grande do Sul ¢ a seguinte: no ano de 2001 foram notificados,
investigados e confirmados 3 casos, 2 procedentes do municipio de Santo Antonio das
Missdes ¢ 1 do municipio de Viamado. Dois dos trés casos haviam iniciado a
sintomatologia em 2000. Em 2002, foram notificados e confirmados 2 casos, um em
Porto Alegre (Lomba do Pinheiro/Restinga) e outro no municipio de Rolador. Em 2003
houve a confirmacdo de 8 casos autdctones, seis na regido sul de Porto Alegre, um no
municipio de Sdo Miguel das Missdes e um no interior do municipio de Capdo da
Canoa. O ano de 2004 terminou com o diagnostico de dois casos de LTA em Porto
Alegre ¢ até a 19 ° semana epidemioldgica de 2005 foram confirmados mais 2 casos
(tabela 2). De acordo com a localizagdo dos casos, at¢ o momento, ¢ possivel inferir
sobre trés areas de transmissdo de LTA: regido das missdes (Sto.Anténio das Missoes,
Sdo Miguel das Missdes, Rolador) com 4 casos, transmissdo rural, onde a paisagem ¢
formada por capdes de mata rodeados de campos de pastagens; Porto Alegre/Viamao,
com 12 casos, onde a transmissdo ocorre em areas periurbanas com fragmentos de
matas residuais; um caso na regido litoranea (Capao da Canoa), transmissao rural
proxima a Mata Atlantica. Nesses 5 anos, o numero de casos total foi de 17 pessoas

adultas com média de idade de 47 anos, entretanto a maioria (60%) tem mais de 45
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anos, com predominio de casos no sexo masculino (11/17). Nao foram registrados casos
em menores de 15 anos, o que sugere at¢é o momento auséncia de transmissao
intradomiciliar. Todos os pacientes confirmados, nesse periodo, receberam tratamento

apos avaliacdo clinica e laboratorial.

Segundo a Coordenadoria Geral de Vigilancia em Satde (CGVS) da Secretaria
Municipal da Satde de Porto Alegre, os casos suspeitos devem ser notificados a Equipe
de Controle Epidemioldgico (ECE) para encaminhamento dos exames diagnosticos,
investigacdo epidemioldgica, levantamento ambiental e liberagdo da medicagdo; uma
vez que, ndo esta concluido o mapeamento dos vetores e, conseqiientemente, o risco de

transmissdo da doenga em Porto Alegre. (ALERTA..., 2002).

A Divisdo de Vigilancia Ambiental em Saude, no programa de Leishmaniose
Tegumentar Americana tem suas agdes voltadas, principalmente, para o fornecimento
das medicacdes para tratamento dos casos e para a capacitagdo das regionais em
epidemiologia, entomologistas e médicos veterindrios, visando, através de
levantamentos da entomofauna e da possivel identificacdo de animais domésticos com
LTA, conhecer e definir melhor a cadeia epidemioldgica de transmissdo da doenca
(SANTOS et al., 2005a).

Tabela 2 - Casos Autdctones de Leishmaniose Tegumentar Americana no Rio
Grande do Sul, 2001 a 2005. (Boletim Epidemiolégico -v.7,n.2,Junho
2005. CEVS/RS).

N%do caso Data da Local Provavel de Sexo Idade
Notificagao Infeccao
1 15.06.01 Viamao M 69
2 08.08.01 Sto. Antdnio das Missoes F 51
3 09.08.01 Sto. Antdnio das Missoes M 65
4 28.08.02 Rolador M 55
5 17.10.02 Porto Alegre F 34
6 30.05.03 Sao Miguel das Missoes M 45
7 12.11.03 Porto Alegre F 51
8 11.08.03 Porto Alegre M 15
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N’ do caso Data da Local Provavel de Sexo Idade
Notificacao Infeccao
9 10.10.03 Porto Alegre F 59
10 10.10.03 Porto Alegre M 57
11 13.10.03 Porto Alegre M 53
12 10.11.03 Porto Alegre M 54
13 29.12.03 Capao da Canoa M 31
14 05.03.04 Porto Alegre F 55
15 19.07.04 Porto Alegre M 51
16 03.01.05 Porto Alegre F 24
17 04.03.05 Porto Alegre M 26

Fonte: DVAS/SES

3.3 Fatores de Risco para Leishmaniose Tegumentar Americana

Varios fatores sao considerados como indicadores de surtos, aumentando o risco
da populacdo para a infeccdo de Leishmania, a movimentagdo de populagdes de areas
livres para areas endémicas e de areas endémicas para areas livres, onde existam
condigdes para o desenvolvimento da doenca; as mudangas na densidade dos vetores e
no nimero de animais reservatorios e os distirbios nos ecossistemas que envolvem os
agente e seus reservatorios e vetores sdo alguns desses fatores. O risco que envolve os
militares em suas acdes de campo em areas endémicas, atualmente, também se aplica a
individuos praticantes de turismo de aventura (ecoturismo) que passam um tempo
consideravel ao ar livre em dreas endémicas, muitas vezes sem prote¢do, como

repelentes e mosquiteiros a noite (KLAUS; FRANKENBURG, 1999).

Para Reithinger et al., (2003) embora algumas vezes se mostre inconstante, a
abundancia de caes e o fato de ser proprietario de caes, sdo fatores de risco para LTA,
conforme foi demonstrado em 2 casos na Argentina, em estudos realizados para

pesquisa de reservatorios e fatores de risco. Em Huanuco, Peru, pesquisas sugerem que
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os caes tém papel importante na transmissdo peridoméstica de LTA para humanos.
Nesse caso, a incidéncia de LTA humana aumenta com o aumento no tamanho da

populagdo canina.

Segundo Machado-Coelho et al., (2005) a Leishmaniose Tegumentar ocorre 1,7
vezes mais freqiientemente em homens do que em mulheres, sendo 2 vezes mais
freqiiente em individuos maiores de 22 anos e 4 vezes mais freqiiente em individuos mal
nutridos quando comparados com pessoas mais jovens ¢ bem nutridas. Sendo assim, o
risco de LTA aumenta significativamente conforme diminui o “‘status” nutricional e
aumenta a idade dos individuos. O “status” nutricional também aumenta o risco de
Leishmaniose Tegumentar Mucosa, quando comparada com a incidéncia da forma
cutanea da doenga, assim como, aumenta o tempo de duragdo das lesdes. Sendo esse
também influenciado pela idade dos individuos. Essa maior ocorréncia de LTA em
homens, segundo alguns estudos, pode ser atribuida aos efeitos hormonais, sendo os
hormdnios sexuais responsaveis pela estabilizacdo da doenca, assim como, pela cura.
Porém, fatores comportamentais como a maior exposi¢do de homens aos vetores e a
ambientes de risco extra e intra-florestais, sdo provavelmente mais importantes na

prevaléncia maior de risco de infec¢do para homens, se tratando de LTA.

Os fatores ambientais também fazem parte dos fatores de risco para infecgao.
Em regides de ocorréncia de 2 ou mais espécies de Leishmania sobrepondo-se, o risco
de infeccdo humana e animal aumenta. Mesmo dentro de area endémica unica e bem
delimitada, as variagdes nos micro fatores ambientais influenciam na disseminagdo da
doenga e pequenas diferencas topograficas ou climaticas podem afetar os indices de
morbidade dentro dessa area endémica restrita. As alteragoes sazonais e climaticas tém
influéncias no aumento no risco de infec¢do, por exemplo, as estagdes chuvosas e o
aumento na densidade populacional de mosquitos vetores, levando a aumento no risco
de infeccdo, devido a maior possibilidade de contato com o vetor. A sazonalidade
dessas chuvas por exemplo, leva a um aumento no niimero de casos ou no risco de

infec¢@o em certas épocas do ano (KLAUS; FRANKENBURG; INGBER, 1999).
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Fatores demograficos e econdmicos estao relacionados com risco de infecgao.
Nota-se que em areas endémicas, onde a populacdo possui baixa renda e,
consequentemente, poucos recursos médicos, homens, mulheres e criancas tém alto
risco de infeccdo. No Oriente Médio, em certas localidades, além de considerada
ocupacional, a Leishmaniose também ¢ “parte do crescimento das criangas e jovens”,
devido a alta incidéncia e risco de infec¢do nesses locais. A pobreza e a falta de recursos
socio-econdmicos também levam a migragdes populacionais e ao contato das pessoas
com 4areas intactas (foco silvestre de Leishmaniose), que ap6s o desmatamento e/ou a
urbanizacdo possibilitam um aumento no risco de infec¢do humana. O descaso na
notificacdo dos casos, assim como a subestimac¢do da incidéncia da doenga, provocam
aumento no risco de infeccdo nas arcas subestimadas, onde ndao se conhece o
comportamento real da doenca. O surgimento de doengas imunossupressoras, como a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, tras uma nova situacao epidemioldgica com
aumento do risco de infecgdo ou recidiva de Leishmaniose em individuos
imunocomprometidos. (DESJEUX, 2004; KLAUS; FRANKENBURG; INGBER,
1999).

3.4 Sinais Clinicos

Um amplo espectro de formas pode ser observado na LTA, variando de lesdes
auto-resolutivas a lesdes desfigurantes. O binémio, estado imunologico do paciente e as
espécies de Leishmania envolvidas, esta intimamente ligado a esta variagdio (GENARO
etal., 2002).

A LTA possui trés principais manifesta¢des clinicas em humanos: Leishmaniose
Cutanea (LC), sendo esta a forma mais comum e menos severa, ocorrendo em
individuos com resposta imune eficiente; Leishmaniose Mucosa ou Cutaneo-Mucosa
(LCM), apresentando lesdes de surgimento lento e progressivo, destruindo tecido
mucoso € submucoso, principalmente, no nariz, boca e orofaringe e sendo causada
principalmente por L. (V.) brasilensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, e

Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD); comum em pacientes com deficiéncia
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imunoldgica para antigenos de Leishmania, se apresentando na forma de multiplos
nddulos e/ou placas eritematosas repletas de parasitos (MACHADO-COELHO et al.,
2005). Sendo a Leishmaniose Cutdnea a forma mais comum de Leishmaniose
Tegumentar encontrada no Brasil e tendo como marca registrada, o desenvolvimento
lesdes dérmicas ulcerativas unicas ou multiplas, as quais, respondem bem ao tratamento

com antimonial (ANTONELLI et al., 2005)

Segundo Marzochi, Schubach e Mazorchi, (1999) os cdes também apresentam a

doenga clinica semelhante aquela observada em humanos.

3.4.1 Sinais Clinicos em Humanos

Segundo Manual..., (2000) a Leishmaniose Cutanea (LC), pode ser localizada;
nesse caso, as lesdes podem variar em niumero podendo ser Uinicas ou multiplas com
caracteristica ulcerativa de bordos elevados e fundo granulomatoso com ou sem
exsudacdo ou disseminada; caracterizando-se por ulceras pequenas disseminadas por
todo o corpo, com caracteristica acneiforme. A Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD),
considerada uma forma rara da doenga, caracteriza-se por macigo comprometimento
dérmico, iniciando na forma de macula, evoluindo a papula e nodulo no local da
inoculacdo e se disseminando por todo o corpo através da via hematdgena. As regides
freqiientemente envolvidas sdo a face e os membros superiores ¢ inferiores e as lesdes
sdo eritematosas sob a forma de papula, tubérculos, nodulos e inflitragdes difusas. Nas
lesdes cutaneas as ulceras sdo geralmente indolores e também sdo aceitas lesdes ulcero-

crostosas, ulcero-vegetantes e impedigdides entre outras.

A apresentacdo mucosa da LTA geralmente ¢ secundaria as lesdes cutaneas,
podendo surgir meses ou anos apds a resolucao da lesdo de pele ou podem ser primarias,
surgindo expontaneamente, decorrentes de supostas infec¢des subclinicas. Com macico
comprometimento dérmico e natureza cronica, as lesdes ocorrem na cavidade nasal,

faringe, laringe e cavidade oral. Quando ocorre no nariz, corresponde a uma reagao



40

descamativa do septo nasal, algumas vezes com perfuragao do tabique (septo nasal)
devido a infiltragdo e ulceragdo da mucosa que, dependendo da intensidade, pode
destruir a piramide nasal e outras estruturas acometidas por essas lesdes ulcerativas que
podem, também, apresentar aspecto crostoso ou vegetante. A Leishmaniose Cutineo-
Mucosa (LCM), geralmente ocorre na regido da face com envolvimento da mucosa
nasal, oral e pele, sendo que a lesdo mucosa pode ocorrer distante da lesdo cutanea
(secundéria) ou proxima a lesdo de pele, como uma extensdo desta. As lesdes linfaticas
caracterizam-se por adenomegalia e ulceragdes ao longo do trajeto dos vasos linfaticos,
com carater esporotricoide. Sendo que o comprometimento ganglionar pode preceder a
lesdo de pele ou ocorrer apos a lesdo, geralmente ndo ocorrendo linfoadenomegalia
generalizada (MANUAL..., 2000; BARBOSA; BARBOSA, 1994a; REY, 1991;
PEREIRA et al., 1981; LAINSON; SHAW, 1970).

A linfoadenopatia acompanha a Leishmaniose Tegumentar no velho e no novo
mundo. Sendo freqiientemente o Unico sinal clinico em casos da doen¢a na forma
visceral. Em infec¢des por L. (V.) brasiliensis a linfoadenopatia freqiientemente precede
a lesdo cutanea e esses linfonodos podem causar dor a palpagdo. O tempo entre o
aumento do linfonodo e o surgimento da lesdo cutanea pode variar de 2 semanas a 2
meses. Os linfonodos, aumentados ou ndo, t€ém papel importante na permanéncia do
agente no organismo, assim como na disseminagdo clinica. Estudos demonstram que o
agente tem se mostrado persistente nos linfonodos de ratos apds a cura clinica, em
infecgdes por L. (L.) major, e que a internalizagdo do parasito pelas células dos
linfonodos ¢ ferramenta que participa na ativagdo da resposta imune do hospedeiro
levando a producdo de citocinas e posterior envolvimento de linfécitos Thl e Th2

(HARMS et al., 2005).

Segundo Calza et al., (2004) pesquisas revelam que em pacientes infectados pelo
HIV, a apresentagdo tegumentar da Leishmaniose ¢ mais rara e geralmente representa a
forma primaria de infec¢do, com um menor nimero de lesdes, entretanto, também pode
representar uma forma secundaria da infeccdo decorrente da visceralizagdo dos
parasitos, favorecendo o surgimento de lesdes cutaneas difusas. Portanto, em pacientes

HIV positivos, co-infectados por Leishmania, a forma cutdnea primaria ou secundaria a
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manifestagdo visceral engloba uma gama de sinais clinicos que podem variar desde a
classica ulcera leishmanidtica at¢ a forma disseminada, envolvendo o surgimento de

eritemas e edemas generalizados.

Em estudos realizados em pacientes com LCD, Costa et al., (2005) observaram
sinais clinicos de encurtamento das falanges distais, especialmente das maos, devido a
destruicdo dssea e reducao do espaco articular, levando a ocorréncia de deformagdes nas
extremidades, limitando e prejudicando as atividades diarias dos acometidos.

Normalmente essas lesoes sao irreversiveis, progressivas e degenerativas.

3.4.2 Sinais Clinicos em Caninos

Em cdes os sinais clinicos sdo varidveis. Muitos cdes sdo naturalmente
resistentes e clinicamente normais ap6s serem infectados. Esses animais podem mostrar
somente uma reacao local na regido da picada do vetor e estudos demonstraram que, em
areas endémicas, somente 10 % dos cdes infectados desenvolvem a doenca clinica

(LINDSAY; ZAJAC; BARR, 2002)

Sinais clinicos como linfoadenomegalia, tanto pré quanto pds-lesdo cutanea,
esplenomegalia, alopecia, lesdes oculares e lesdes cutdneas, podem ser encontradas. A
forma de LTA mais comum, em caes, ¢ a cutinea, caracterizada por lesdo ulcerativa
caracteristica, ocorrendo com maior freqiiéncia na regido dos labios, orelhas, saco
escrotal e membros, podendo ou ndo estar recobertas com crostas. As lesdes do tipo
vegetante também podem ocorrer, Unicas ou multiplas, preferencialmente em areas de
poucos pélos, apresentando comportamento ciclico com parasitismo mantido por toda a
existéncia do animal.(MARZOCHI; SCHUBACH; MAZORCHI, 1999). Além disso,
pode ocorrer dermatite esfoliativa e pustular na regido da cabeca e dos membros. Todas
as lesdes cutaneas dependem e sdo resultantes da interacdo parasito-hospedeiro, bem
como a capacidade de defesa primaria individual do hospedeiro (BARBOSA;
BARBOSA, 1994a; REY, 1991).
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Conforme Ferrer et al., (1988) em estudo realizado em 43 caes com
Leishmaniose canina pré-diagnosticada, 60% dos animais apresentavam alopecia e
descamacao cutanea. Ainda conforme os mesmos, as lesdes cutaneas na Leishmaniose
canina tém patogenia diferente da Leishmaniose cutdnea humana, sendo que nos caes, a
pele é afetada durante a disseminagdo do agente, que acaba atingindo outros 6rgdos
além da pele, durante a evolucao da doencga. O diagnostico diferencial em caes deve
incluir, devido as caracteristicas clinicas que a lesdo pode apresentar, Lupus

Eritematoso, sarna, neoplasias, granulomas e dermatites bacterianas e micéticas.

Em estudos abordando a resposta imunologica de cdes nos vdrios estagios da
Leishmaniose canina, Inesta; Gallego e Portus, (2005) consideraram que animais
apresentando, além da lesdo cutinea, sinais como onicogrifose, perda de peso, apatia,
lesdes oculares e epistaxe entre outros, devem ser suspeitos € na presenca de 2 dos

sinais acima citados, sintomaticos para Leishmaniose canina.

Ferrer; Fondevila e Marco, (1990) relatam 2 casos de lesdes nodulares atipicas
em 2 cdes, uma na regido interdigital de um Boxer e outra a regido axilar de um Cocker
Spaniel., ambas as lesdes ndo eram ulcerativas nem dolorosas e apresentavam 3 e 4cm
de didmetro, respectivamente. Sendo assim, lesdes nodulares, indolores e ndo ulceradas

também devem ser consideras sinais clinicos de Leishmaniose canina.

Em investigacdo sobre a ocorréncia de infec¢do natural em animais domésticos
no Espirito Santo, Falqueto et al., (1986) examinaram 186 caes, dos quais 32 estavam
parasitados e apresentavam sinais clinicos, principalmente no focinho e nas orelhas. A
maioria (20/32) apresentava lesdo Unica, os demais apresentavam lesdes multiplas. A
forma cutanea de manifestagdo da LTA foi encontrada na maioria dos caes positivos

(25/32), seguida da forma mucosa (4/32) e cutaneo mucosa (3/32).
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3.5 Imunologia na Leishmaniose Tegumentar Americana

Embora tenham sido realizados inimeros estudos imunoldgicos nos ultimos
anos, a maioria em modelo murino, pois este apresenta um padrdo de resposta
semelhante ao humano, os mecanismos envolvidos na resposta imune de portadores de
LTA ndo estdao claramente elucidados. Sabe-se que a resposta imune depende de uma
complexa interacdo de fatores relacionados a viruléncia do parasito e a resposta
imunolégica do hospedeiro, sendo esta predominantemente mediada por células,
envolvendo tanto o aspecto cura quanto protecdo e até mesmo o agravamento da
doenga. (MARZOCHI; SCHUBACH; MAZORCHI, 1999; GENARO et al., 2002).
Porém, ¢ senso comum que a resolu¢do da Leishmaniose Tegumentar esta associada
com uma boa resposta imunomediada por linfécitos T. Um bom prognostico para
Leishmaniose Tegumentar, ou seja, a cura ou resisténcia, ocorre com a ativacao de
macrofagos, levando a destruicdo dos parasitos intracelulares. (COUTINHO et al.,

1998; DA-CRUZ, et al., 1999).

Dentre as respostas mediadas por linfocito T , a resposta do tipo Th 1 inclui a
ativacdo de IFN-y, o qual ¢ chave para a mediacdo de protecdo, devido a ativacdo dos
macrofagos com atividade microbicida. Sendo assim o predominio da resposta de
linfécitos T do tipo Th 1, subtipo CD4+, levando a produgao e liberagdo de citocinas do
tipo I como gamma interferon (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-o) tem papel
central na ativacdo dos macrofagos e conseqiiente destruicdo dos parasitos. Por outro
lado, o mecanismo de agravamento das lesdes ou a susceptibilidade ao desenvolvimento
de LTA, esté relacionado aos efeitos causados pela producao e liberagdo de citocinas do
tipo II como a interleucina- 4 (IL-4), IL-5 e IL-10 que sdo primariamente produzidas
por linfocitos T do tipo Th2, subtipo CD4+. Essas citocinas inibem a diferenciagdo dos
linfocitos T em linfocitos T tipo Th1 CD4+, desregulando seus mecanismos efetores de
protecao e, consequentemente, inibem a produgdo de IFN- y e TNF-y e a ativagao dos
macrofagos infectados pelo parasito (COUTINHO et al., 1998; FARAJINIA et al.,
2005).
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Os linfécitos T subtipo CD8+ também tém papel importante nos mecanismos
imunologicos responsaveis pela cura, pois os mesmos quando ativados também
demonstraram produ¢do de IFN-y, além de, um possivel efeito citolitico sobre os
macrofagos parasitados. Em estudos comparando as propor¢ao de linfocitos T CD4+ e
CDS8+, através da estimulagdo com antigenos de Leishmania (V.) brasiliensis, antes e
depois de tratamento leishmanicida, foi observado aumento na porcentagem de CD8+ e
declinio de CD4+ com conseqiiente reducdo na relacdo entre CD4+/CD8+. Esse
resultado sugere que os linfocitos T CD8+ podem estar implicados nos mecanismos de
cura da LTA. Porém, ndo ficando claro se a cura se da apenas pelo aumento dos niveis
de CD8+ ou se também pode estar relacionada com o balango na propor¢do da relagao

entre os 2 subtipos de células T envolvidos (COUTINHO et al., 1998).

Segundo Farajnia et al., (2005) em humanos com LTA ativa, causada por L. (V.)
brasiliensis os linfocitos CD4+ sdo as células T predominantes, enquanto que o
predominio do subtipo CD8+, com diminui¢do dos niveis de CD4+, ¢ observado depois

da cura, sendo também, relacionado a niveis de protecao prolongados.

Conforme Antonelli et al., (2005) existe uma correlagdo entre a intensidade da
resposta a Intradérmoreacdo de Montenegro e as populagdes de linfocitos T, envolvidos
na resposta celular imunomediada contra LTA. Quanto maior a intensidade da reacao
intradérmica, maior ¢ a ativacdo de linfocitos T, subtipo CD4+, apresentando uma
correlacdo positiva, estando os Ultimos envolvidos na forma¢ao de uma resposta intra-
dérmica mais intensa no teste de Montenegro. Por outro lado, quanto menor a
intensidade da reagdo, maiores sdo os niveis encontrados de linfocitos T, subtipo CD8+,
apresentando correlacdo negativa, atuando, os ultimos, como reguladores do processo
de formac¢do da reacdo ao teste de Montenegro. Em estudo realizado correlacionando a
area de lesdo com a area da reacdo de Montenegro, foi evidenciado correlagdo positiva
entre o tamanho total da area de lesdo e os niveis de IFN -y e TNF- a , associando um
maior tamanho de lesdo com niveis maiores de IFN -y e TNF- a ,assim como células T
CD4+, evidenciando a importincia de ambos como indutores de dano tecidual.
Analisando as correlagdes entre os indicadores imunoldgicos e os tamanhos de lesdo e

de reagao de Montenegro, observa-se que os Linfécitos T CD4+ podem ser mais
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importantes para a indu¢ao da resposta ao teste e encontrados em maiores niveis em
lesdes exacerbadas que os Linfocitos T CD8+, que podem apresentar efeito inibitorio no
desenvolvimento da resposta ao teste e serem encontrados em maiores niveis em

pacientes com lesdes cicatrizadas.

Segundo Inesta; Gallego e Portus, (2005) na Leishmaniose canina, altos niveis
de anticorpos especificos da classe IgG tem sido associados a desordens patofisiologicas
e as fases ativas da doenca. Entretanto, a falta destas imunoglobulinas nio regula a
infec¢do por Leishmania e culturas positivas podem ser obtidas de cdes com ou sem
baixos niveis de IgG. Em estudos realizados sobre a expressdao de imunoglobulinas em
caes, tendo como foco as respostas de IgG, IgGl,IgG2 e IgE em caes naturalmente
infectados, sintomaticos e assintomaticos foi possivel concluir que em caes infectados
sintomaticos as imunoglobulinas IgG1 e IgE apresentaram significante aumento em seus
niveis, enquanto IgG e IgG2 se mostraram elevadas tanto em caes assintomaticos
quanto em sintomaticos. Isso € conseqiiéncia do tipo diferente de resposta envolvendo
os linfécitos T auxiliares (Linfocitos T helper), apresentada por animais assintomaticos
e sintomaticos. Pois a progressao da doenca esta associada a resposta tipo Th2 que além
de IL-4, IL-5 e IL-10 incluem IgG1, assim com, a resisténcia a infec¢do esta relacionada

a resposta tipo Th1 com a conseqiiente producao de IFN-y e expressao de [gG2.
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3.6 Diagnostico das Leishmanioses

Diagndstico clinico: Em se tratando de Leishmaniose Tegumentar Americana pode ser
feito com base na caracteristica da lesdo que o paciente apresenta, associada a
anamnese, onde os dados epidemioldgicos sdo de grande importancia, como a presenga
do vetor, contato prévio com animais de potencial reservatorio e caracteristicas
fisiograficas da regido. Deve-se realizar o diagndstico diferencial de outras dermatoses
granulomatosas que apresentem lesdes semelhantes a LTA, tais como, dermatites
bacterianas, neoplasias e infec¢des fungicas, principalmente Esporotricose e
Paracoccidiomicose. (GENARO et al, 2002; MARZOCHI; SCHUBACH,;
MAZORCHI, 1999).

Diagnostico laboratorial: Segundo Cuba, (2000) o diagnostico parasitologico de LTA
se da, quando ocorre a visualizacdo das formas amastigotas nos tecidos infectados ou
das promastigotas, através do cultivo “in vitro” do material coletado das lesdes
suspeitas. A investigacdo direta das formas amastigotas pode ser realizada a partir de
material coletado diretamente das lesdes de pele ou mucosa, apds assepsia, sendo os
cortes histoldgicos, obtidos desse material, corados com Hematoxilina Eosina (H E) ou
Giemsa. Genaro et al., (2002) acrescenta que a visualizagdo das formas amastigotas
também pode ser feita através da realizacdo de esfregagos em laminas, corados com

Giemsa, Leishman ou outros derivados de Romanowsky.

Para a identificagdao das formas promastigotas , através do seu cultivo “in vitro”,
utiliza-se mais de um meio de cultura, na tentativa de satisfazer as diferentes finalidades
desejadas, como por exemplo, multiplicagdo do parasito, manuten¢do das cepas
parasitarias por longos periodos ¢ morfogénese de amastigota em promastigota. Isso
porque, ndo existe um unico meio de cultura que retna todas as qualidades necessarias.
Atualmente os meios de cultivo mais tradicionalmente usados sdo o meio liquido
monofasico de Schneider, adicionado de Soro Bovino Fetal (SBF) em concentragdes de
10 a 20% e o meio bifasico de Agar Sangue conhecido como NNN ou Meio de Novy,

McNeal, Nicolle. Estando o primeiro envolvido no cultivo celular e aspectos bioldgicos
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e moleculares da Leishmania e o ultimo, no cultivo de promastigotas e na cinética de
crescimento do parasito, com a vantagem de possibilitar a morfogénese celular de
amastigota para promastigota em varias espécies do sub-género Viannia e Leishmania.

(CUBA, 2000).

As técnicas convencionais para a identificacdo do parasito tém desapontado,
devido as suas baixas sensibilidades, tornando as técnicas eficientes somente quando as
amostras investigadas sdo ricas em parasitos ou coletadas através de técnicas invasivas,
como os aspirados de medula Ossea. Isso ocorre devido a biologia do parasitismo que
cada espécie apresenta no hospedeiro, pois sabe-se que, as espécies do subgénero
Viannia tém uma densidade parasitaria, nas lesdes, menor do que as espécies
pertencentes ao subgénero Leishmania e que essa densidade também sofre a influéncia
do nimero de lesdes e do tempo de duragao da lesdo. Outros fatores que influenciam na
sensibilidade das técnicas convencionais sdo a habilidade e experiéncia do pesquisador
na obtencdo das amostras suspeitas, o estagio da doenca e a suspeita ou nao de co-
infeccdo com HIV. As técnicas de imunocitoquimica s3o um avango nesse campo, a
utilizacao de imunoperoxidase indireta com anti-soro policlonal de coelho para marcar
as amastigotas dos pacientes com LTA, tem mostrado maior eficiéncia do que as
técnicas de rotina, inclusive no diagnostico em lesdes precoces (MARTIN-SANCHEZ

etal., 2002; CUBA, 2000).

Ainda objetivando a identificagcdo do parasito, pode ser realizada a inocula¢do
em animais, sendo o Hamster Dourado (Mesocrisetus auratus), o animal mais utilizado
para isolamento de Leishmania, através da inoculagdo de um triturado de fragmentos da
lesdo em solugdo fisioldgica por via intradérmica no focinho ou patas, devendo ser estes
animais observados semanalmente e, no primeiro sinal clinico de infec¢do, deve se
proceder com o isolamento e diagnostico parasitologico, através do cultivo “in vitro” do
material coletado das lesdes. Alguns pesquisadores realizam, também, a inoculagao
intra-peritonial, ja& que algumas espécies do parasito tendem a visceralizacdo
colonizando, principalmente os ganglios regionais (GENARO et al., 2002; CUBA,
2000; MARZOCHI; SCHUBACH; MAZORCHI, 1999).
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O diagnostico laboratorial através de sorologia ¢ muito empregado, com énfase
nas técnicas convencionais de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA). Os pacientes com LTA produzem anticorpos contra os
antigenos de Leishmania que podem ser detectados por essas técnicas, mesmo que, com
o polimorfismo de sinais clinicos causados pelas espécies do agente, ocorram
significantes diferencas na produ¢do de anticorpos, pois observa-se que em lesdes
mucosas a intensidade de producdo de anticorpos ¢ maior do que a induzida por

pacientes com lesoes cutaneas. (ROMERO et al., 2005; LEONTIDES, et al., 2002).

Genaro et al., (2002) ressaltam que entre os métodos soroldgicos mais
utilizados em humanos esta a Imunofluorescéncia Indireta, apresentando sensibilidade
alta, porém variavel nos estudos aplicados e, como o teste ndo é espécie - especifico,
ocorrem reagdes cruzadas com outros tripanossomatideos, dificultando seu uso em areas
endémicas onde ocorrem a Doencga de Chagas e a Leishmaniose Visceral. Com relagdo a
IFT e ELISA, Manual..., (2000) ressalta que ambas sdo tteis, principalmente nos casos
com lesdes extensas e multiplas e nas lesdes mucosa. A sensibilidade da IFI estd em
torno de 70% nas infec¢des por L. (V.) brasiliensis e ¢ menor em infecgdes por L. (V.)

guyanensis, sendo considerada positiva a reacao a partir da dilui¢do 1:40.

Estudo comparando a resposta de anticorpos em pacientes com LTA em regidao
endémica na Bahia demonstrou que, a sensibilidade da IFI e do ELISA foi alta em
pacientes infectados por L. (V.) brasiliensis, mas a diferenca foi estatisticamente
significativa nos resultados do ELISA e, também foi observado que, os titulos da IFI
estiveram sempre proximos do ponto de corte. A sensibilidade das 2 técnicas em
pacientes com LTA por L. (V.) brasiliensis no Brasil foi de 79,6% para IFI ¢ 98,2% para
ELISA, ja se tratando de infecgdo por L. (V.) guyanensis, essa cai para 71,7% e 85%,
respectivamente. Sendo o ELISA considerado melhor que a IFI, especialmente, quando

as espécies envolvidas estimulam baixos niveis de anticorpos. (ROMERO et al., 2005).

Conforme Leontides et al., (2002) a maioria dos estudos em Leishmaniose

canina tem sido baseados na sorologia, incluindo principalmente a IFI e ELISA. A
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sorologia detecta a maioria dos cdes sintomaticos € uma propor¢cdo de caes
assintomaticos, que pode ser tao alta quanto metade da populagdo de caes soropositivos.
Porém, esses métodos apresentam falhas na deteccdo de caes infectados no periodo pré-
patente e antes da soroconversdo, assim como, aqueles que nunca irdo soroconverter e
0s cdes soropositivos que se convertem em soronegativos, mas permanecem infectados,
trazendo dados subestimados com relagdo a prevaléncia e incidéncia da doenca nos
estudos epidemiologicos. Essas falhas associadas a reacdes cruzadas tém contribuido
para a existéncia de cdes soropositivos ndo infectados, assim como, no fato da
populagdo soronegativa incluir cées infectados ou ndo. Segundo Genaro et al., (2002) os
titulos de anticorpos s@o normalmente baixos em casos com lesdo recente, mas podem
estar aumentados nas formas cronicas da doenca, especialmente se houver envolvimento

mucoSoO.

Os problemas sorologicos com pacientes humanos e caninos com Leishmaniose
Tegumentar podem ser atribuidos em parte a falta de padronizagdo adequada nos
procedimentos para deteccdo de anticorpos especificos. Varios relatos mostram que as
caracteristicas intrinsecas dos testes diferem dependendo do ensaio e do antigeno
usados. A dindmica na producdo de anticorpos depois do tratamento ndo ¢ bem
compreendida e o valor preditivo de dinimuicdo ou aumento de anticorpos contra
antigenos especificos de Leishmania ndo é bem compreendido, mesmo assim, a
variagdo nos niveis de anticorpos parece depender mais da espécie de Leishmania
envolvida do que de critérios como cura e sorologias pos-tratamentos (ROMERO, et al.,

2004).

De acordo com Feitosa et al., (2000) com o desenvolvimento recente da técnica
de PCR, prova altamente sensivel e especifica, ¢ possivel identificar e ampliar o DNA
do cinetoplasto do parasito, sendo essa uma técnica mais acurada do que as soroldgicas
para o diagnostico do agente. A reagdo de polimerase em cadeia (polimerase chain
reaction / PCR) além de ser usada no diagnéstico e identificagdo das espécies de

Leishmania, tem sido usada nos estudos epidemiologicos como ferramenta de pesquisa.
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Em estudo realizado em cées clinicamente saudaveis na Grécia, utilizando a
PCR em materiais obtidos através de biopsia de medula 6ssea e pele, a técnica
apresentou menor sensibilidade na identificagdo do DNA de Leishmania na medula do
que na pele, pois na pele, devido a atividade do mosquito, as bidpsias possibilitam a
identificagdo precoce do DNA do agente, fato que na medula depende da visceralizagao
do agente. Ainda assim, a PCR realizada nos dois materiais foi mais sensivel quando
comparada aos resultados soroldgicos obtidos através da IFI, confirmando assim o
problema de subestimacdo de prevaléncias em estudos realizados através de sorologia,

onde ocorre a presenga de caes negativos porém infectados. (LEONTIDES et al., 2002).

Baseado na comparagdo de seqiiéncias de DNA, Mimori et al., (2002),
desenvolveram um painel de PCR com iniciadores (primers) que possibilitam a
distingdo das 5 espécies mais importantes causadoras de Leishmaniose Tegumentar no
Novo Mundo. Em érea endémica de LTA no Equador, testaram a sensibilidade do PCR
em material convencionalmente coletado (bidpsias, aspirados e escarificagdes de pele e
aspirados de linfonodo ¢ medula 6ssea) e em coleta de material de lesdo através de
cotonete, método considerado mais facil e menos doloroso e invasivo. A sensibilidade
do teste foi de 93,8% nas amostras de cotonete, identificando espécies de Leishmania
em 14 dos 16 pacientes coletados, comprovando que mesmo frente a pequenas amostras

o PCR ndo apresenta variagdo significativa em sua alta sensibilidade e especificidade.

3.7 Tratamento

O tratamento, mais comumente preconizado, ¢ a utilizagdo de um antinomial
pentavalente, Glucantime (Antimoniato de N-metil glucamina) ou Pentostan
(Stiboglucanato de so6dio) em leishmanioses humanas. Essas drogas foram introduzidas
em 1945 e ainda apresentam efeitos no combate a alguns tipos de Leishmaniose, mas
requerem tratamentos parenterais por mais de 28 dias e seus efeitos adversos associados
a sua variada eficacia t€ém limitado seu uso. Ainda, devido ao fato deste quimioterapico
estar sendo usado a mais de cinqiienta anos, ¢ comum a ocorréncia de resisténcia em

diversas partes do mundo, fato esse que sustenta a demanda por novas drogas para o
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combate da doenca. Contudo, a pretensdo de criar uma droga ou formulagdo efetiva
contra todas as formas do agente ¢ muito otimismo, nao somente pelas diferencas
intrinsecas em suas sensibilidades a drogas, mas também pelo fato de tanto a forma
visceral quanto a forma tegumentar, com seus diferentes locais de infec¢ao, imporem
diferentes farmacocinéticas as mesmas (GENARO et al., 2002; CROFT; COOMBS,
2003)

O alvo da quimioterapia sdo as formas amastigotas intracelulares que
sobrevivem e se dividem nos macrdéfagos teciduais. As amastigotas residem dentro da
vesicula parasitofora, a qual se assemelha a um lissosoma secundario com pH 4,5-5,0; o
meio acido tem implicacdo na estratégia das amastigotas em conseguir nutrientes e ions
para manter a hemostasia celular. Outras evidéncias sugerem que as diferentes espécies
de Leishmania ndo s6 vivem em diferentes tipos de macrofagos, mas também tém
diferentes adaptacdes para facilitar a sobrevivéncia intracelular, e estas devem ser
levadas em conta na escolha de drogas eficientes para o tratamento dos casos. Dentre as
outras drogas utilizadas estdo as Pentamidinas que tém sido usadas como droga de
segunda escolha, quando os antimoniais ndao sao eficazes, apresentando como
desvantagem alta toxicidade. A Anfotericina B também tém sido altamente eficiente no
tratamento dos parasitos resistentes a antimoniais; porém, devido a sua alta toxicidade e
complexidade de administracdo, ndo ¢ rotineiramente utilizada. A sua formulagdo
associada a lipidios (AmBisome ®) reduz a toxicidade e aumenta a meia vida
plasmatica do principio ativo quando comparada a droga isolada, porém, devido a seu
alto custo, tem seu uso limitado; os analogos da Purina (Alopurinol) devido a
biodisponibilidade oral e pela ampla utilizagdo em outras doencas ¢ bastante utilizado,
porém tem desapontado como leishmanicida, j4 que, o Alopurinol ¢ usado como
substrato por varias enzimas dos tripanossomatideos e ¢ incorporado seletivamente ao
acido nucléico do parasito. A classe dos antifngicos (Cetoconazol, Itraconazol,
Fluconazol) age inibindo uma co-enzima responsavel pela sintese dos esterdides do
parasito, apresentando eficacia no tratamento de algumas espécies do agente. Os
Imunomoduladores, como o Interferon, agem como coadjuvantes no tratamento,
potencializando o efeito dos antimoniais € como mais recente avango a droga
desenvolvida para o combate ao cancer, Multifosina, apresenta como limita¢do o efeito

teratogénico que exclui seu uso em pacientes gestantes, apresentando administracdo por
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via oral e também, segundos os mesmos autores, devendo ser considerada no tratamento

da doenca em caes (CROFT; COOMBS, 2003; MANUAL..., 2000).

Segudo EI-On; Jacobs e Weinrauch, (1988) ja faz tempo que novas drogas para
o tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana vem sendo pesquisadas,
recentemente drogas de aplicacdo tdpica, na forma de pomadas, tem sido testadas no
tratamento de LTA apresentando resultados promissores, porém bastante varidveis.
Principios ativos como a Paramomicina, Clorpromazia, Alopuriol, Gentamicina e outros
Aminoglicosideos tém sido estudados “in vitro” e “in vivo”,demonstrando variagao
consideravel nas suas eficacias. Ainda, segundo os mesmos autores, a forma clinica da
doenga influi na duragdo do tratamento e na formulagdo das drogas e dependendo da
espécie do agente envolvida e das drogas utilizadas (isoladas ou associadas),as lesdes
podem cicatrizar completa ou parcialmente ou nao responderem a terapia, podendo
ocorrer até mesmo piora no quadro clinico. Portanto as terapias topicas, assim como as
orais, mesmo com seus resultados promissores, porém varidveis, dependem de mais
pesquisas para padronizacdo de doses e esquemas terapéuticos ¢ analise de suas
eficacias relativas e custos beneficios para, s6 assim, poderem ser usadas como

ferramentas uteis e seguras no tratamento deste agravo.

Em cdes o protocolo terapéutico utilizado segue os moldes do usado em
humanos, embora; no que diz respeito a saude publica, em geral ¢ recomendavel o
sacrificio dos caes infectados (URQUHART et al., 1998). Ja que, segundo nota técnica
do Ministério da Saude, as tentativas de tratamento da Leishmaniose canina, por meio
das drogas tradicionais, tem tido baixa eficacia e o uso rotineiro de drogas em caes
induz a remissdo temporaria dos sinais clinicos, ndo previne a ocorréncia de recidivas,
tem efeito limitado na infectividade de flebotomineos e levam ao risco de selecionar
parasitos resistentes as drogas utilizadas. Portanto, o tratamento canino ndo tem
apresentado eficacia e nem diminuido a importancia do cdo como reservatorio

(BRASIL, 2004).
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3.8 Controle e Prevencao

Com o passar dos anos, as agéncias internacionais de saude tém aumentado os
esforgos para aperfeicoar as metodologias de vigilancia e controle da Leishmaniose.
Melhores ferramentas tém sido testadas e desenvolvidas em diversos paises, como o
desenvolvimento de testes e "Kit's" sorologicos para aperfeicoar o diagnostico e
detec¢do de casos a campo; priorizagdo das pesquisas em busca de novas opgdes de
tratamento, como a Multifosina, primeiro tratamento oral anti-Leishmania e o controle
mais eficiente, e investimento em inseticidas, para o combate dos vetores. Nas areas
zoondticas de leishmaniose, ndo ocorrem grandes avangos, principalmente no controle
da forma cutanea da doenga, devido a natureza silvestre dos mamiferos reservatorios e
dos flebotomineos, dificultando a implementagdo e manutenc¢do das pesquisas. Porém,
nas areas antroponoticas, avangos como insecticidas de aplicagdo topica (spot-on) e
impregnados em coleiras, que tém sido registrados para o uso em cdes a fim de
combater e controlar a acdo dos mosquitos e o surgimento de varias candidatas a
vacinas, indicam inovagdes com relagdo a o controle e prevencdo. (GRAMICCIA;

GRADONI, 2005).

Segundo Reithinger et al., (2004) estudos experimentais t€ém demonstrado que
inseticidas topicos e coleiras impregnadas com deltametrina podem proteger caes de
mais de 85% das picadas de mosquitos por um periodo maior do que seis meses. Testes
a campo em areas endémicas na Itdlia e Ird demonstraram que cdes usando as coleiras
tiveram risco de infeccdo por L. (L.) infantum significativamente menor, quando
comparados aos grupos controles. Também surgiram evidéncias de que o uso das
coleiras com deltametrina em cdes, induziu a uma significativa redu¢do na incidéncia de
L. (L.) infantum em criangas de uma mesma regido, tanto pela redu¢ao de picadas nos
cdes quanto pelo aumento na mortalidade dos mosquitos que realizam hematofagia
nesses animais. No Brasil, estudos similares comprovaram a agdo anti-repasto das
coleiras contra o Lutzomyia longipalpis, reduzindo o indice de picadas, em caes, por 35
semanas nos estudos realizados, parecendo ser estd uma alternativa interessante de

controle de Leishmaniose canina e, conseqiientemente, humana.
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Atualmente as vacinas contra Leishmaniose se enquadram em vacinas de
primeira geracao e de segunda geracdao. As vacinas de primeira geragao utilizam como
antigeno as formas promastigotas de Leishmania autoclavadas com ou sem a adigdo de
adjuvante. As vacinas de segunda geragdo sdo vacinas produzidas através do uso de
antigenos recombinantes, onde sdo encontrados varios antigenos como candidatos a
vacina. O problema para a imunologia e imunoprofilaxia das infec¢des pelo agente,
consiste inicialmente nas diferentes respostas imunes dos hospedeiros as espécies de
Leishmania existentes e ao fato de que as diferentes espécies induzem varias diferentes
respostas imunologicas, essa interagdo entre espécies do agente e respostas imunes dos
hospedeiros ¢ um fator que dificulta o entendimento total do que realmente constitui
uma resposta protetora contra Leishmaniose em humanos (DUMONTELL,;

McMAHON-PRATT; PRICE, 2001).

Pesquisas realizadas na Colombia por Vélez et al., (2005) utilizando uma vacina
de primeira geragdo, com antigenos de L. (L.) amazonensis, contra LTA e uma vacina
placebo, demonstraram que embora a vacina seja segura, ndo ¢ eficiente, pois 0s
candidatos acompanhados por 12 meses ao final do estudo apresentavam reacao de
Montenegro positiva, sem diferenca significativa entre os 2 grupos. Evidenciando que
as vacinas de primeira geracdo induzem conversdo vacinal (produgdo de anticorpos),
porém essa resposta ndo esta relacionada com prote¢do contra a infec¢do natural nos
individuos vacinados. Dumontell; McMahon-Pratt e Price, (2001) citam que estudos
vacinais realizados no Sudao, contra LV, utilizando vacina de primeira geragdo com

antigenos de L. (L.) major ndo demonstrou diferenca significativa na protecdo contra

LV quando comparada ao adjuvante somente, mesmo apds duas aplicagdes vacinais.

As vacinas de segunda geracdo ainda em fase de teste necessitam de
padronizagdo e correcdo de problemas relacionados a estabilidade da formulagao,
poténcia dos antigenos e controle na qualidade de produgdo para somente entdo serem
realizadas comparagdes mais conclusivas entre os antigenos candidatos a vacinas

(DUMONTEL; McMAHON-PRATT; PRICE, 2001).
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Com relagdo a utilizacdo de vacinas para Leishmaniose canina, O Ministério da
Agricultura e Abastecimento (MAPA) registrou em 2003 uma vacina canina para LV, a
Leishimune ® produzida pela Fort Dodge Satde Animal Ltda. Estudos experimentais
apontam para uma eficacia vacinal de 76 % contra quadros clinicos moderados e graves
da doenga nos caes. Entretanto, as evidéncias ndo fazem relag¢do, até o momento, ao
efeito da vacina na prevencdo da infec¢do, nem sobre a infectividade do cao vacinado
para o vetor (transmissdo do parasito). Outro aspecto relevante com a introducdo da
vacina, diz respeito a modificagdo do estado imunologico dos cdes vacinados, € a
impossibilidade de diferenciar a infeccdo natural da vacinagdo, por meio dos testes
imunologicos disponiveis no mercado, bem como nos Laboratorios de Saude Publica
(LACEN) e Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), dificultando assim as agdes de
vigilancia e controle da LV tanto canina quando humana. Desse modo, o Ministério ndo
indica o uso da vacinagdo animal com a vacina em questdo para controle da doenga
humana (uso em satde publica), pois a prevencao na infec¢do dos caes, corresponde a
uma condi¢do imprescindivel para a vacina ter potencial uso como estratégia de

prevencao e controle (BRASIL, 2005).

Conforme Manual...(2000), em virtude das caracteristicas peculiares da LTA as
estratégias de controle devem ser flexiveis e distintas, adequadas a cada regido ou foco
particular, ja que, as diversidades de agentes, reservatorios, vetores e situagdes
epidemiologicas aliadas ao conhecimento ainda insuficiente sobre varios desses
aspectos, torna complexo o controle da LTA. As principais medidas de controle
recomendadas s3o o uso de inseticidas no controle do vetor, uso de protecao individual,
através dos meios mecanicos como telas em janelas e portas, mosquiteiros, repelentes e
roupas compridas para evitar a picada do vetor. H4 necessidade da realizacdo de
inquéritos para a evidenciagdo dos papéis de reservatorios no ambiente peri e
intradomiciliar, assim como, a realizagdo de medidas educativas, visando capacitar os
profissionais da satde para conhecer, combater e esclarecer os individuos em risco
sobre a dinamica saude/doenca, relacionada a LTA. Com relagdo ao controle de
reservatorios, ndo ¢ recomendado a eliminacdo dos animais positivos e sim sua

manutencdo em lugares limpos e afastados das habita¢cdes humanas.
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No RS, as acdes de controle e prevengdo de LTA por parte da Divisdo de
Vigilancia Ambiental em Saude, segundo Santos et al., (2005a), incluem o
fornecimento de medicamento para LTA; capacitagdo das regionais em epidemiologia,
com relagdo a situagdo do agravo no Estado; capacitagdo de entomologistas na captura e
identificacdo dos vetores; levantamento da fauna de flebotomos, capacitagdo de médicos
veterinarios da regido metropolitana de Porto Alegre na identificacio de LTA em
animais domésticos e, por fim, projeto de estudo sobre reservatorios de Leishmania spp.
nas areas onde houve casos de LTA, com objetivo de determinar os agentes envolvidos

na transmissao desse agravo.
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4 MATERIAIS E METODOS

Descricéo da Area:

A é4rea estudada localiza-se na regido sudeste do municipio de Porto Alegre,
Estado do Rio Grande do Sul, local de ocorréncia de 12 casos de LTA humana no
periodo de 2000 a 2005. Na divisa entre os bairros Lomba do Pinheiro, Restinga e
Belém Novo, encontra-se a Estrada do Rincao, local escolhido para o presente estudo
por ser o local de ocorréncia de pelo menos 5 casos de LTA humano no periodo
referido. As habitagdes encontradas estdo situadas nas encostas de morro, onde
predominam resquicios de mata nativa e algumas lavouras ou em areas de mata nativa
desmatada (Figuras 1 e 2). Além da agricultura de pequeno porte, também ¢ atividade
comum na regido a criacdo de suinos. Por ser uma éarea de periferia, afastada do centro
da cidade, também ¢ normal a presenca de lixdes e caes abandonados, provenientes do
descaso dos antigos donos ¢ da reproducdo descontrolada dos préoprios caes errantes. Os
eqiiinos também sdo facilmente encontrados, geralmente sendo utilizados nos trabalhos

da lavoura e no transporte da populacao.

2

Figura 1 - Casa em encosta de morro, circundada por mata nativa.
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Figura 2 — Patio dos fundos de residéncia na Estrada do Rincdo, evidenciando o
ambiente rico em matéria organica imida.

Para realizacdo do estudo foram escolhidos por conveniéncia 3 dos 5 casos
humanos da Estrada do Rinc@o. Conforme recomendacao da Fundacdo Nacional de
Satde (FUNASA) em 1996, com relagdo a surtos de Leishmaniose, foi realizada a
delimitagdo de um raio de 1 km a partir de cada um dos 3 casos. Os 3 raios de agao
juntos perfaziam uma distancia de 4 km ao longo da Estrada do Rincao (Figuras 3 e 4).
A partir da delimitagdo do perimetro de trabalho, todas as residéncias nele localizadas
foram visitadas e os moradores inqueridos sobre a presenga de cdes domiciliados e,

havendo resposta positiva, os mesmos eram convidados a participarem no estudo.
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Legenda
* Caso diagnosticado em 2000
™ Casos Autdclones, 2002 e 2003(até a semana epidemioldgica 50)
Figura 3 - Georreferenciamento dos casos confirmados de Leishmaniose em Porto

Alegre, até o ano de 2003.(Fonte:Boletim Epidemiolégico, 2003-ECE-
CGVS-SMS-POA).
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Figura 4 - Mapa Esquematico da Estrada do Rincao, divisdo entre os bairros da
Lomba do Pinheiro, Restinga e Belém Velho, evidenciando o raio de 1
km utilizado em cada foco autdctone humano e a delimitagdo do
perimetro de trabalho.
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Exame dos Animais:

No periodo de margo a abril de 2005, foram visitadas todas as habitagdes
localizadas dentro do perimetro estabelecido para coleta, com o intuito de coletar e
examinar amostras de sangue do maior nimero possivel de caes domiciliados. Visando
um maior nimero de amostras, e sabendo que a porcentagem de cdes positivos
assintomaticos em drea endémicas ¢ consideravel, se optou pela coleta de sangue de
caes independente da sintomatologia clinica, sendo o principal critério de sele¢do para a
amostra o fato dos animais serem domiciliados dentro do raio de 1 km de cada um dos
casos humanos pré-selecionados. No decorrer dos 4km da area de atuacdo foram
coletadas amostras de 200 caes, todos os animais tiveram sua participagdo garantida no
projeto, através do esclarecimento e da autorizagdo dos proprietarios mediante a
assinatura de termo de consentimento informado que se encontra em anexo. O total de
caes participantes foi de 109 fémeas e 91 machos. O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica e pelo Comité de Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, Faculdade de Veterinaria -FAVET/UFRGS.

A coleta de material biologico (sangue) para pesquisa de anticorpos foi realizada
por puncdo das veias Jugular ou Cefalica, utilizando seringa de 3ml com agulha
hipodérmica calibre 0,7mm x 25mm apo6s desinfeccao do local com alcool 70 Gl. Os
sangues coletados foram colocados em tubos de ensaio sem anti-coagulante,
identificados com o nome do animal doador e armazenados em bolsa térmica com gelo
em gel, para resfriamento. Todas as informagdes de identificagdo dos animais (idade,
sexo, raga, pelagem, nome) assim como enderego e nome completo do proprietario
foram coletados e anotados em planilhas para controle das coletas. Apds o término das
coletas o material era levado ao Laboratério de Protozoologia da FAVET-UFRGS, onde
apods centrifugagdo para separagdo dos soros, estes eram armazenados em flaconetes e

congelados para posterior realizagdo da Técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI).

O kit para diagnostico de Leishmaniose canina usado para a reagdao de IFI foi

cedido pelo setor de reativos do BioManguinhos, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de
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Janeiro. O kit contém 4 frascos de Antigeno de Leishmania; 1 frasco de Glicerina
Tamponada; 1 frasco de Azul de Evans; 1 frasco de conjugado Anti-cao-FITC; 4 caixas
contendo 50 ldminas cada e manual de instrugdes. O antigeno utilizado ¢ constituido por
formas promastigotas da espécie L.(V.) brasilensis. Os soros a serem testados foram
diluidos em razdo 2, nas diluigdes de 1:40 e 1:80, os controles positivo e negativo foram
diluidos em 1:40, sendo que os controles positivos foram cordialmente cedidos pelo
Laboratoério de Protozoologia da Funda¢do Oswaldo Cruz, obtidos de cdes positivos

para LTA.

A metodologia adotada para realizagdo da reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta, ¢ descrita no anexo 2. A confeccdo das laminas, titulacdo dos soros controles e
leitura das amostras foi efetuada no Laboratério de Parasitologia da Fundacao Estadual
de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS), Laboratério Central do Estado do Rio
Grande do Sul (LACEN/RS).
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5 RESULTADOS

Apresentaram positividade para anticorpos de Leishmania spp., através da
reagdo de Imunofluorescéncia Indireta, 7 das 200 amostras de soros caninos analisados,
evidenciando uma soroprevaléncia de 3,5% de anticorpos para Leishmania spp. no total
de amostras estudadas. Nenhum dos animais positivos apresentava lesdo compativel ou

sugestiva de LTA.

Com relagdo a titulagdo apresentada pelas amostras positivas, 5 apresentaram
reatividade na dilui¢do de 1:40 (ponto de corte) e apenas 2 apresentaram-se reativas na

diluig¢do de 1:40 e 1:80. Conforme demonstra a tabela abaixo.

Tabela 3 —Reacdes de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) positivas para Leishmaniose
Tegumentar Canina, na regido da Lomba do Pinheiro — Porto Alegre —

janeiro de 2006.
Cao-numero Diluigao do soro

4 1:80

28 1:40

86 1:80

88 1:40
169 1:40
173 1:40
184 1:40

Dentre as amostras positivas, 6 eram provenientes de caninos machos ¢ 1 de uma
fémea. Com relagdo a idade, 3 soros pertenciam a animais com 2 anos de idade, 1 soro a
um com 10 anos, 2 soros a cdes com 6 anos ¢ 1 amostra a um cdo de 4 anos de idade.
Desses animais, 5 eram sem raga definida (S.R.D) e 2 pertenciam a raca Pastor Alemao

(P.A), conforme tabela abaixo:
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Tabela 4 - Demonstrativo das caracteristicas (idade em anos; sexo e raga) dos caninos
soropositivos para Leishmania spp. na Imunofluorescéncia Indireta, na

regido da Lomba do Pinheiro — Porto Alegre — janeiro de 2006.

Amostras Positivas Idade Sexo Raca
4 2 M S.R.D
28 10 M S.R.D
86 4 M P.A
88 6 M P.A
169 2 F S.R.D
173 2 M S.R.D
184 6 M S.R.D

O teste do Qui-quadrado foi utilizado para verificar a existéncia de correlagao

significativa entre a idade e a positividade na IFI. Os 200 animais foram divididos em 4

grupos distintos pela idade em meses, para aplicagdo do teste, conforme segue abaixo:

Tabela 5- Resultado do teste de Imunofluorescéncia Indireta para Leishmania spp.,
segundo a faixa etdria de 200 cdes na regido da Lomba do Pinheiro — Porto
Alegre — janeiro de 2006.

0-24 25-48 49-72 mais de 72 Total
Negativo 69 44 30 50 193
Positivo 3 1 2 1 7
Total 72 45 32 51 200

De acordo com o resultado do teste Qui-quadrado (p = 0,7079), ndo houve

associacdo significativa entre a positividade na IFI e a idade dos caes, estratificada em

mesces.

De acordo com o resultado do Teste Exato de Fisher (p = 0,7045), ndo foi

encontrado associagao significativa entre a positividade na IFI e a presenga ou auséncia
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de raga definida. Para essa analise a populacao de 200 caes foi estratificada em animais

com raga definida (com Raga) e sem raca definida (SRD). Conforme tabela abaixo:

Tabela 6- Resultado do teste de Imunofluorescéncia Indireta para Leishmania spp.,
segundo a raga de 200 caes na regido da Lomba do Pinheiro — Porto Alegre —

janeiro de 2006.
SRD Com RACA Total
IFT POS 5 2 7
(2,5%) (1%) (3,5%)
IFI NEG 115 78 193
(57,5%) (39%) (96,5%)
Total 120 80 200
(60%) (40%) (100%)

Para avaliar a existéncia de associacao significativa entre a positividade na IFI e

0 sexo, os 200 animais foram estratificados em 2 grupos (machos e fémeas) e o Teste

Exato de Fisher foi aplicado conforme tabela abaixo:

Tabela 7- Resultado do teste de Imunofluorescéncia Indireta para Leishmania spp.,
segundo o sexo de 200 cdes na regido da Lomba do Pinheiro — Porto Alegre

— janeiro de 2006.
Machos Fémeas Total
IFI POS 6 1 7
(3%) (0,5%) (3,5%)
IFI NEG 85 108 193
(42,5%) (55%) (96,5%)
Total 91 109 200
(45,5%) (55,5%) (100%)

De acordo com o resultado do Teste Exato de Fisher (p = 0,0484) houve uma

associa¢do significativa entre a positividade na IFI e o sexo dos cdes. A Odds - Ratio

dos machos foi de 7,624.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a soroprevaléncia de
anticorpos para Leishmania spp. na populagdo canina domiciliada em um raio de 1 km
de 3 casos autdctones humanos de LTA, contribuindo, desse modo, para o estudo
epidemioldgico do agravo na regido. Para o estudo foi utilizado o diagnostico
soroldgico através da reagdo de IFI, com “kit’s” cedidos pelo Biomanguinhos-Fiocruz.
Genaro et al., (2002) ressaltam que, com relagao ao diagndstico sorologico de LTA em
humanos, a IFI ¢ o teste mais utilizado. Para Marzochi; Schubach e Mazorchi, (1999)
além da IFI, o ELISA também ¢ utilizado e indicado por varios autores para a realizag¢ao

de inquéritos soroepidemioldgicos em humanos.

A maioria dos estudos realizados com caninos inclui as técnicas soroldgicas de
IFI e ELISA. Ambas apresentando sensibilidade alta, porém variavel tanto em humanos
como em caninos, sendo o ELISA a mais sensivel entre as 2 (LEONTIDES et al., 2002;
ROMERO et al., 2005; CASTRO et al., 2005).

Devido a problemas operacionais ndo foi possivel a obtengdo do Teste
Imunoenzimatico (ELISA) para a utilizagdo no estudo, sendo o mesmo realizado
somente com a IFI, ja que, segundo Leontides et al., (2002) as sorologias detectam a
maioria dos caes sintomaticos e grande parte dos assintomaticos e segundo Silveira et
al., (1996) a pesquisa de anticorpos em areas endémicas vem sendo realizada com IFI e

titulos significativos tém sido encontrados em cades com ou sem sinais clinicos.

Dos 200 animais participantes no estudo 7 apresentaram positividade para
anticorpos de Leishmania spp., evidenciando uma soroprevaléncia de 3,5% na
populacdo estudada. Os 7 cdes positivos tiveram titulos proximos ao ponto de corte de

1:40 utilizado na IFI, e ndo apresentaram nenhum sinal clinico compativel com LTA.
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Com relacdo a soroprevaléncia, estudos tém demonstrado variagdo nos
resultados, Silveira et al., (1996) realizando pesquisa de anticorpos na populagdo canina
em area endémica no Parand encontraram uma soroprevaléncia de 18,2% de anticorpos
para Leishmania em uma populagdo canina de 132 cdes investigados. Em outro estudo,
agora em municipio endémico para LTA no Rio de Janeiro, Santos et al., (2005b)
encontraram soroprevaléncia de 8.9% em 98 cdes de area endémica suburbanizada e
39,4% em 40 animais estudados, em area endémica rural.. Na regido Sul, no estado do
Parana, em uma populacao de 159 caes foi observada uma prevaléncia de anticorpos de
4.4 % (CASTRO et al., 2005). Todos os levantamentos acima citados utilizaram ponto
de corte na dilui¢ao de 1:40. Leontides et al., (2005) em estudo realizado na Grécia, em
caes sem sinais clinicos, domiciliados em area endémica, evidenciou 12,3% de
positividade para anticorpos de Leishmania spp., em uma populacdo de 73 caes, através

da IFI.

Embora as soroprevaléncias citadas sejam maiores que a obtida na pesquisa,
acreditamos ser a soroprevaléncia de 3,5% bastante significativa, pois ¢ comum que os
testes soroldgicos apresentem algumas falhas na deteccdo de animais infectados no
periodo pré-patente e antes da soroconversdo, assim como dos soropositivos que
nagativam, mas permanecem infectados trazendo dados subestimados para os estudos
epidemioldgicos de soroprevaléncia (LEONTIDES et al., 2002). Além de ser verificado
que cdes com sorologia reagente muitas vezes ndo apresentam sinais clinicos, atuando,

no entanto, como bons reservatérios, com grande poder de infectar o vetor da doenga

(BRASIL, 2005).

Com relagdo aos valores encontrados proximos ao ponto de corte, esses ja foram
observados por Romero et al., (2005) assim como por Santos et al., (2005b) e Silveira et
al., (1996) que constataram reatividade sorologica nas dilui¢des de 1:40 ¢ 1:80 na
maioria das sorologias realizadas. E fato consumado que os titulos sorologicos estdo
intimamente relacionados com a forma de LTA envolvida, a gravidade e o numero de
lesdes encontradas, ocorrendo titulos maiores em casos de envolvimento mucoso ¢ de

lesdes multiplas com grande comprometimento cutaneo (MANUAL..., 2000).
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Quanto a associacdo significativa entre a positividade na IFI e o género (sexo)
macho, esse fato pode estar relacionado com o maior deslocamento dos machos atraidos
por fémeas no cio, tornando-os mais expostos a atividade do mosquito, ja que, a maioria
das casas esta a menos de 300 metros da mata nativa, tornando inevitavel aos animais
errantes um contato intimo com a mata. Os relatos da existéncia de associag¢do
significativa entre sexo, raga e idade sdo contraditorios, variando entre os estudos,
provavelmente devido a outros fatores envolvidos na cadeia epidemioldgica da doenga

em determinado foco (LEONTIDES et al., 2002).

Apenas 1 cdo sorologicamente positivo era domiciliado junto a um caso humano
de LTA e outro em uma distancia menor do que 200 metros da residéncia de outro caso.
Os outros 5 animais positivos sdo domiciliados dentro do raio de 1 km dos casos
humanos, porém nao em residéncias onde a doenga ocorreu em humanos. Esses dados
nos levam a pensar que no foco de LTA na regido da Lomba do Pinheiro, Estrada do
Rincao, o c@o ainda ndo tenha o papel de principal fonte de infec¢cao para humanos, ndo
fazendo a ligagdo entre o foco silvestre e o urbano, nao vinculando a infec¢do no peri e
intradomicilio. Nesse caso, devido a proximidade das residéncias com a mata nativa,
tanto os cdes quanto as pessoas estariam se infectando a partir da picada do inseto vetor
que tem como reservatorio vertebrado, um outro animal, provavelmente silvestre,
responsavel pela infec¢do do vetor e manutenc¢ao do foco da doenga. Desse modo, o cao
tem participacdo secundaria no ciclo silvestre que ocorre na regido, porém fica a
pergunta, de por quanto tempo o cdo ainda permaneceria nesse papel, pois € sabido que
0 mesmo apresenta potencial para se tornar a principal fonte de infecgdo no meio urbano

e tem sido assim responsabilizado (FALQUETO et al., 1986).

Epidemiologicamente, caracterizamos a regido estudada como um local de mata
nativa remanescente, onde aglomerados semi-urbanizados foram surgindo nas encostas
dos morros e na beira da mata. Associado a esse fato, também é facilmente observado a
presenca de varias espécies de animais domésticos e silvestres. Dentre os animais
domésticos mais facilmente encontrados estdo os cdes € os suinos, sendo os ultimos,
criados de maneira muito rustica, sem controle sanitario, contribuindo assim, para uma

grande presenca de lixo que ¢ colocado muitas vezes nas bordas da mata possibilitando
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o surgimento de matéria organica em decomposi¢do, propiciando as condigdes
necessarias para a adaptacdo do vetor ao ambiente urbano e peri-urbano. Confirmando
dessa forma, uma cadeia epidemioldgica urbana, conforma a descrita por Souza et al.,

(2005); Manual..., (2000) e Desjeux, (2004).

O presente trabalho se constitui no inicio de uma linha de agdo na area da
Medicina Veterinaria que trabalha com uma patologia considerada re-emergente no
Brasil e nova no Estado do Rio Grande do Sul. Sendo assim, ¢ comum o encontro de
dificuldades na obten¢do de informagdes e recursos, sendo escassos os dados
disponiveis sobre o comportamento da doenga no local. Esse fato afeta tanto aos
profissionais envolvidos quanto a populacdo. Para Manual...(2000), as caracteristicas
epidemioldgicas variaveis, peculiares as areas endémicas de LTA, fazem com que as
estratégias de controle e prevencao sejam flexiveis e que investigagdes para um melhor
conhecimento do problema sejam indispensaveis. Segundo Barbosa et al., (1999),
estudos vém demonstrando ser comum a presenga de cdes infectados em dareas
endémicas, especialmente na regido sudeste, em ambientes domiciliares. Esse fato alerta
para a presencga, embora baixa, de possiveis fontes de infeccdo proximas ao convivio
humano. Concordamos com ambos os relatos e consideramos que os resultados obtidos
no presente trabalho mostram a necessidade da continuacdo das pesquisas e do

surgimento de novas, nas diversas areas das ciéncias relacionadas com o problema.

Faz-se necessaria a confirmacdo dos resultados aqui obtidos, empregando-se
técnicas mais sensiveis que a IFI para o diagndstico. Com por exemplo, o ELISA
utilizado por Barbosa et al., (1999) em estudos epidemiologicos em cédes, onde a
prevaléncia obtida foi cerca de 3 vezes maior do que a obtida na IFI, ou como o PCR,
utilizado por Martin-Sanchez et al., (2002) e por Leontides et al., (2002), apresentando
valiosa contribui¢do, segundo os mesmos, na confirmagdo do diagnostico de
Leishmaniose, devido a sua sensibilidade maior do que as dos meios convencionais de

diagnéstico.
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Estamos cientes do passo inicial dado com o estudo, assim como da importancia
do mesmo e visualizamos um futuro rico em possibilidades de pesquisa na busca de
conhecer a LTA em nosso meio, ndo s6 para a Medicina Veterinaria como também para

as demais areas envolvidas nesse problema de satde publica.
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7 CONCLUSOES

1 3,5% dos cées estudados apresentaram positividade na IFI.

2 A soropositividade baixa associada ao fato de os animais positivos terem
sido assintomaticos, ndo descartam o seu papel como fonte de infecgdo e

potencial risco a saude publica.

3 Os resultados encontrados evidenciam a possibilidade da existéncia do

protozoario na populacio canina da area.

4 O presente estudo indica a necessidade de novas pesquisas utilizando
técnicas diagnoésticas mais sensiveis para comprovagdo dos resultados

obtidos.
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ANEXOS
Termo de Consentimento Informado

Este projeto tem por objetivo estudar a prevaléncia de soropositivos para
Leishmaniose, em uma amostra representativa da populagdo de cies de Porto Alegre.
Esta doenga afeta animais silvestres, domésticos ¢ o homem. E transmitida por um
mosquito conhecido como Palinha, Birigui ou Mosquito Palha. O protozoario causador
deste mal pode estar “alojado” no organismo de alguns animais de estimagdo, sem que
os mesmos apresentem qualquer sinal ou sintoma da doenga, e estes animais tornam-se
entdo um risco de transmissdo para os seres humanos, embora esta seja uma doenga
mais freqliente em zonas rurais. Na realizacdo deste estudo serd necessdria a coleta de
sangue do cdo selecionado, visando realiza¢do de exames laboratoriais para diagnostico
de soropositividade da doencga. Estes exames ndo implicam em custos para o
proprietario do animal, assim como, nao implicam em risco de vida para os animais.

A partir destas informacdes, aceito o convite de participar dessa pesquisa e

autorizo a coleta de sangue do cdo selecionado para que se processem 0s exames
necessarios.
Isto posto, declaro que fui informado satisfatoriamente sobre os objetivos e justificativas
dessa pesquisa e sobre o risco, procedimentos e beneficios envolvidos na realizagdo da
mesma. As informagdes que eu fornecer permanecerdo, confidenciais e s6 serdo
utilizadas com objetivo cientifico, podendo eu me retirar do estudo a qualquer
momento.

Todas as minhas duvidas foram esclarecidas e sei que poderei solicitar novos

esclarecimentos a qualquer momento.

Porto Alegre, de de 2004.

Assinatura do entrevistado

Jairo Ramos de Jesus
Pesquisador Responsavel.

Fone: 99752929
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Metodologia de Realizacdo da Técnica de Imunoflurorescéncia Indireta

para Pesquisa de Anticorpos para Leishmania spp..

1-

14-
15-

Ferver as laminas e laminulas por 30 minutos em agua destilada, apds
a mesma entrar em ebuli¢ao;
Deixa-las estocadas em alcool comercial até o momento do uso,
quando deverdo ser cuidadosamente secas com auxilio de gaze ou
papel absorvente;
Pingar 10 pl de antigeno em cada orificio da 1amina, tendo cuidado de
manté-lo homogeneizado durante o preparo das ldminas;
Deixar fixar durante 30 min. em temperatura ambiente (evitar atritos
com a parte superior da ldmina onde se encontram os parasitos
fixados);*
Diluir os soros teste (1:40 e 1:80) e os controles positivo e negativo
(1:40), em PBS;
Adicionar 10ul das diluigdes de soro por orificio, conforme o
protocolo:
Os soros controles devem estar presentes em todas as laminas para
comparagdes no momento da leitura;
Deve-se tomar cuidado com as diluigdes de soro para que nao se
misturem durante a incubagao;
Incubar as 1aminas em camara imida por 30 min./37 °C;
Lavar as laminas 3 vezes em PBS em cubas de lavagem (3), 5 minutos
em cada banho;
Lavar rapidamente as laminas (uma vez) em agua destilada;
Colocar as laminas por aproximadamente 10 min./37 °C para secar;
Diluir o conjugado fluorescente, previamente titulado (vide bula do
conjugado), em PBS contendo 0.004% de Azul de Evans;*
Adicionar 15ul da dilui¢cao do conjugado em cada orificio da lamina;
Incubar as laminas 3 vezes com PBS em cubas de lavagem (5 min.
para cada banho);
Lavar rapidamente as laminas 1 vez em agua destilada;

Colocar as laminas por aproximadamente 10 min./37 °C para secar;
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16- Montar as laminas com glicerina tamponada e laminulas;
17- Levar as laminas ao microscopio de fluorescéncia e:

a. Focalizar o orificio do soro controle positivo e observar a
fluorescéncia;

b. Focalizar o orificio do soro controle negativo e observar o
background (coloracao de fundo) do teste;

c. Focalizar os orificios dos soros teste e considerar reativo, aqueles que
apresentam fluorescéncia mais intensa que o background, observado
no orificio do soro controle negativo (considerar nio reativo os soros
que apresentarem fluorescéncia semelhante ao do controle negativo);

d. Serdo considerados reativos todos os soros que apresentarem

positividade maior ou igual a 1/40.

*- A fixag¢do do antigeno em lamina, no estudo, foi realizada deixando
que a secagem ocorrer-se em temperatura ambiente “over night” (de um
dia para o outro), para uma melhor fixa¢do do parasito em lamina.

*- A diluicao adotada para o conjugado foi de 1:100



