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Estudo comparativo entre métodos de diagnostico da Leishmaniose Visceral
em cies procedentes de Araguaina — Tocantins.

RESUMO

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose tipica de areas tropicais, dependente da triade:
hospedeiro (homem), vetor (flebotomineo) e reservatorio (cdo e animais silvestres). Nos
paises do novo mundo o protozoario responsavel pela infec¢do & Leishmania chagasi. No
Brasil, até o presente momento, os surtos da doenga estdo associados a presenga de caes
soropositivos e em vdarias regides geograficas a epidemia canina precedeu a humana.
Lutzomya longipalpis € o principal vetor, possui ampla distribui¢do geografica no novo
mundo, sendo apontado como o principal responsavel pela persisténcia da doenga em varias
areas tropicais e neotropicais do planeta. O Brasil ¢ responsavel por 90% dos casos ocorridos
na América Latina e a regido Nordeste do pais registra os maiores indices da infec¢do seguida
pela regido Sudeste, Norte, Centro-Oeste e Sul, respectivamente. Era considerada uma
enfermidade de cardter eminentemente rural e, mais recentemente, vem se expandindo para as
areas urbanas de médio e grande porte. O estado do Tocantins destaca-se como um dos
maiores responsaveis pelo aumento das estatisticas envolvendo a leishmaniose visceral
humana na regido Norte do Brasil. Araguaina ¢ responsavel por aproximadamente 50% dos
casos de leishmaniose visceral humana notificados anualmente no Tocantins, e ainda detém o
maior nimero de notificacdes de leishmaniose visceral canina do Estado. Para o efetivo
controle do reservatorio canino é preciso haver acuracia no diagnéstico. O diagndstico
laboratorial desta enfermidade continua sendo um desafio. Observa-se um amplo espectro
clinico da doenca, tanto em humanos, como em animais ¢ segundo alguns autores este fato ¢
responsabilizado, em parte, por dificuldades no diagndstico laboratorial. ~ Por esta razdo,
propds-se avaliar o emprego dos métodos: Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Teste Rapido (DPP®), Imunohistoquimica (IH),
Imunoensaio Enzimatico (ELISA) e Coloragdo pela Hematoxilina Eosina (HE) em 20
amostras de soro e de linfonodos de caes, considerados positivos para leishmaniose visceral
canina, que seguiram para eutanasia no Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina em
2009. Foram encontrados 100% de positividade através da RIFI, 95% tanto por DPP®, como
por PCR, 90% por ELISA, e 25%, em cada um dos testes IH e HE. Com o objetivo de
realizar um estudo comparativo entre os testes, empregou-se o método Kappa de Cohen.
Melhores resultados de concordancia foram observados quando se comparou ELISA com
DPP® obtendo indice Kappa (0,643) considerado bom, conforme parametros sugeridos por
Landis & Koch (1977). Os resultados obtidos através do presente trabalho, permitem propor o
emprego do teste rapido DPP® em inquérito soroepidemiologico canino tendo em vista sua
praticidade e facilidade de execu¢do quando se compara com o ELISA.

Palavras-chave: Leishamionse visceral canina, diagndstico, soroldgico, parasitologico,
molecular.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a zoonotic disease typical of tropical areas, dependent on the triad:
host (man), vector (sandfly) and reservoir (dogs and wild animals). In the new world countries
the infection is responsible for protozoan Leishmania chagasi. In Brazil, until now, outbreaks
of disease are associated with the presence of seropositive dogs and in various geographic
regions the epidemic preceded the human canine. Lutzomyia longipalpis is the main vector,
has a wide geographical distribution in the new world, having been appointed as the main
responsible for the persistence of the disease in many tropical and neotropical the planet.
Brazil accounts for 90% of cases occurring in Latin America and the Northeast region
recorded the highest rates of infection followed by Southeast, North, Midwest and South,
respectively. It was considered an illness of a rural and more recently has expanded into urban
areas of medium and large. The state of Tocantins, Brazil stands out as one of the most
responsible for the increase of statistics involving human visceral leishmaniasis in northern
Brazil. Araguaina is responsible for approximately 50% of cases of human visceral
leishmaniasis reported annually in Tocantins, and still has the largest number of reports of
canine visceral leishmaniasis in the state. For the effective control of the canine reservoir,
there must be accurate in the diagnosis. The laboratory diagnosis of this disease remains a
challenge. There is a wide clinical spectrum of disease in both humans and animals and
according to some authors, this fact is blamed, in part, to difficulties in laboratory diagnosis.
For this reason, we proposed to evaluate the use of methods: Immunofluorescence Assay
(RIFI), Polymerase Chain Reaction (PCR), Quick Test (DPP®), Immunohistochemistry (IH),
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Staining by hematoxylin and eosin (HE) in 20
samples of serum and lymph of dogs, considered positive for canine visceral leishmaniasis,
would go for euthanasia by the Center for Zoonosis Control from Araguaina in 2009. We
found 100% positive by IFA, 95% for both DPP®, for PCR, 90% for ELISA and 25% in each
test HI and HE. Aiming to do a comparative study between the methods, we used the method
of Cohen's Kappa. Best agreement results were observed when compared with DPP® ELISA
getting Kappa (0.643) considered good, according to parameters suggested by Landis & Koch
(1977). The results obtained from this study, allow us to propose the use of DPP® rapid test
in canine seroepidemiological survey in view of its convenience and ease of implementation
when compared with ELISA.

Keywords: Leishmaniasis canine visceral, diagnosis, serological, parasitological, molecular.

1X



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribui¢do de casos autoctones de leishmaniose visceral segundo municipio,

Brasil 2002.......ccuioiiiiiiieie ettt et s 17
Figura 2. Distribui¢@o da leishmaniose visceral no mundo.............cccoeeeeriiniiiniienienieeee 17
Figura 3. Ciclo biol0gico da LeiSAMANIQ SP........ccueeeveereeiieeiieiiecieeeeeeieesree e sve e eveeeeas 19

Figura 4. Casos confirmados de leishmaniose visceral humana, regido norte e Tocantins.

1990 @ 2008 ...ttt ettt ettt st e 25

Figura 5. Obitos por leishmaniose visceral humana na regido norte e Tocantins, no

periodo de 2000 @ 2000..........c.cccuiiriiiiieieeieeceeeee ettt et eesraeerbeesbeere e e e esaeenseenns 27

Figura 6. Municipios do Tocantins segundo estratificagdo epidemiologica da

Leishmaniose Visceral com registro de Lu. [ongipalpis.............ccccoveevevveeceieceienieenieeneennne. 28

Figura 7. Ciclo de transmissao da leishmaniose visceral canina.............ccecceeeeereeerceeeeeenen. 37

Figura 8. Percentual de positividade resultante do emprego de seis métodos laboratoriais
em amostras de soro e tecidos de 20 caes, naturalmente infectados por leishmaniose
visceral, procedentes de Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina —TO, durante o

AN0 A 2000......cei et e e ————— et e e e e e e e ———————aaeeeeaaaa———————as 65

Figura 9. Analise dos amplificados de PCR em gel de agarose a 1,5%, referente as 20

amostras fixadas em etanol de linfonodos de caes de Araguaina, 2009............ccccceveeveeenneen. 66

Figura 10. Gel de Agarose 1,5% dos produtos de PCR, PM: Padrao de Peso Molecular —

100 pb. CN: Controle Negativo — sem DNA. CP: Controle Positivo para Leishmania

] o TP PPRRRRPPRRRN 66
Figura 11. Formas amastigotas, cor marrom, presentes em linfonodo do cao n° 09,

procedente de Araguaina — TO. Aumento (600X)........cccvereerirrrreenreenienieereeieereeseeeseenees 67

Figura 12. Corte de tecido de linfonodo do cdo n° 10 submetido a coloragdo por

hematoxiliona/ecosina. AumMento de (600X)......cc.eceviieiiiiiiiieiiieecrie et e e e ereeeereeeree e 67



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Caracteristicas dos Oligonucleotideos utilizados na Reacdo em Cadeia

da Polimerase - PCR (K13A-KI3B).....cccooiiiiiiieiieeeeeereeteetee st

TABELA 2. Parametros sugeridos por Landis & Koch (1977) para interpretar a
eStAtiStICA de KAPPA....vieivieieiiciieieeeec ettt st eeenees

TABELA 3. Percentual de Concordancia e Indice Kappa resultante da analise (dois a

dois) dos métodos ELISA e RIFI, com os demais testes empregados no estudo............

TABELA 4. Percentual de Concordancia e Indice Kappa resultante da analise (dois a
dois) dos métodos PCR, DPP®, HE e IH, com os demais testes empregados no

61

64

68

X1



cCz
DNA
dNTP
DO

EDTA

ELISA

FAST
FM/USP
FMTTO
H,0,
HCl

HE

HIV
IBGE
IH
IMT-SP
kDNA
LACEN
LV
LVC
LVH

MAPA
mg

ml
mM
mm
MS

nm

°C
OMS
OPAS
OPD
Pb

PBS
PBSTL
PCLV

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Centro de Controle de Zoonoses

Acido Desoxirribonucléico

Desoxiribonucleotideos trifosfatados

Densidade Optica

Acido Etilenodiamino Tetra-acético (do inglés Ethylenediamine tetraacetic
aci

Ensda)io Imunoenzimatico (ELISA — do inglés Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)

Teste de Aglutinacdo Rapida (do inglés Fast Agglutination-screening Test)
Faculdade de Medicina da USP

Fundacdo de Medicina Tropical do Tocantins

Peroxido de Hidrogénio

Acido Cloridrico

Hematoxilina Eosina

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Imunohistoquimica

Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo

DNA de Cinetoplasto

Laboratorio Central

Leishmaniose Visceral

Leishmaniose Visceral Canina

Leishmaniose Visceral Humana

Molar

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Miligrama

Mililitros

Milimolar

Milimetros

Ministério da Saude

Normalidade

Nanometros

Graus centigrados

Organiza¢do Mundial de Saude

Organizacdo Panamericana de Satude

Orto-fenilenodiamina

Pares de bases

Solugédo salina tamponada com fosfatos (do inglés phosphate buffer saline)
Solucdo salina tamponada com fosfatos, adicionada a Tween e Leite
Programa de Controle da Leishmaniose Visceral

X1l



PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR - do inglés Polimerase Chain Reactton)

pH - Potencial hidrogenidnico

RFC - Reacdo de Fixacdo do Complemento

RIFI - Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
RPM - Rotagdes por Minuto

SDS - Dodecil sulfato de sodio

SESAU - Secretaria de Estado da Saude do Tocantins
SFM - Sistema fagocitario mononuclear

Taq - Thermus aquaticus (enzima de DNA polimerase termoestavel)
TBE - Tris, Borato e EDTA

Tris-HCI - Tampao Tris-HCI

TE - Trise EDTA

ul - Microlitros

pm - Micrémetros

ng - Microgramas

Xiil



SUMARIO

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........cocoooioioieseoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
1T HISTORICO. ...ttt 15
1.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA . ...t ess e 16
1.3 AGENTE ETIOLOGICO, CICLO EVOLUTIVO E TRANSMISSAO...........c..cc......... 18
1.4 ASPECTOS RELACIONADOS AOS VETORES......ccccceoiiiiiiiiiiinicieteenceecnans 21
1.5 ASPECTOS RELACIONADOS AOS RESERVATORIOS.........oooveveerrrrerreerenane. 22
1.6 URBANIZACAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL..........ccocovevevrrnierereereeierians 23
1.7 LEISHMANIOSE VISCERAL NO TOCANTINS......ccceetnininenieiencieicieeeeeeeee 24
1.7.1 Leishmaniose Visceral Humana..............ccoccoooeniiiiiiiiniiniicececsee e 25
1.7.2 Leishmaniose Visceral Canina..................cccocooiiiiiininiiiicecce 28
1.8 ASPECTOS CLINICOS. ..ottt sttt 30
1.8.1 Leishmaniose Visceral Humana..............ccoccooceniiiiiiiiniiniieececsee e 30
1.8.2 Leishmaniose Visceral Canina...............ccocccooieiiiiiiniiniiinenenecie e 31
1.9 TRATAMENTO E CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL ..........ccccoc...... 32
1.9.1 Tratamento da Leishmaniose Visceral Humana.........................ccccoinn. 32
1.9.2 Tratamento da Leishmaniose Visceral Canina...............c..cccccocinininiinnnnnne 35
1.9.3 Medidas de Controle..............cc.oooiiiiiiiiiiiinieniciccececc e e 37
1.10 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL.........c.cooivveiiireieeeeiesenieianes 42
1.10.1 Métodos ParasitolOgicos...............coceeriiiiiiiiieieee e 43
1.10.2 MéEtodos SOTOIOGICOS...........cccveiiiieeiiieeiieeiieeeiee ettt e e ebe e et eeeereeeereesereeessbeeenees 45
1.10.3 Métodos Moleculares................cc.oocoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciee e 49
2JUSTIFICATIVAL ..ottt sttt 52
BOBIETIVOS. ...ttt sttt 53
3.1 OBJETIVO GERAL.....cooiiiiiiiiiiieitcet ettt 53
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......c.ooctiiitiiiininentie sttt 53
4 ANIMAIS E METODOS. ... 55
4.1 AREA DE ESTUDO.......cvevuiereimereieeiassesee s sisessssss s s 55
4.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA.......oooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 55
4.3 LOCAL DE TRABALHO. ..ottt 56
4.4 ANIMALS ..ottt ettt et ebe e eas 56

X1V



4.4.1 Obtencao de Soros e Linfonodos Cervical e Popliteo..................occoovirninnnnnne. 56

4.4.1.1 Sedacdo e Coleta SANGUINEA. .............c.oeeeeeueeeieeeee ettt 56
4.4.1.2 Eutanasia e Obtencdo de LinfOROdOS. ............cocveceeiciieeieiieeiece et 57
4.5. DESCRICAO DOS METODOS UTILIZADOS.........ocoviueveeeeeeeeeeeeeeeeeeereesrneeees 58
4.5.1 Ensaio Imunoenzimatico — ELISA...............cciiiiicee, 58
4.5.2 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta —RIFL...........................ooiiiiiiiiiiiinnn. 59
4.5.3 Teste Rapido DPP® Leishmania Visceral Canina..................ccccooovvvviieinienicennnn. 59
4.5.4 Reacido em Cadeia da Polimerase — PCR....................ocoooiiiiiiiiiinieeee, 60
4.5.4.1. Amplificac@o de DNA POT PCR.........ccveeeeecieeeieeceeceeeeteeeeeestee e eesne s 61
4.5.5 Estudo HIStOIOZICO...........ccocuviiiiiiiiiieeiie ettt ste et str e e sbeeessee e 62
4.5.6 Estudo Imunohistoquimico..................cc.ociiiiiininiiiinieceen 63
4.6 ANALISE ESTATISTICA......coooiiiiiriireriieeeiieceiieesios i sesse s sess e siseseens 63
SRESULTADOS ...ttt ettt ettt et 65
6 DISCUSSAOQ........ooiiiriiriiecieiee it 69
CONCLUSOES......cooouiiiritiieeciee ettt 73
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooooniiiiriirriineeiieneiinssessesessessssesesseseens 74
APENDICES........oouiiiiiiiitieiite ettt 94

XV



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HISTORICO

A leishmaniose visceral - LV, também conhecida como calazar, ¢ uma antropozoonose
tipica de areas tropicais, endémica em varias regides do mundo. E causada por um protozoario
flagelado, intracelular obrigatorio que se reproduz dentro do sistema fagocitdrio mononuclear
(SFM) dos mamiferos. E uma doenga ciclica dependente da triade: hospedeiro (homem), vetor
(flebotomineo) e reservatorio (cdo e animais silvestres) (MELO et al, 2004; VERONESI e
FOCACCIA, 2005).

A correta descricdo da LV foi realizada pela primeira vez em 1835 na Grécia.
Posteriormente houve relatos da doenca na India no ano de 1869, a enfermidade era

denominada como Kala-azar (DEANE, 1956; MARZOCHI et al., 1981).

O agente etioldgico da LV foi descrito inicialmente por Willian Boog Leishman em
1900. James Donovan em 1903 observou a presenca de estruturas ovais com 2 a 3 pum de
diametro em esfregagos sanguineos obtidos de pacientes residentes na India, idéntico ao
encontrado por Leishman. No entanto os relatos de Leishman s6 foram publicados em 1903,
em virtude da coincidéncia nas datas de publicacdo os pesquisadores foram homenageados

através do nome dado ao parasito - Leishmania donovani (CANTARINO, 1998).

A LV foi descrita pela primeira vez em cdes por Nicolle ¢ Comte (1908). Esses
pesquisadores durante o desenvolvimento de um trabalho na Tunisia encontraram Leishmania
em caes, sugerindo a introdu¢do da L. chagasi no Novo Mundo, através da provavel vinda de

cdes infectados acompanhando os primeiros colonizadores portugueses e espanhois.

No Brasil, o primeiro registro de leishmaniose visceral humana - LVH ocorreu em
1913 por Migone no Paraguai, de amostra proveniente de paciente do Mato Grosso
(MIGONE, 1913). No entanto, o inicio dos estudos sobre Leishmaniose no pais ocorreram
com os relatos de Penna (1934), que durante a realizacdo de uma pesquisa com objetivo de
diagnosticar e detectar focos de distribuicao da febre amarela no Brasil encontrou 41 casos
positivos para Leishmania (LV) em individuos procedentes das regides Norte ¢ Nordeste

(Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte e Para).
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Em seguida, Chagas et al., (1938) em Belém — PA observaram os primeiros casos da
infeccdo em cdes. Concomitantemente, teve inicio o processo de descoberta da principal

espécie vetora Lutzomyia longipalpis (DEANE e DEANE, 1954b).

1.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A LV ocorre na maioria das regides tropicais e subtropicais do mundo. Esta presente
em todos os continentes, com excecdo da Antartida e Australia (DEREURE, PRATLONG e
DEDET, 1999). E endémica em 88 paises (22 das Américas ¢ 66 no Velho Mundo)
(MONTEIRO; LACERDA e ARIAS, 1994), com mais de 90% dos casos provenientes de
Bangladesh, Brasil, India, Nepal e Suddo (VANNIER-SANTOS; MARTINY e SOUSA,
2002; MENDES ef al., 2003; MELO et al., 2004) a maioria dos casos associada as condig¢des

de pobreza e desnutri¢do infantil.

A incidéncia anual de casos de LV no mundo ¢ de aproximadamente 500.000 novos

casos, em torno de 50.000 mortes causadas por LV a cada ano (MENDES et al., 2003).

Na América Latina destacam-se os casos ocorridos na Argentina (SALOMON et al.,
2008), Colombia (CORREDOR et al, 1989a), Honduras (NUERNBERGER; RAMOS e
CUSTODIO, 1975), Bolivia, Equador, Guatemala, Paraguai, Suriname (MILES et al., 1999),
México (MONROY-OSTRIA; HERNANDEZ-MONTES e BAKER, 2000), Nicaragua
(BELLI et al., 1999) e Venezuela (DELGADO et al., 1998; ZERPA et al., 2000). Nas
Américas, a grande maioria dos casos autoctones da LV estdo representados no Brasil, onde a
LV esta presente em 21 das 27 unidades federadas (MONTEIRO, 2002) ¢ 90% dos casos
ocorridos na America Latina sdo registrados no Brasil (COURA, 2005). As areas de

transmissdo da doenga no Brasil estdo representadas na Figura 1.
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Legenda
[ ] 0casos
[] 1-5 casos
B 5-10 casos

B 10-20 casos
B 50-192casos

Figura 1. Distribuig¢do de casos autoctones de Leishmaniose Visceral segundo municipio,
Brasil 2002.
Fonte: SINAN- COVEV/ CGDT/DEVEP/SVS/MS.

No ano de 2009 foram notificados no Brasil 3.892 casos de LV, assim distribuidos:
Regido Nordeste (49,8%), Regido Sudeste (21,2%), Regido Norte (19,9%), Regido Centro-
Oeste (8,9%) e Regido Sul com apenas (0,3%) (BRASIL, 2010 — SINAN).

O ntmero de municipios brasileiros com casos notificados de LV aumentou
visivelmente nos Ultimos anos, acompanhando a intensificagdo da doenga, conforme
demonstragdo da distribuicdo de casos de leishmaniose visceral no mundo, segundo a OMS

(Figura 2).

B Endemic areas
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Figura 2. Distribui¢do da Leishmaniose Visceral no Mundo.
Fonte: WHO, 2009.

Segundo a Organizacdo Pan Americana de Saude/Organizacdo Mundial de Satde
(OPAS/OMS), a LV ¢ considerada como uma doenga negligenciada de categoria 3, pois o
campo da saude publica ndo possui ferramentas efetivas para o controle avangado. Nos
ultimos anos foi registrada uma média anual de 3.357 casos humanos e 236 dbitos (OPAS,

2006).

1.3 AGENTE ETIOLOGICO, CICLO EVOLUTIVO E TRANSMISSAO

A LV ¢ causada por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanossomatidae, género Leishmania, tendo trés espécies: no velho mundo a Leishmania
(L.) donovani (LAVERAN e MESNIL, 1903) é responsavel pela doenca na india, Paquistio,
China Oriental, Bangladesh, Nepal, Sudao e Kénia, e a Leishmania (L.) infantum (NICOLLE,
1908) na Asia Central e Sudoeste, nordeste da China, norte da Africa e Europa Mediterranea.
No novo mundo a espécie Leishmania (L.). chagasi (CHAGAS et al., 1937) ¢ o agente
etiologico da LV.

Shaw (2006) realizou um estudo utilizando técnicas bioquimicas e moleculares, e
considerou a L. chagasi e a L. infantum, como Unica espécie, sugerindo o uso do nome
Leishmania (L). infantum chagasi. Devido a auséncia de um consenso a respeito desse
assunto, neste trabalho optou-se pela denominagdo L. chagasi ao parasito em questdo, por se

tratar de um estudo realizado no Brasil.

O protozoario apresenta um ciclo bioldgico heteroxénico, apresentando duas formas
distintas: a forma promastigota, presente no vetor (Lutzomyia longipalpis) que se caracteriza
por ser flagelada e considerada como a forma infectante (transmitida pelo vetor aos novos
hospedeiros - homem, cdes ou animais selvagens), e a forma aflagelada ou amastigota,
encontrada no interior de macréfagos e monocitos, apresentando um tropismo pelo sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros e reservatorios (LAINSON; RYAN e SHAW, 1987;
KILLICK-KENDRICK, 1990).

Os parasitos multiplicam-se assexuadamente por divisdo binaria simples tanto no

hospedeiro vertebrado quanto no invertebrado, apesar de existirem evidéncias para a
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possibilidade de troca de material genético sexual e parasexualmente (BASTIEN;

BLAINEAU e PAGES, 1992).

Nos flebotomineos as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto sanguineo, se
diferenciam em formas flageladas, as promastigotas, que sdo, posteriormente, inoculadas na

pele de mamiferos durante novo repasto, conforme ilustracdo na Figura 3.
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Figura 3. Ciclo biologico da Leishmania sp.
Fonte: www.dpd.cdc.gov/dpdx

L. chagasi ¢ transmitida pela fémea da espécie Lu. longipalpis, apresenta hébito
hematofago, especialmente durante seu periodo reprodutivo, em virtude da demanda por um
suprimento protéico necessario a produgdo de ovos. A ingestdo de sangue em um animal
infectado com macrofagos contendo formas amastigotas de L. chagasi ocasiona a infec¢do do
vetor. Decorridos alguns dias (aproximadamente sete dias), as formas amastigotas sofrem
alteracdes bioquimicas e estruturais e convertem-se em formas intermediarias (exclusiva do

vetor) denominadas paramastigotas e comecam a fixar-se nas paredes do aparelho digestivo
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do inseto até atingir a proboscide do inseto, se transformam na forma flagelada infectante
denominada promastigota. Considera-se que o acumulo destas formas na probodscide do inseto
promova um aumento na freqiiéncia destes repastos, possivelmente ampliando o ntimero de
animais picados. Esta obstrucdo parcial da probdscide provocaria, também, um movimento de
regurgitagdo do contetido (inclusive com formas promastigotas do parasito) para o interior do
hospedeiro durante o ato de sugar o sangue o que facilitaria a disseminagao da infeccao entre

um nimero maior de hospedeiros (LAINSON e RANGEL, 2005).

No hospedeiro vertebrado as formas amastigotas se multiplicam nos vactuolos
parasitoforos até o rompimento dos macrofagos parasitados e invasdo de novos macrofagos,
ocorrendo entdo a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em células Sistema
Fagocitario Mononuclear - SFM como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (FEITOSA,
2006)

Costa e Pereira (1990) destacam a preocupagdo, ndo somente com o inseto, mas
também com determinadas areas, os pés de serra e boqueirdes sdo os principais locais de
transmissdo da doenga, por causa da umidade e dos demais fatores que favorecem o
desenvolvimento dessa enfermidade, principalmente devido o vetor ser encontrado mais
facilmente nessas areas. Sendo assim, uma ateng@o especial deve ser dada ao meio ambiente,

que pode aumentar o risco de infeccao.

Marcondes (2001) afirma que tal dificuldade em se controlar a doenca é possivelmente
por conta da grande dispersdo dos criadouros e a falta de conhecimento sobre suas

caracteristicas.

Alguns autores citam a transfusdo sanguinea como uma possivel forma de transmissao
em seres humanos, ndo tdo comun, ressaltam que o sangue pode permanecer contaminado

com parasitas viaveis por até 30 dias a 4°C (DEY e SINGH, 2006).

Em alguns paises europeus a transmissao através do compartilhamento de seringas por
usuarios de drogas tem sido relatada, estando associado também a transmissao do virus HIV,

o que intensifica a evolugdo de ambas as enfermidades (PASQUAU et al., 2005).

Existem relatos de que a transmissdo congénita ja foi observada em humanos
(MEINECKE et al.,, 1999), no caso dos cdes ¢ rara e ndo foi comprovada nos estudos
realizados por Andrade et al, (2002). Os provaveis mecanismos relacionados com esse

episodio e de que, as células do sistema fagocitico mononuclear parasitadas atravessem a fina
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membrana que separa a circulacdo fetal materna ou que a contaminacdo aconteca durante o

contato do sangue materno e fetal no momento do parto (NEVES et a/., 2000).

1.4 ASPECTOS RELACIONADOS AOS VETORES

No Brasil, duas espécies de vetores denominados flebotomineos estdo relacionadas
com a transmissdo da LV, Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi. A primeira espécie citada é
o principal vetor (DEANE ¢ DEANE, 1954a; DEANE, DEANE ¢ ALENCAR, 1955a;
DEANE, 1956), sendo o tnico de grande importancia pela sua capacidade vetorial, e pela sua
ampla distribuicdo geografica no novo mundo. E a segunda espécie é capaz de atuar como

vetor de importancia secundaria (TRAVI et al.,, 1996; GALATI et al., 1997).

E um inseto pequeno, seu tamanho varia de 1 a 3 mm, seus vOos sdo curtos e baixos,
conferindo um comportamento saltitante e uma dispersdo ndo superior a 200m. Sao
conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros

(GONCALVES; ROZEMBAUM e CUNHA, 1986).

Originalmente era encontrado em matas participando do ciclo primario de transmissao
da doenca. Progressivamente houve adaptacao desse inseto para o ambiente rural. A ocupacao
desordenada pelo homem de 4reas proximos de encostas e/ou matas, acarretando
desequilibrios ambientais, favoreceu a instalagdo do ciclo extraflorestal da doenga,

beneficiando seu carater peridomiciliar (UCHOA et al., 2001).

Recentemente no final da década de 80, verificou-se a adaptacdo deste vetor aos
ambientes urbanos, em periferias de grandes centros, podendo ser encontrados no
peridomicilio, como em galinheiros, chiqueiro, canil, paiol, entre outros ambientes ¢ também

no intradomicilio (DEANE e DEANE, 1954b; 1962).

Lutzomya longipalpis possui habito noturno quando busca ativamente os animais para
seu repasto sangiiineo. Adapta-se facilmente a variadas temperaturas, sendo que o periodo de
maior transmissdo da LV ocorre durante e logo apds a estagdo chuvosa, quando ha um
aumento da densidade populacional do inseto (FERRO; MORRISON e TORRES, 1995;
SHERLOCK, 1996).

Apenas as fémeas realizam hematofagia, sendo capazes de transmitir o parasito.

Quando infectadas pelo parasito tornam-se vetores da doenga, podendo transmiti - la para os
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hospedeiros vertebrados, sdo responsaveis pela manutencdo do ciclo do parasito na natureza

(DEANE, 1956).

1.5 ASPECTOS RELACIONADOS AOS RESERVATORIOS

O cdo ¢é considerado como o principal reservatorio no ambiente doméstico e
peridoméstico, apontado como o principal responsavel pela persisténcia da LV em varias
areas tropicais e neotropicais do planeta. Fato observado tanto nas Américas como no

Mediterraneo (CHAGAS et al., 1937; DESJEUX, 1996).

Ja no ambiente silvestre os animais incriminados como hospedeiros vertebrados, sdo
principalmente: as raposas Dusycion vetulus (=Lycalopex vetulus), encontrada infectada no
Sudoeste do Ceara, Brasil (DEANE e DEANE, 1954a) e Cerdocyon thous, na Regido
Amazobnica — Brasil (LAINSON; SHAW e LINS, 1969), e o gamba Didelphis marsupialis, na
Venezuela (CORREDOR et al., 1989b).

O c@o constitui importante fonte de infeccdo no Brasil, devido ao grande contingente
de animais assintomdticos com intenso parasitismo cutidneo verificado em vérias areas

endémicas estudadas (SHERLOCK et al., 1984; BRASIL, 2006a).

Marzochi et al., (1985) em estudo realizado no Rio de Janeiro verificaram que 43,5%
dos cdes examinados ndo apresentavam sinais clinicos sugestivos da infeccdo, mas apos
necropsia observaram que dos 40 animais estudados, foram evidenciadas Leishmania em 39

animais (97,5%).

Quanto ao papel do homem como reservatorio da Leishmania chagasi, e ser fonte de
infeccdo durante os surtos epidémicos, existe a necessidade de estudos mais aprofundados
acerca do potencial de transmissdo do ser humano, antes de se comparar o comportamento
destas epidemias com o calazar indiano, onde n3o ha a existéncia de reservatdrio animal ¢ a

transmissdo se da diretamente homem-vetor-homem (COSTA e PEREIRA, 1990).

No Brasil, até o presente momento, todos os surtos descritos na literatura estdo
associados com a presenca de cdes soropositivos. Em varias regides geograficas a epidemia
canina precedeu a epidemia humana (CAMARGO-NEVES et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2001).
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1.6 URBANIZACAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Inicialmente a leishmaniose visceral no Brasil, tinha um carater eminentemente rural
e, mais recentemente, vem se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte

(BRASIL, 2006a).

Na América do Sul, especialmente no Brasil, a migracdo e a urbanizagdo estdo
evidenciadas desde a década de 1980 (BRASIL, 1984; MARZOCHI et al., 1983; 1985; 1987,
GENARO et al., 1990; JERONIMO et al., 1994; SILVA et al., 1997; TAVARES, 2000;
OLIVEIRA et al, 2001; SILVA et al., 2001a), e contribuem fortemente para o aumento da

doenca.

O fato foi observado claramente a partir da década de 90, quando ocorreram mudangas
no padrdo de episodios da doenga, com registro de casos nas grandes cidades, e isso ndo quer
dizer apenas as periferias, mas também as regides nobres, contestando o que era observado
anteriormente a esta década, em que se considerava esta doenca como sendo apenas do meio
rural e de cidades do interior ou até mesmo de areas periféricas das grandes metropoles.
Acreditava-se ainda que o género Lutzomyia tivesse pouca resisténcia e ndo conseguiria

agiientar as condigdes ambientais urbanas e também poluidas (ROSA, 2006).

Nos ultimos anos os dados epidemioldgicos demonstram a periurbanizagdo ¢ a
urbanizacdo da leishmaniose visceral, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro
(RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI),
Natal (RN), Sdo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagari (BA) e dentre as epidemias ocorridas,
destaca-se Palmas (TO), além dos municipios de Trés Lagoas (MS) e Campo Grande (MS)
(BRASIL, 2006a).

Em um estudo realizado por Costa (2008), tratou-se da caracterizagdo e especulacdes
acerca da urbanizag@o da leishmaniose visceral no Brasil. Segundo o autor as hipoteses ou
explicagdes apresentadas até o momento para o processo de urbanizagdo da leishmaniose
visceral americana sdo insatisfatorias. Uma possivel seria que, as mudangas na ecologia ¢
biologia do vetor, Lutzomyia longipalpis, poderiam explicar as feicdes epidemiologicas

urbanas da doenga.

Com intuito de preencher lacunas no conhecimento sobre esse processo de

urbanizacdo, ele citou algumas linhas de pesquisa prioritdrias: - a investigagdo do papel de
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cdes na amplificacdo da transmissdo da doenca nas cidades; - ensaios de campo com novos
inseticidas; - investigacdo dos determinantes ecologicos ou moleculares que participam da

transmissdo de Leishmania chagasi.

O mais novo estado da federacdo, Tocantins passou um processo de migracao
populacional devido as grandes possibilidades de emprego e perspectivas de
desenvolvimento. O estado recebeu uma grande populagdo oriunda de areas urbanas e rurais,
oferecendo em troca baixa qualidade de vida, tendo esses individuos que viverem em

condigoes sub-humanas (NASCIMENTO, 2005).

Maués (2008) afirma que o aumento da densidade populacional e a migragdo da
populacdo da zona rural para as cidades e sua concentracdo principalmente nas areas
periféricas, estd estritamente relacionada com o processo de urbanizacdo e expansdo da

enfermidade no estado do Tocantins.

1.7 LEISHMANIOSE VISCERAL NO TOCANTINS

O Tocantins esta inserido na area corresponde a Amazonia Legal, um dos biomas mais
complexos e ricos do mundo e entre os nove estados que o integra, o Tocantins ¢ o que

atualmente possui a maior incidéncia de leishmaniose visceral em humanos.

Acredita-se na possibilidade da LV ter sido introduzida na Regido Amazdnica
Brasileira, por meio de caes infectados acompanhando imigrantes procedentes da Regido
Nordeste, no entanto, na época da descoberta da leishmaniose visceral no estado do Para
(PENNA, 1934). O acesso a esta regido era unicamente realizado por barco ou avido,
colocando em discussdo a possibilidade de uma fonte silvestre autoctone de infeccdo

(LAINSON, 1983; RANGEL e LAINSON, 2003).

Foram registrados casos humanos em Roraima, Para e Tocantins, com o maior numero
de casos no Estado do Para, seguido por Tocantins e Roraima (CASTELLON ¢ DOMINGOS,
1991; GUERRA et al., 2004; BRASIL, 2006a).
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1.7.1 Leishmaniose Visceral Humana

No Estado do Tocantins, o calazar humano ¢ notificado desde 1989, um ano apos a
criacdo do Estado, pois os casos anteriores foram notificados como ocorridos no Estado de
Goias.

Desde entdo, apenas no ano de 1991 ndo houve notificagdo de nenhum caso, mas a
partir deste ano o numero de notificagdes foi crescente, aumentando de 06 em 1992 para 226
em 2002, com 82,7% (1591 casos) dos casos notificados apenas no periodo de 1999 a 2005, o
que demonstra a expansdo da doenca no Estado (BRASIL, 2006b).

No periodo de 1999 a 2003, o Estado do Tocantins apresentou o maior numero de
notificagdes da Regido Norte, com a taxa de incidéncia aumentando de 0,79 /100.000
habitantes em 1999 para de 19,91/100.000 em 2003 (BRASIL, 2006b), considerada a maior
taxa de incidéncia ja registrada no pais. O Estado do Tocantins destaca-se como um dos
maiores responsaveis pelo aumento das estatisticas envolvendo a LVH na regido Norte do

Brasil. Conforme demonstragdo na figura 4.
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Figura 4. Casos confirmados de leishmaniose visceral humana, regido norte e Tocantins.
1990 a 2008*. (* Dados sujeitos a revisao).
Fonte: SINAN/SVS/MS - 2009.

26



Com a elevag@o do niimero de casos no Estado, medidas de vigilancia e controle foram
implementadas nos municipios onde ocorreram a maioria dos casos e a incidéncia diminuiu a
partir de 2003, porém de acordo com os dados do Ministério da Saude, até 2004 o Tocantins
ainda apresentava a maior taxa de incidéncia de LV do pais (12,04/100.000) (BRASIL,
2006b).

Segundo a Geréncia de Nucleo das Leishmanioses/SESAU-TO, os casos de LVH em
2008 somaram 1.462 casos notificados, e um coeficiente de incidéncia de 11.41 casos/10.000

habitantes (TOCANTINS, 2009).

Desde 1999 observou-se no Estado um grande aumento no nlimero de casos humanos,
com a maioria dos casos registrados na cidade de Palmas-TO, capital do Estado, que apos sua
criagdo em 1989, atraiu um grande contingente humano, vindo de diversas regides do Estado
do Tocantins e do Brasil e com eles os animais de estimagdo, possiveis reservatorios. Pouco
se discute sobre a origem e as causas da elevacdo no niimero de casos na capital e em cidades

do interior do Estado do Tocantins (SANTOS, 2008).

As informagdes sobre a distribuicdo e prevaléncia de LVC no Estado do Tocantins
estdo restritas aos inquéritos realizados pela Secretaria de Estado da Saude, através dos
Centros de Controle de Zoonoses e Secretarias Municipais de Satde e o conhecimento destas
informagdes ¢ essencial para o estabelecimento de medidas de controle apropriadas, bem
como para nortear estudos epidemioldgicos que possam contribuir para o controle da doenga

(SANTOS, 2008).

De acordo com o sistema de notificacdo de agravos (SINANNET) o Estado do
Tocantins notificou, em 2007, 392 casos novos confirmados de leishmaniose visceral sendo

que destes, 196 sdo de Araguaina correspondendo a 50% do total de casos do Estado.

Diante dos indicadores de letalidade encontrados no Estado, o programa de controle
da LV, estabelecido pela SESAU-TO, realiza acdes com objetivo de reduzir as taxas de
letalidade e grau de morbidade, através do diagnostico e tratamento precoce dos casos, bem
como diminuir os riscos de transmissdo mediante controle da populacdo de reservatorios e do

agente transmissor. (BRASIL, 2007 — SINAN).

Observa-se na figura 5 o nimero de dbitos por LVH na regido norte, e a representacao

do Tocantins, no periodo de 2000 a 2006.
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Figura 5. Obitos por Leishmaniose Visceral Humana na Regido Norte e Tocantins, no
periodo de 2000 a 2006.
Fonte: SINAN/SVS/MS - 2009.

Considerando a distribui¢do da LVH no Tocantins, o municipio de Araguaina detém o
maior nimero de notificagdes. Estando classificado como municipio de transmissdo intensa
de casos humanos, portanto possui indicagdo de atividades de controle quimico (borrifagdo) e

inquérito canino censitario.

Em 2009 os municipios do Tocantins estdo classificados como sendo 11 de
transmissdo intensa, 05 de transmissdo moderada, 55 de transmissdo esporadica, 19 de
transmissdo vulneravel receptiva, 47 sem transmissdo vulneravel e 02 sem transmissdo ndo
vulneravel para esta doenga. Os municipios de Araguaina e Palmas, classificados como de

transmissdo intensa, notificaram 275 e 34 casos, respectivamente (TOCANTINS, 2009).
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Figura 6. Municipios do Tocantins segundo estratificacdo epidemiologica da Leishmaniose
Visceral com registro de Lu. longipalpis.
Fonte: GRASER, 2009.

1.7.2 Leishmaniose Visceral Canina

Do ponto de vista epidemioldgico, a LV canina tem sido considerada mais importante
do que a doenca humana, visto que tem a maior prevaléncia, e t€ém sido detectados parasitos
na pele de muitos animais assintomaticos residentes em areas endémicas (MARZOCHI et al.,

1985).

Nas Américas, a doenca canina so veio a ser reconhecida com os estudos realizados

por Evandro Chagas (CHAGAS et al., 1937; 1938), na regido Norte do Brasil, estado do Para.

A partir dai, Deane e Deane (1955b) estudaram a LVC no Brasil, em uma area de
grande endemicidade no nordeste brasileiro, o Ceara. Em estudo comparativo entre a infec¢ao
humana e canina encontraram Leishmania na pele de 16,3% dos individuos e em 77,6% dos

caes naturalmente infectados.

Além disso, verificou que a infeccdo experimental de flebotomineos era mais
frequente e intensa quando os insetos se alimentavam em caes (75%) do que em pacientes

humanos (28,5%). Estas observagdes, bem como as de outros trabalhos que t€ém estudado a
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doenca canina em areas endémicas de LVH, mostram o cdo como a principal fonte de

infeccdo para os flebotomineos (MARGONARI et al., 2006).

Isto se deve a alta prevaléncia da doenca no animal nessas regides e pela presenga do
parasito na sua pele, o que favorece a infeccdo do inseto vetor e, conseqiientemente, a
transmissdo ao homem (BRENER, 1957; ALENCAR, 1959; DEANE ¢ DEANE, 1962;
IVERSSON et al., 1983; MARZOCHLI, et al., 1985).

Deane (1956) esclareceu o papel do cdo na manutengdo da transmissdo da LV no ciclo

peridomiciliar, confirmando sua atuacdo como principal reservatorio.

O centro de controle de zoonoses de Araguaina - CCZ, no periodo de janeiro a
dezembro de 2007 realizou inquérito canino nas areas com transmissao de casos humanos, nas
quais foram colhidas 6.317 amostras, sendo 2.321 soros reagentes, 3.178 ndo reagentes, 709
indeterminados e 109 hemolisados. Também foram executadas atividades de controle

quimico, resultando num total de 5551 iméveis borrifados no mesmo periodo.

Em 2007, além de Araguaina outros 55 municipios do Tocantins encaminharam
amostras de soro canino aos Laboratorios Centrais - LACEN, perfazendo o total de 24.902

amostras analisadas, obtendo positividade em 5.397 amostras de cdes (TOCANTINS, 2009).

Em 2008 a estimativa da populagdo canina na zona urbana de Araguaina era de 9136
animais. Neste periodo foram encaminhadas para o Laboratorio de Saude Publica do
municipio o total de 7.922 amostras para analise, destas 2.519 caes apresentaram resultado
positivo, 4.172 caes foram descartados, pois apresentaram resultado negativo, e 690 caes
obtiveram resultado indeterminado. Até o més de novembro de 2008, ja haviam sido

eutanasiados 2.232 cées soro positivos (ARAGUAINA, 2009).

Com base nos numeros registrados pelo Centro de Controle de Zoonoses de
Araguaina, ¢ possivel constatar que a LVC no municipio vém crescendo progressivamente

ano a ano, fato que gera preocupacao ao Ministério da Saude.

No decorrer de 2008, sessenta e trés dos 139 municipios do estado enviaram amostras
de soro canino ao LACEN, essas amostras resultaram no total de 35.997 ensaios sorologicos
realizados. Das analises realizadas, foi confirmado positividade para LVC de 7.580 amostras,

que representa 21,3% de positividade do total de amostras recebidas (TOCANTINS, 2009).
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De todas as amostras suspeitas de LVC oriundas de Araguaina enviadas para analise
no LACEN, temos 8,4% de positividade em 2005, 32,5% em 2006, 36,7% em 2007, 32% em
2008 e 44% em 2009 (ARAGUAINA, 2009; ARAGUAINA, 2010).

Vale ressaltar que em 2009 dos 2.980 cées soropositivos para LV, foi constatado que
em 73% dos casos os cdes foram eutanasiados e os 27% restantes, morreram por outros
agravos, ou ocorreram mudangas de endereco dos proprietarios, ¢ outros apresentaram
contraprovas realizadas em laboratorios particulares escolhidos pelos proprietarios do cdo,

indicando resultados contrarios. (CRUZ et al., 2010)

1.8 ASPECTOS CLINICOS

1.8.1 Leishmaniose Visceral Humana

A LV pode ndo apresentar manifestacdes em humanos, assim, a doenca assume um
curso assintomatico, sem qualquer manifestacdo clinica aparente. Por outro lado, t€ém-se casos
em que a doenga apresenta uma histdria natural, caracteristica, dita como “forma classica do

calazar” (TOLEDO; MARZOCHI e COUTINHO, 1983).

O curso clinico da doenca pode depender tanto de fatores relacionados a natureza da
resposta imune do hospedeiro, a viruléncia do parasito, a baixa idade e ao estado nutricional
do paciente. Os individuos infectados podem apresentar desde a forma assintomatica, até uma

doenga de evolugao fatal (PEDROSA E ROCHA, 2004).

No periodo inicial ou fase aguda, a sintomatologia pode incluir febre com duragio
inferior a quatro semanas, palidez cutineo-mucosa ¢ hepatoesplenomegalia, sintomas esses
que variam para cada paciente. A evolucdo da doenga ¢ seguida pelo periodo de estado,
caracterizado por febre irregular, associada ou ndo a emagrecimento progressivo, palidez
cutaneo-mucosa e¢ aumento da hepatoesplenomegalia. Geralmente ¢ um quadro clinico
arrastado, freqiientemente com mais de dois meses de evolugao, acometendo o estado geral do

paciente (BRASIL, 2005a).

Caso ndo seja estabelecido o diagnostico e tratamento, a doenga evolui

progressivamente para o periodo final, com febre continua e comprometimento mais intenso
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do estado geral. Instala-se a desnutricdo (cabelos quebradicos, cilios alongados e pele seca) e
edema dos membros inferiores podendo evoluir para anasarca. Outras manifestagdes
importantes incluem hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias), ictericia e ascite.
Nesses pacientes, o Obito geralmente ¢ determinado por infecgdes bacterianas e/ou

sangramentos (BRASIL, 2005a).

Associadas aos sinais e sintomas, as alteragdes laboratoriais se fazem presentes
evidenciando muitas vezes anemia, trombocitopenia, leucopenia e baixa de albumina,
elevacdo dos niveis das aminotransferases, das bilirrubinas ¢ aumento discreto dos niveis de

uré¢ia e creatinina (PEREIRA, 2003; BRASIL, 2006a).

Segundo o Ministério da Saude, deve ser considerado suspeito de LV todo paciente
que apresentar febre e esplenomegalia associada ou ndo a hepatomegalia, obtendo
confirmagdo diagnostica por Enzyme-linked immune assay (ELISA), e diagnoéstico

parasitoldgico ou Imunofluorescéncia Indireta (BRASIL, 2003).

1.8.2 Leishmaniose Visceral Canina

A LVC ¢ uma doenga sistémica grave cujas manifestacdes clinicas dependem do tipo
de resposta imunologica expressada pelo animal infectado. O quadro clinico de caes
infectados apresenta um espectro de caracteristicas clinicas que varia do aparente estado sadio

a um grave estagio final (CABRAL et al., 1998).

Apesar da grande diversidade de sinais clinicos da LVC, existem animais
aparentemente saudaveis e aqueles que exibem sintomatologia caracteristica de estagios finais
da enfermidade. Um fato intrigante ¢ que a doenca canina pode permanecer clinicamente

inaparente por longos periodos (LONGSTAFFE et al., 1983).

O periodo de incubagdo ¢ variavel e dificil de ser determinado, uma vez que, em
condi¢des naturais, ndo se consegue estabelecer com seguranga 0 momento da infec¢do. Em

termos gerais, varia de 3 meses até varios anos (GENARO, 2000).

Desta forma, os sinais clinicos ¢ o tempo de aparecimento da doenga ndo sdo
previsiveis, podendo ocorrer auséncia total dos sinais, e até uma sindrome clinica caracteriza
por: febre, emagrecimento progressivo, alopécia, anemia — geralmente normocitica ¢

normocrdmica, hipergamaglobulinemia, descamagdo cutinea e outras dermatites, ulceracio
32



cutanea —normalmente nas orelhas, articulagdes, focinho e cauda, areas de hiperqueratose,
conjutivite, onicogrifose, apatia, diarréia, vomito, linfadenopatia, edema das patas e,
tardiamente, paresia das patas posteriores e caquexia (DEANE e DEANE, 1955b; BRENER,
1957; ALENCAR, 1959; MARZOCHI et al., 1985; ABRANCHES et al., 1991; GENARO,
2000).

As principais lesdes da LVC observada em caes, no Velho e Novo Mundo, ocorrem
em oOrgdos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear, como bago, figado,
linfonodos, medula dssea, rins, pulmdes, intestino e pele (BOGLIOLO, 1956; ALENCAR,
1959; TAFURI et al., 1996; TAFURI; OLIVEIRA e MELO, 2001; LIMA et al., 2004).

As alteragdes histopatologicas observadas na LVC sdo semelhantes as descritas na
doenca humana (KEENAN et al., 1984), embora as lesdes cutidneas nos cdes sejam mais
intensas e estejam presentes em grande parte dos casos. As alteragdes laboratoriais,
particularmente as hematologicas, revelam anemia normocromica, linfocitose com leucopenia
que pode ser moderada ou intensa, neutrofilia e trombocitopenia (KEENAN et al., 1984;

ABRANCHES et al., 1991).

De acordo com a clinica apresentada, e considerando a classificagdo adotada por
Rocha (2002) e Moreira (2003), temos cdes: Assintomaticos: que ndo apresentaram nenhum
sinal caracteristico de LVC ao exame clinico; Oligossintomaticos: que apresentaram até trés
sinais compativeis de LVC e; Polissintomaticos: que apresentaram mais de trés ou todos os
sinais comuns a LVC. Independente do tipo clinico que o cdo se enquadra, a capacidade de
atuar como fonte de infecg¢do é fato notorio. Caes sintomaticos e assintomaticos sdo capazes
de infectarem flebotomineos vetores, mesmo quando apresenta pele sadia (ADLER e
THEODOR, 1931), fato evidenciado pelo intenso parasitismo cutdneo, conforme

demonstrado por Alvar et al., (1994).

1.9 TRATAMENTO E CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL

1.9.1 Tratamento da Leishmaniose Visceral Humana

Segundo Yamey e Torreele (2002), a LVH ¢ uma das doengas mais negligenciadas no
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mundo atualmente, com um impacto significativo nas comunidades de baixa renda, em

virtude do baixo investimento no desenvolvimento de novos farmacos.

Em todo o mundo estdo disponiveis no arsenal terapéutico da LVH os seguintes
farmacos: Stibogluconato de so6dio, antimoniato-N-metil glucamina, anfotericina B,

anfotericina B lipossomal, pentamidinas (isotionato e mesilato), miltefosine (BRASIL, 2006a)

No Brasil, para o tratamento em humanos o farmaco de primeira escolha ¢ o
antimoniato N-metil glucamina, um derivado pentavalente (SB+5 — compostos antimoniais
pentavalentes). O medicamento ¢ distribuido pelo Ministério da Satde, recomendado a dose
de 20mg de SB+5 Kg/dia, por no minimo 20 ¢ no maximo 40 dias, com limite de 2 a 3

ampolas/dia (BRASIL, 2006a).

Atua nas formas amastigotas do parasito, inibindo sua atividade glicolitica e a via
oxidativa de 4cidos graxos. O principal efeito colateral ¢ decorrente de sua agdo sobre o
aparelho cardiovascular, traduzindo em distarbios de repolarizagdo, ficando dessa forma
contra-indicado em pacientes que fazem uso de beta-bloqueadores e drogas antiarritmicas

(BRASIL, 2006a).

Na area endémica de Jacobina, Bahia, onde a LV ¢ diagnosticada precocemente, 0s

resultados, sdo eficazes com 15 dias de tratamento (BADARO et al., 1986).

Relatos demonstram que a duracdo do tratamento em Fortaleza (REY et al., 2005)
com antimoniato variou de 20 a 40 dias, mostrando alta taxa de cura (96%) e baixa

toxicidade (4%), como relatado também em Natal (JERONIMO et al., 1994).

O desoxicolato sddico de anfotericina B e suas formulagdes lipossomais sdo farmacos
de tratamento alternativo (em terapia ndo responsiva aos antimoniais pentavalentes em

gestantes, criangas menores de seis meses, cardiopatas e nefropatas).

A anfotericina B lipossomal apresenta custo elevado, impossibilitando o seu uso na
rotina do servigo. E indicada aos pacientes graves de leishmaniose visceral, que
desenvolveram insuficiéncia renal ou toxicidade cardiaca durante o uso do Antimoniato de N-
metilglucamina e de outras drogas de escolha ndo obtendo melhora ou cura clinica (BRASIL,

2006a).

Sdo farmacos com atividade leishmanicida mais potente disponivel comercialmente,

atua nas formas promastigotas e amastigotas do parasita, tanto in vitro quanto in vivo. Seu
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mecanismo de agdo se da através da ligagdo preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol)

presentes na membrana plasmatica da Leishmania (BRASIL, 2006a).

E altamente toxica para as células do endotélio vascular, com comprometimento renal
em praticamente todos os pacientes ao longo do tratamento (VERONESI e FOCACCIA,
2005; GOODMAN e GILMAN, 2006).

As principais reagdes agudas consistem em febre (80%), calafrios, taquipnéia,
hipotensdo moderada, dor local, flebites, cefaléia, anorexia, convulsdes, reacdo anafilatica,
arritmia, insuficiéncia cardiaca e¢ diminuicdo da filtracdo glomerular (VERONESI e

FOCACCIA, 2005; GOODMAN e GILMAN, 2006).

Outros farmacos com atividade leishmanicida foram introduzidos no tratamento da
LVH, como as pentamidinas (isotionato e mesilato) principalmente na Europa e Africa. Sua
eficacia ¢ inferior a dos antimoniais pentavalentes e anfotericina B e seus paraefeitos maiores.
A dose utilizada ¢ de 4mg/kg/dia em dias alternados no total de 15 doses, ndo devendo

ultrapassar a 2g como dose total.

Seus efeitos colaterais mais comumente encontrados sdo anorexia, astenia, nausea, dor
abdominal, hipoglicemia prolongada, taquicardia e outras arritmias, insuficiéncia renal em
25% dos pacientes, geralmente reversivel e pancreatite que pode levar ao aparecimento de

diabetes mellitus, em 10 a 15% dos casos.

Recentemente uma droga oral (miltefosine) vem sendo utilizada na India, com

resultados promissores no tratamento do calazar indiano (BRASIL, 2006a).

Os critérios de cura sdo essencialmente clinicos. Geralmente ¢ caracterizado pelo
desaparecimento da febre, reducdo da hepatoesplenomegalia, melhora dos parametros

hematologicos, ganho ponderal, retorno do apetite e melhora do estado geral (REY, 1991).

O seguimento deve ser feito aos 3, 6 e 12 meses ap6s o tratamento e na ultima
avaliagdo se permanecer estavel o paciente ¢ considerado curado. As provas soroldgicas sdo

de pouca utilidade no seguimento porque negativa tardiamente (JERONIMO et al., 1994)

Antes da introdugdo dos antimoniais no arsenal terapéutico por Gaspar Vianna (1913)

Apud (REY, 1991), estimava-se que a taxa de letalidade dos pacientes variava entre 75 e 95%

Em Fortaleza Rey et al., (2005), verificaram que a letalidade foi de 8,7% , sendo
semelhante aos relatos de Sdo Paulo (PASTORINO et al., 2002), Sdo Luis (MENDES et al.,
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2002), Natal (JERONIMO et al.,, 1994), Brasilia (CAMPOS, 1995) e Mato Grosso do Sul
(OLIVEIRA et al., 2006).

1.9.2 Tratamento da Leishmaniose Visceral Canina

As tentativas de tratamento da LVC por meio de farmacos tradicionalmente
empregadas em humanos como (antimoniato de meglumina, anfotericina B, isotionato de
pentamidina, alopurinol, cetoconazol, fluconazol, miconazol e itraconazol), tém tido baixa

eficécia.

O tratamento dos cades, no Brasil, ¢ expressamente proibido pelos 6rgios de saude
publica, além da resposta terapéutica ser baixa, frequentemente ocorre recidiva da
enfermidade durante ou logo ap6s o tratamento. A proibicdo do uso de produtos destinados a
uso humano ou que ndo possuem registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - (MAPA), foi estabelecido pela portaria interministerial N° 1.426 de 11 de
julho de 2008, elaborada e publicada pelo MS, em conjunto com o MAPA. (BRASIL,
2006a),

Com relagdo ao antimoniato de meglumina (Glucantime®), a dosagem utilizada para o
tratamento canino ¢ aproximadamente 10 vezes maior que o recomendado para o tratamento
humano. O uso rotineiro de medicamentos em cdes induz a remissdo temporaria dos sinais
clinicos, ndo previne a ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado na infectividade de
flebotomineos e leva ao risco de selecionar parasitos resistentes aos farmacos utilizadas no
tratamento humano. Portanto, o tratamento canino ndo tem apresentado eficacia e nem
diminuido a importancia do c@o como reservatorio do parasito (MORENO et al., 1999;

BRASIL, 2006a).

MORENO et al., (1999), cita as desvantagens observadas no tratamento da LVC com
0 Glucantime®: a selecdo de parasitos resistentes a farmacos com o passar do tempo, levando
ao risco de selecionar linhagens de parasitos resistentes; o tratamento ¢ doloroso e, para
animais de grande porte, ¢ caro; o tratamento gera a falsa impressao de efetividade, induzindo
os proprietarios na decisdo de tratar pessoalmente os animais por curtos periodos, aumentando

o risco de falhas no tratamento.
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Os estudos sugerem que o tratamento da LVC, conforme os modelos propostos até
entdo, pode levar a melhoria transitéria do quadro clinico laboratorial do cdo, reducdo dos
niveis de anticorpos séricos contra o parasito, associados a uma possivel reducdo (também
transitoria) na carga parasitaria em alguns tecidos (MANNA et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2008).

Os trabalhos que estudaram a infectividade para flebotomineos sdo inconclusivos e
apresentam evidéncias de que animais tratados mantém a capacidade de infectar esses insetos

(MIRET et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008).

A literatura sobre o tratamento da LVC no Velho Mundo alerta sobre o perigo
potencial de gera¢do e circulacdo de cepas do parasito resistentes as drogas usualmente
utilizadas para o tratamento de seres humanos, tais como: o antimonial pentavalente,
anfotericina B e a miltefosine (GRAMICCIA; GRADONI e¢ ORSINI, 1992; CARRIO e
PORTUS, 2002).

O surgimento e dissemina¢do de cepas resistentes do parasito como tém ocorrido em
alguns paises (SUNDAR et al., 2000; SUNDAR, 2001) tem sido alertada em comunidades
nas quais o tratamento de caes ¢ praticado (GRAMICCIA; GRADONI e ORSINI, 1992), pode

ter carater irreversivel e consequéncias imprevisiveis.

A miltefosine ¢ utilizada para o tratamento da forma cutinea da leishmaniose humana
em alguns paises, como: Colombia, Guatemala, Argentina, Venezuela, Paraguai, Equador e
Honduras (GRAMICCIA; GRADONI e ORSINI, 1992; ROUGIER et al, 2008).
Recentemente, foi langada para uso veterinario nos paises do Mediterraneo (Portugal,
Espanha, Italia, Grécia e Ilha de Chipre), existe a possibilidade de os cdes que receberem esse
tratamento, e os parasitos que infectarem esses caes tratados, apresentarem resisténcia e serem
disseminados por meio da migragdo desses animais para os paises em que o medicamento tem

sido utilizado em humanos.

Durante a realizacdo do II Forum de discussdo sobre o tratamento LVC, em
Brasilia/DF nos dias 01 e 02 de outubro de 2009, um grupo de expertises em Leishmaniose
para tratar da politica nacional de vigilancia e controle da LV no Brasil (BRASIL, 2009).
Com intuito de alterar o ponto de vista cientifico sobre a proibicao do tratamento da LVC com

medicamentos utilizados em seres humanos ou nio regulamentadas pelo MAPA.
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Esse grupo concluiu que o tratamento canino representa risco para a saude publica
com graves conseqiiéncias, que vai desde a disseminacdo da doenca nos demais continentes,

até a geragdo de cepas resistentes ao pequeno arsenal disponivel para a doenga.

1.9.3 Medidas de Controle

Considerando a grande diversidade da doenga e de sua epidemiologia, ¢ quase
impossivel o controle com apenas uma estratégia. No Brasil, assim como no Estado do
Tocantins, atualmente as estratégias utilizadas para o controle da leishmaniose visceral sdo

fundamentadas em trés medidas:
1) deteccdo e tratamento de casos humanos;
2) combate ao vetor;

3) investigacdo da infecg@o canina com eliminagdo dos caes soropositivos.

As medidas citadas devem interromper o ciclo de transmissdo da doenga, cujo
percurso esta demonstrado na figura 7 (MARZOCHI; SCHUBACH e MARZOCHI 1999;
ASHFORD, 2000; BRASIL, 2006a).
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Figura 7. Ciclo de Transmissao da Leishmaniose Visceral Canina
Fonte: Manual Técnico da Leishmaniose Visceral Canina — Leishmune — Fort
Dodge®
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Para Deane (1956), os humanos podem ser incriminados como reservatorio, ainda que
represente pequena importancia epidemiologica. Com a utilizacdo de medidas de protecdo
individual como: repelentes e mosquiteiro, os individuos, principalmente, os que exercem

contato com a mata, auxiliardo na diminui¢do da incidéncia da doenga.

Segundo Marzochi; Schubach e Marzochi, (1999), na maioria das vezes as medidas
supracitadas sdo consideradas utopicas, principalmente em paises tropicais e em comunidades
subdesenvolvidas. O diagnostico precoce e tratamento dos casos humanos devem ser
associados as demais medidas de controle, visando a reducdo dos indices de morbi-

mortalidade.

As acgdes de controle do vetor sdo feitas através da vigilancia entomoldgica. O
levantamento entomologico tem como objetivos verificar a presenga de L. longipalpis e/ou L.
cruzi em municipios sem casos humanos de LV ou municipios silenciosos; e também
conhecer a dispersdo do vetor no municipio com transmissdo esporadica, moderada ou
intensa, a fim de apontar naqueles sem casos autdctones de LV as areas receptivas para a
realizagdo do inquérito amostral canino e nos municipios com transmissao da LV orientar as

acgoes de controle do vetor.

O objetivo do monitoramento ¢ conhecer a distribui¢do sazonal, visando estabelecer o
periodo de maior chance de transmissao da LV, direcionando as medidas de prevencdo e
controle quimico, como a aplicacdo de inseticidas no interior e nos arredores do domicilio,
medida preconizada pelo Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV), elaborado

pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2003).

r

A detec¢do dos reservatorios ¢ realizada principalmente através de inquéritos
sorologicos realizados pelos Centros de Controle de Zoonoses, 6rgaos ligados ao Ministério
da Saude, onde os animais soropositivos sdo recolhidos e eutanasiados em cumprimento ao
Decreto n°. 51.838 - MS, de 14 de margo de 1963, o qual estabelece que animais domésticos
portadores de leishmaniose visceral devam ser eutanasiados (BRASIL, 2003).

No entanto, ainda existe uma grande resisténcia dos proprietarios em entregar os
animais, o que compromete esta acdo de controle, pois prolonga o tempo de permanéncia do
reservatorio no ambiente.

A eliminagdo de cdes positivos e de vetores no domicilio tém um impacto significativo
na reducdo dos casos humanos, afirmagdo bem vista tanto para o pesquisador Alencar (1961),

como para Sherlock e Almeida (1970).
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O fato foi comprovado por Magalhaes ef al., (1980), quando conseguiram controlar a
LV no Vale do Rio Doce, Minas Gerais, através do sacrificio de cdes positivos pela RFC e/ou
por exame de esfregaco por aposicao da pele da orelha, do controle vetorial por aplicagdo de
inseticidas e do tratamento de todos os casos humanos com Glucantime®.

Entretanto, Ashford et al., (1998), trabalhando em regido endémica de Jacobina, BA,
ao avaliarem o impacto da eliminagdo de cdes soropositivos como medida de controle sobre a
incidéncia da doenga, ndo conseguiram interromper a transmissdo, apesar da redugdo da
prevaléncia de cées soropositivos em 26% (de 36% para 10%).

De fato, a eliminagdo tardia dos cdes, ocasionada pela baixa capacidade de
processamento de amostras pelos laboratorios publicos, deixando-os por um longo periodo
atuando como reservatorios, além da baixa sensibilidade dos testes diagnosticos e das
dificuldades de identificar o cdo assintomatico de area endémica parecem ser capazes de
comprometer o sucesso dos programas de controle (SILVA, 2005).

Estes dados sugerem que a eliminag@o de caes, sem o concurso de outras medidas, ¢

insuficiente para controlar a doenca.

Com intuito de estabelecerem medidas complementares David et al., (2001) avaliaram
a efetividade do uso de coleiras de deltametrina para proteger os cdes contra picadas de
flebotomineos (Lu. Longipalpis). Segundo estes autores, houve um potente efeito de inibi¢do
do repasto para ambas as espécies de flebotomineos utilizadas, variando de 96% a 100% nas

primeiras semanas de uso, com progressiva redugdo do efeito apds vinte semanas.

Além disso, observou-se também efeito letal sobre os vetores, com mortalidade
maxima na terceira e quarta semanas (91% a 96%). Ademais, foi demonstrada a efetividade
dos colares mesmo em animais expostos a intempéries, como sol e chuva, constituindo uma
medida de grande valor para protecdo individual dos animais (KILLICK-KENDRICK et al.,
1997; DAVID et al., 2001).

Reithinger; Teodoro e Davies, (2001) realizaram alguns testes e concluiram que 90%
dos flebotomineos, que realizaram um repasto sangiiineo em caes com essas coleiras, nao

sobreviveram.

O uso rotineiro dessas coleiras por cdes domésticos, na Italia, reduziu o risco desses
animais se infectarem com L. (L.) infantum. No Ira, um estudo randomizado mostrou reducao

da infeccdo canina para 54% e, também risco de infeccdo significativamente menor para as
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criancas habitantes das vilas com cdes que fizeram uso das coleiras (MAZLOUMI-

GAVGANI et al., 2002).

No Brasil, um estudo em Aracatuba — SP mostrou maior reducdo do coeficiente de
soroconversao para caes que usaram coleiras impregnadas com deltametrina em comparacao
com os que ndo usaram. No entanto, os resultados sobre o impacto da utilizagdo dessas

coleiras como medida de controle, ndo foram conclusivos (GLASSER, 2005).

Vale ressaltar que as medidas de controle devem ser adaptadas a realidade local,
conforme as caracteristicas epidemiologicas da regido. No entanto, muitos aspectos da
epidemiologia da doenca continuam controversos, principalmente em relagdo a biologia do

inseto vetor, seus habitos, criadouros e condi¢des naturais de evolugao.

Situag¢des novas, como a urbanizagdo, o carater emergente e a associacdo com o HIV,
dificultam ainda mais o controle da transmissdo. Apesar dos esfor¢os para o controle e
vigilancia da LV no estado e municipios, Araguaina vem apresentando um crescente nimero
de casos da doenga, o que tem amedrontado a populacdo, e levantando questionamentos
quanto as estratégias para impedimento e diminuicdo da expansdo dos casos ou ainda a

interrupgdo da cadeia de transmissao.

Contudo, para obteng@o do sucesso das acdes de controle da LV, a vigilancia deve
abranger todos os elementos da cadeia de transmissdo. Para tanto, ¢ fundamental que haja um
permanente controle sobre a populag@o canina, com a realizacdo de inquéritos sorologicos de
freqiiéncia e abrangéncia compativel com a classificacdo epidemiologica do municipio

(BRASIL, 2003).

Além disso, sdo requeridas melhorias na resolutividade diagndstica dos municipios,
com capacitacdo dos profissionais de satde e apoio logistico, essencial para o diagnostico

precoce dos casos humanos (PROFETA-DA-LUZ et al., 2001).

Por fim, destaca-se o controle entomoldgico, com a identificagdo da distribuicdo ¢ da
densidade vetorial em diferentes areas (MARZOCHI; SCHUBACH ¢ MARZOCHI, 1999),
direcionando a aplicacdo de inseticidas de efeito residual no ambiente domiciliar e em seus

anexos, tais como galinheiros, chiqueiros, currais e outros (MAGALHAES et al., 1980).

Os procedimentos que sdo adotados atualmente vém combatendo a doenga, mas ainda
¢ necessario um melhor controle de desenvolvimento urbano, com realizagdo de saneamento

basico, cuidados com o meio ambiente, educagdo e conscientizagdo da populacdo para que

41



esta sociedade possa também colaborar para a melhoria das condi¢cdes de saude, buscada nas

politicas de saude publica (REICHMAN, 2006).

A profilaxia da LV através da vacinacdo dos cdes constitui uma importante
interven¢d@o no ciclo epidemioldgico, apresentando-se como uma medida ideal e com
potencial para substituir a eutanasia dos caes, procedimento de grande rejei¢do por parte da
populacdo e das sociedades protetoras dos animais, com grande vantagem operacional e

financeira.

Ademais, a introdu¢cdo de uma vacina eficaz representaria a atuagdo de forma
profilatica sobre o reservatdrio canino e, sua utilizagdo em massa, certamente reduziria o
numero de cdes infectados, amenizando o problema da permanéncia de animais

assintomaticos, ndo diagnosticados, participando da transmissao (SILVA, 2005).

Recentemente foi langada no mercado brasileiro uma vacina para LVC. A vacina,
nomeada Leishmune®, ¢ reconhecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento e esta sendo industrializada e comercializada pela Fort Dodge Saude Animal

desde 2004 (MENZ, 2006).

Apresenta capacidade de proteger 75% dos cdes vacinados contra leishmaniose
visceral, mas o Ministério da Saude ndo aprova esta vacina como medida de controle no
Brasil por faltarem mais estudos na area. No momento, a secretaria de vigildncia em saude do
MS, em parceria com um instituto de pesquisa esta conduzindo um ensaio vacinal, a fim, de

esclarecer melhor estas questdes (GONTIJO e MELO, 2004).

A vacina Leishmune® foi desenvolvida pela Universidade Federal do Rio de Janeiro,
sob a conducdo do Prof. Paulo de Goes e da pesquisadora Dra. Clarisa Palatnik de Sousa,
resultado de 24 anos de trabalho de pesquisa. E importante destacar que a vacina s é til

como forma preventiva, em animais soronegativos (MENZ, 2006).

Os pesquisadores Reithinger e Davies (2002) e Moreno e Alvar (2002), concensuaram
quanto a necessidade de producdo de uma vacina para o controle da LV canina. Mesmo ja
existindo a vacina no mercado, diversos estudos estdo em andamento, visando deslumbrar a

real efetividade desta no controle da transmissdo da LV.

Guarga et al., (2002) e Alvar et al, (2004), questionam, se o cdo vacinado pode
apresentar uma resisténcia ao desenvolvimento da doenga, porém permanecer infectivo para o

flebotomo vetor. Com isso, os grupos tém desenvolvido estudos visando o conhecimento da
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resposta imunopatologica do cdo infectado e técnicas que permitam diferenciar animais
transmissores de ndo transmissores do parasito para o vetor, visto que essas sdo de grande

valia para o controle desta zoonose.

A existéncia de evidéncias cientifica sobre a efetividade da vacina na prevencdo da
infeccdo e sobre a infectividade do cdo vacinado ao vetor, sdo pontos fundamentais para

avaliag¢do da vacina como estratégia de controle de LV.

Sabe-se que a vacina altera o estado imunolédgico do cdo, devido a isso, ¢ impossivel
detectar a diferenca entre cdes naturalmente infectados de cdes vacinados, através dos testes

imunoloégicos preconizados pelos MS.

Com a comercializacdo da vacina contra leishmaniose no Brasil ¢ importante para a
saude publica dispor de métodos diagnosticos que possam assegurar que cdes imunizados ou
tratados estejam transmitindo a doenca para a populacdo humana (GUARGA et al., 2002;
ALVAR et al, 2004).

A principio essa confirmacdo so6 ¢ possivel através da utilizagdo do xenodiagnostico,
um método de dificil execugdo, pois consiste em submeter o animal a picadas do inseto vetor

criado em laboratdrio e posterior verificagdo de parasitos nos insetos.

1.10 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

O diagnostico da LVC ¢ realizado com base nos aspectos clinicos, epidemiologicos e
em testes laboratoriais. As técnicas preconizadas para diagnosticar LVC s3o divididas em

técnicas de imunodiagndstico, e em métodos diretos deteccdo do parasita.

E preconizado para o diagnéstico definitivo da LV canina, a detec¢do direta do
parasita, e para sua demonstracdo sdo comumente utilizados materiais de bidpsias ou

aspirados de medula 6ssea, linfonodos, bago ou figado (REITHINGER e DUJARDIN, 2007).

Para que se tenha seguranca no diagnostico da LVC ¢é recomendado combinar
diferentes métodos, uma vez que essa enfermidade apresenta um amplo espectro clinico tanto
em humanos (REITHINGER e DUJARDIN, 2007) quanto em cdes (GONTIJO e MELO,
2004) e ainda ndo existe um teste 100% especifico e sensivel (ALVAR et al., 2004).

O Ministério da Satide (2003), a partir desse ano preconizou no Brasil a utilizacdo do

teste  ELISA como método de triagem inicial dos cdes suspeitos e a reagdo de
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imunofluorescéncia indireta (RIFI) como confirmatorio dos casos positivos, para avaliagdo da

soroprevaléncia nos inquéritos caninos amostrais e censitarios.

Os indicadores de sensibilidade e especificidade de um teste devem ser analisados,
quando da escolha de um teste diagndstico para ser utilizado em um programa de controle.
Portanto, tornam-se necessario a utilizacdo de métodos laboratoriais, a fim de identificar, com
maior seguranga, os caes infectados. Compondo o diagnéstico laboratorial desta doenga, os
métodos parasitologicos, imunolégicos e moleculares (ALVAR; CANAVATE e
GUTIERREZ-SOLAR, 1997).

1.10.1 Métodos Parasitologicos

Estes métodos baseiam-se na observagdo do parasita em esfregacos e cortes de tecidos,
tratados com corantes derivados de Romanowski — como Leishman e Giemsa, em isolamento

por cultura ou em inoculagdo em animais.

Dentre os orgdos pesquisados, se encontram o baco (GIRAUD e CABASSU, 1933),
linfonodos (GIRAUD e¢ CABASSU, 1936), medula 6ssea (GIRAUD ¢ CABASSU, 1933;
ALENCAR e COELHO-NETO, 1956), figado (GIRAUD e CABASSU, 1933; CHAGAS et
al., 1938; DEANE e DEANE, 1954a, DEANE, DEANE e ALENCAR, 1955a, DEANE ¢
DEANE, 1955b; BRENER, 1957) e pele (GIRAUD e CABASSU, 1932; ALENCAR e
COELHO-NETO, 1956; BRENER, 1957).

A microscopia e a cultura destacam-se como os métodos mais utilizados para detecgdo
direta do parasito. Em ambos sdo utilizadas amostras obtidas por métodos invasivos como
biopsias de linfonodo ou medula 6ssea e geralmente nao sdo uteis para a detecgdo de parasitas
de caes assintomaticos.

Na cultura as formas promastigotas sdo cultivadas em meios especificos € em
condi¢des de temperatura adequadas ao seu desenvolvimento, com finalidade de simular o
habitat do parasita, e propiciar condi¢des para sua proliferagdo. A microscopia consiste na
observagdo direta da Leishmania, na forma amastigota livre ou no interior das células do

SFM.

Com intuito de determinar os indices de positividade diversos autores realizaram

estudos buscando, indicar a melhor técnica.
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Lépine e Bifilger (1936) encontraram maior indice de positividade para o exame de
material de puncdo de medula 6ssea (90%), quando comparados com material de pungio
esplénica (76,3%) e de pungao hepatica (38,1%). Brener (1957) comparou a pungdo hepatica
com a biopsia de pele em 19 caes, encontrando resultado positivo pela biopsia de pele e
negativo pela pun¢@o hepatica em 15 cdes, e resultado positivo exclusivamente pela puncgao
hepatica em apenas 1 cdo. Conclui o autor pela superioridade do exame de material da biopsia

de pele.

Siddig et al, (1988) encontraram indice de positividade superior para puncdo

esplénica (98%) em relacdo a puncdo de medula ossea (54 a 86%) ou linfonodos (64%).

Segundo Brener (1957), a comparagdo entre os resultados obtidos por diferentes
autores dificilmente pode ser efetuada devido a falta de uniformidade entre as diferentes
técnicas empregadas. No entanto, ha um consenso na literatura quanto a baixa sensibilidade
do exame de material obtido por puncdo hepatica para o diagndstico da LVC. Pela
simplicidade operacional da biopsia de pele, e pelos bons indices de positividade relatados,
esta técnica mostra-se superior aos exames de material hepatico e esplénico. No entanto, para
a execucdo destes ultimos in vivo ¢ necessaria uma maior capacitacdo do pessoal da coleta, a

fim de minimizar os riscos de complicagdes para o animal.

A cultura de material de bidpsia, em paralelo ao exame de cortes e esfregacos de
tecidos, aumenta consideravelmente os indices de positividade. Esta ¢ normalmente executada
em meio bifasico NNN/LIT (MAYRINK, 1967), com temperatura de incubagdo variando
entre 23°C e 26°C.

Genaro et al., (1988) destacaram que a mielocultura ¢ capaz de fornecer uma maior

positividade, quando comparada ao mielograma e ao exame de pele.

O cultivo in vitro de promastigotas apresenta problemas referentes & demora em obter
o resultado, dificuldade de se isolar parasitos de ambientes silvestres em meio de cultura, a
dependéncia da quantidade de parasitas no material e das possiveis contaminagdes
microbianas que inviabilizam a obtengdo do resultado, mesmo sabendo que o teste apresenta

100% de especificidade.

Como desvantagens da microscopia podem citar: a exigéncia de pessoal treinado,
fazendo com que o método seja de dificil utilizacdo em estudos de campo quando um grande

nimero de amostras precisa ser analisado em um curto periodo de tempo.
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Entretanto, podem fornecer resultados falso negativo porque sua sensibilidade depende
da quantidade de parasitas presentes na amostra, ou resultado falso positivo porque outros
artefatos podem ser visualizados podendo se erroneamente considerado como amastigota
(ALVAR et al, 2004; BANETH e AROCH, 2008; GOMES et al, 2008), além de nao
permitir a distingao de espécie do parasita (ARANSAY; SCOLULICA e TSELENTIS, 2000;
REALE et al., 1999; SILVA et al., 2001b).

A introducdo do isolamento do parasita por inoculagdo em hamsters (Mesocricetus
auratus), de material de puncdo de figado, bago ou medula Ossea, constitui-se em uma
alternativa para a melhoria da sensibilidade. Contudo, seu emprego na rotina ¢ inviavel, pois o
método apresenta pouco valor pratico devido aos custos elevados para manutencao de animais

e ao tempo exigido para superar o periodo pré-patente e obter-se a positividade dos mesmos.

Devido ao fato de algumas vezes ser impossivel detectar o parasita em animais
infectados (FERRER et al., 1995), utilizam-se métodos de detec¢do de anticorpos parasita-
especificos no soro por métodos sorologicos como a reagdo de imunofluorescéncia indireta

(RIFI) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA).

1.10.2 Métodos Sorolégicos

Nas areas endémicas do Brasil, onde a prevaléncia da LV ¢ a maior das Américas, os
cdes sdo periodicamente analisados por sorologia, geralmente pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o imunoensaio enzimético (ELISA) (BADARO; REED
e CARVALHO, 1981).

O ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) foi introduzido por Hommel; Peters
e Rangue (1978) no diagnostico das leishmanioses. Foi empregado, em seguida, em varios

paises em inquéritos epidemiologicos humanos mostrando-se bastante sensivel.

Badaro et al., (1986) descreveram o emprego de ELISA para diagnosticar LV, obtendo
sensibilidade de (98%) e especificidade de 96%.

Estudos comparativos entre métodos diagnosticos da LVC tém sido amplamente
realizado por diversos autores, em comparacdo entre as técnicas de ELISA e RIFI,
considerado como padrdo ouro, Machado (2008) obteve sensibilidade do ELISA de 87,23%,
similar ao encontrado por Aratjo et al., (2004) (84,13%). Vexenat et al.,(1993), Mancianti et
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al., (1995), Vercammen et al., (1997), Bernadina et al., (1997), Machado (2004) ¢ Rosario et
al., (2005) observaram sensibilidade para ELISA variando de 97% a 100%.

Braga et al., (1998) comparando o programa de rotina da Fundacdo Nacional de Saude
(FUNASA), que preconizava a RIFI como método de diagndstico, com o emprego do ELISA
e eliminagdo rapida dos animais, observaram que na area submetida ao controle da FUNASA
foi possivel observar uma diminui¢do de 9% da prevaléncia, enquanto na area onde foi
utilizado o método ELISA e a eliminagdo rapida dos cdes a prevaléncia reduziu 27%.
Contudo, ndo foi possivel definir se houve maior sensibilidade do ELISA ou se a eliminacdo

imediata dos cdes teria causado maior impacto na reducdo da prevaléncia da LVC.

Desde 1960 a RIFI ¢ utilizada no diagnostico da LV, a sensibilidade varia de 90 a
100% e especificidade aproximada de 80% para amostras de soro (GENARO, 2000).

Os inquéritos soroepidemioldgicos da LVC no Brasil sdo realizados desde a época da
implantacdo do PCLV, e nesse periodo a RIFI ja era utilizada (LANOTTE et al., 1979;
POZIO et al., 1981; MARZOCHI et al., 1985; GRADONI et al., 1988; COSTA et al., 1991;
GENARO et al., 1991).

A RIFI ¢ considerado menos sensivel e mais especifico do que o método de ELISA
(GONTIJO e MELO, 2004). Ambos os testes envolvem a utilizacdo de antigenos brutos e
possuem algumas limitagcdes quanto a sua especificidade e reprodutibilidade (SUNDAR e

RAI, 2002; SINGH, 2006).

Costa et al., (1991) empregando a reacdo de fixagdo de complemento (RFC) e RIFI,
realizaram estudo soroldgico em dareas endémicas dos Estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Espirito Santo, utilizando cées infectados experimentalmente com Trypanosoma
cruzi, L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi.,, Nos resultados demonstrou-se que a RIFI
apresentou 75% de reacdes cruzadas entre L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi e 83,3% entre
L. (L) chagasi e Trypanosoma cruzi, ndo devendo, portanto, os seus resultados serem

considerados como indicadores especificos de infeccdo por Leishmania.

A RIFI, além de ser um ensaio qualitativo, como o teste rapido, é também um método
quantitativo, o que torna possivel avaliar os titulos de anticorpos produzidos pelos cées.
Camargo-Neves (2004) demonstrou a alta especificidade da RIFI na deteccdo de animais
positivos, considerando boa a concordancia do resultado de RIFI em relagdo ao exame

parasitolégico.
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Pelo fato das técnicas soroldgicas ndo serem espécie — especificas, e diante dos
inameros relatos de reacdo cruzada de LVC com outras zoonoses, quando se utiliza testes
sorologicos, pode-se estar contribuindo para a permanéncia de animais falsos negativos no

ambiente epidémico.

O grupo de pesquisa do Hospital Veterinario (UNESP) de Aracatuba com o intuito de
implementar o diagndstico da LVC, compararam o método de imunofluorescencia direta
(IFD) com a pesquisa direta do parasito em esfregacos corados pelo método de Romanowsky.
Nos resultados obtidos, podemos observar que dos 60 cdes com sinais clinicos da doenga, o
exame direto foi positivo em 50% (n=30), duvidoso em 36,7% (n=22) e negativo com
reatividade do linfonodo em 13,3% (n=8). Quando os linfonodos foram submetidos a reagdo
de IFD observamos reagdo positiva em 93,3% (n=56) e reacdo negativa em 6,7% (n=4). Os
resultados do estudo mostraram que a reacdo de IFD apresentou alta sensibilidade quando
comparada a pesquisa direta do parasito pela coloracdo de Romanowsky (MOREIRA et al.,

2002).

Para verificar a existéncia de reacdo cruzada entre LV, erliquiose e babesiose, nos
ensaios sorologicos utilizados nos programas de controle da LV humana, os autores utilizaram
amostras de soro canino provenientes de areas endémicas e ndo endémicas para LV,
empregando os métodos (RIFI) e (ELISA). Observaram que 100% das amostras provenientes
de area endémica foram positivos para Leishmania sp. pelos em ambos os testes. Pelo
emprego da RIFI 51% apresentaram positividade para Babesia canis e 43% para Ehrlichia
canis. Dos soros provenientes de area nao endémica todos foram submetidos ao RIFI,
nenhuma amostra positivou para Leishmania sp., 67% apresentaram positividade para B.
canis e 78% para E. canis. Quando testados pelo ELISA apenas quatro soros apresentaram
positividade para Leishmania sp. Os autores concluiram que ja ¢ fato em regides endémicas:
hé a presenca de uma co-infeccdo entre os trés parasitos citados nas areas endémicas, e ndo ha

reacdo cruzada entre eles, nos testes sorologicos de RIFI ¢ ELISA (OLIVEIRA et al., 2008).

Em paises onde a doenca ¢ endémica tém sido reportado que alguns animais infectados
permanecem soronegativos, o fato foi observado através da experiéncia clinica de Ferrer et

al., (1995).

Outros testes diagndsticos tém sido propostos e com surgimento de novas
metodologias mais atualizadas os grupos de pesquisa do mundo inteiro t€ém se empenhado

para testa-las, como Western Bloting (AISA et al., 1998), teste de aglutinagdo direta (EL
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HARITH et al., 1989), fast- ELISA (ASHFORD et al., 1993), dot-ELISA (DIETZE et al.,
1995) ou Fucosemannose ligand-ELISA (GULNARA ef al., 1999), entre outras.

A proteina recombinante K39, além de estar sendo utilizada nos testes de ELISA
convencionais, tem sido empregada nos testes imunocomatograficos, ditos como teste rapido,
e tem se demonstrado eficiente para a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, além de

possibilitar sua realizagdo em campo, sem a necessidade de automagao.

Estudos realizados por Silvio et al., (2003) compararam os resultados de um teste
utilizando um antigeno recombinante K39 (teste de tiras) com ELISA in house (usando como
antigeno todo o parasita) em 128 casos de LV procedentes do estados de Minas Gerais e
Espirito Santo. Os resultados demonstraram uma sensibilidade e especificidade de 90% e
100%, respectivamente. Comparando com estudos similares realizados em outros paises,

como Nepal, Sudan, Venezuela e India, os indices encontrados foram satisfatorios.

Atualmente, intimeros kits comerciais para a detec¢do rapida de anticorpos anti-
Leishmania estdo disponiveis para o diagnostico da leishmaniose visceral humana e t€ém
mostrado perda de sensibilidade e especificidade, quando utilizados para o diagndstico em
cdes. (REITHINGER e DAVIES, 2002; MOHEBALI; TARAN e ZAREI, 2004). Podem ser
observadas variacdes de 52,9% a 99,2% para a sensibilidade ¢ de 61% a 87,9% para a
especificidade destes testes (REITHINGER e DAVIES, 2002; MOHEBALI; TARAN e
ZAREI, 2004; METTLER et al., 2005).

Aratjo (2007), comparando o antigeno recombinante K39 em teste
imunocromatografico com com RIFI, utilizando tanto eluato sanguineo com soro sanguineo,
observaram sensibilidades de 66,0% (rK39 eluato/RIFI soro) a 79,7% (rK39 soro/ RIFI
eluato) e especificidades que variaram de 80,4% (rK39 sangue /RIFI soro) a 95,9% (rK39
eluato/EIE  soro). Reithinger e Davies, (2002) compararam o teste rapido
imunocromatografico com ELISA e PCR e concluiram que o teste rapido apresentou baixa
especificidade (61-75%) apontando uma alta propor¢do de cdes como falsos positivos, e

apenas 72 a 77% de sensibilidade.

Em contradi¢@o ao resultado encontrado por Aratjo (2007), Da Costa et al., (2003) ¢
Otranto et al, (2004), observaram alta sensibilidade e especificidade para dois diferentes

testes rapidos de imunocromatografia.

No estudo de Da Costa et al., (2003) foram utilizados testes rapidos com antigenos

recombinantes K39 com sensibilidade de 96% e especificidade de 100% e K26 com
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sensibilidade menor, mas, também com a maxima especificidade. Os pesquisadores

concluiram entdo, que os antigenos se complementam, aumentando a sensibilidade do teste.

Otranto et al., (2004), realizaram um estudo que objetivou avaliar o desempenho do
teste imunocromatografico rK39 comparado com a RIFI para o sorodiagnostico da
leishmaniose visceral canina no sudeste da Italia. Os resultados revelaram que a RIFI foi
positiva em 67/68 cdes com infec¢do comprovada por Leishmania ¢ que o teste rapido foi
positivo em 66/68 cdes infectados. A partir de tais resultados o teste rapido mostrou
sensibilidade de 97% e especificidade de 100%, enquanto a RIFI mostrou sensibilidade de
99% e especificidade de 100%.

A sensibilidade dos testes diagnodsticos para deteccdo de anticorpos anti Leishmania
ndo alcangam 100%, o fato ¢ explicado pelo tipo de antigeno empregado nas técnicas. Sendo

geralmente utilizados parasitas totais ou lisados.

Segundo Araujo (2007) existe uma grande dificuldade em se estabelecer a
sensibilidade e a especificidade de um teste soroldgico para o diagnostico das leishmanioses,
pois ndo se dispoe, até o momento, de testes parasitoldogicos ou soroldgicos que possam ser

considerados um padrio ouro.

1.10.3 Métodos Moleculares

Os testes moleculares tém se mostrado como boa opg¢do diagnodstica, pois permitem a
detecgdo de seqiiéncias de DNA especificas do parasita. A Reagdo em Cadeia da Polimerase
ou Polymerase Chain Reaction (PCR) é um importante exemplo e ¢ um procedimento que

permite a amplificacdo de segmentos de DNA em até 1.000.000 de vezes.

E crescente a utilizagdo de técnicas baseadas em analise de DNA, tanto no diagnéstico,

como na caracterizagdo de espécies de Leishmania (SALMAN; RUBEIZ e KIBBI, 1999).

Dentre as técnicas de diagnostico molecular disponiveis temos a hibridizagdo com
sondas de DNA, analise de kDNA por enzimas de restricdo e PCR, sendo essa considerada de
grande sucesso devido sua alta sensibilidade e especificidade, e ainda possibilitam a aplicagdo

mesmo quando dispomos de pequena amostra de material (GREVELINK e LERNER, 1996).
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Muitos trabalhos ja demonstraram a aplicabilidade da PCR para o diagndstico da
leishmaniose canina indicando ser esta uma técnica mais sensivel e especifica do que os
métodos tradicionais (MANNA et al., 2004; REALE et al., 1999; SILVA et al., 2001b;
STRAUSS-AYALI et al., 2004).

A técnica de PCR objetiva a deteccdo de sequéncias conservadas do DNA de
Leishmania, obtendo o desenho de primers especifico para tais sequéncias, é possivel detectar

o DNA de minicirculo, kKDNA, presente em varias copias no cinetoplasto do parasito.

Existem diferentes alvos de amplificacdo no genoma de Leishmania que ja foram
descritos para diagnostico. Varios sistemas de deteccdo baseados na PCR foram
desenvolvidos (SCHALLIG e OSKAM, 2002), e a busca de sua padronizagdo ¢ tida como um

importante objetivo para os programas de controle da leishmaniose (WHO, 2002).

O PCR ¢ uma alternativa atraente no contexto do diagnostico da LVC, possui
sensibilidade e especificidade bem satisfatoria, e agilidade no atendimento das necessidades
dos programas de controle, também pelo fato dos animais vacinados e ndo infectados ndo
apresentam reagdo positiva na técnica de PCR, o método tém se apresentado como uma

possivel solucdo para o monitoramento dos caes imunizados.

A técnica de PCR permite caracterizar espécie do agente etioldgico simultaneamente a
realizacdo da confirmacdo diagndstica, além de possibilitar a utilizacdo de amostras estocadas
(DEGRAVE et al., 1994) e amostras que ndo passaram por preparo (DE BRUJIN ez al., 1993)
sem prejuizo nos resultados, apresentando a vantagem de analisar inimeras amostras
concomitantemente, fatores que facilitam sua aplicacdo em areas endémicas e condi¢cdes de

campo (WILSON, 1995).

A sensibilidade e a especificidade da PCR estdo diretamente ligadas ao conjunto de
iniciadores utilizados para a amplificacdo do alvo, ao numero de copias do alvo a ser
amplificado, ao método de extragdo de DNA utilizado, ao tipo de material a ser analisado e ao

protocolo de PCR (ALVAR et al., 2004; CORTES et al., 2004; BANETH e AROCH, 2008).

No atual cenario tém sido utilizados como alvos de amplificagdo do genoma de
Leishmania minicirculos do DNA do cinetoplasto (kDNA) (com aproximadamente 10000

copias por célula) (RODGERS; POPPER ¢ WIRTH, 1990; SMYTH et al., 1992).
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O ensaio qualitativo de PCR ¢ 1til quando ha necessidade de se obter o diagnostico
rapido, preferencialmente nos casos em que os resultados soroldgicos sejam duvidosos

(VITALE et al., 2004).

Um estudo utilizando 27 cdes soropositivos para LV, que almejava investigar a
concentragdo de DNA parasitario de Leishmania chagasi em diferentes tecidos de caes
infectados, demonstrou que o parasito foi detectado em todas as amostras de linfonodo
analisadas (100%), sendo esse orgdo eleito como o tecido com maiores niveis de DNA
parasitario, seguido pelo bago, sangue, medula e pele, independente da sintomatologia clinica
do animal. Assim, em cdes o linfonodo ¢ o tecido mais acometido pelo parasito, podendo ser
considerado como o sitio ideal para monitoramento da leishmaniose canina (CARVALHO,

2007).
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral no Tocantins encontra-se em expansdo geografica, assumindo
carater emergente. Encontra-se em franca urbanizacao, processo decorrente de mas condigdes

de vida da populagdo, sobretudo nas periferias.

Para o efetivo controle do reservatorio canino ¢ preciso haver melhor acuracia nos
métodos diagndsticos. Faz-se necessario a disponibilidade de métodos diagndsticos que
expressem resultados fidedignos, que apresentem grande sensibilidade e baixo custo. O

diagnostico laboratorial da leishmaniose visceral continua sendo um desafio.

Os métodos soroldgicos sdo preferidos nos inquéritos epidemioldgicos caninos por
apresentarem elevada sensibilidade. Diante dos inumeros relatos de reagdo cruzada de LVC
com outras zoonoses, quando se utilizam testes sorologicos, pode-se estar contribuindo para a

permanéncia de animais falsos negativos no ambiente epidémico.

Os testes comerciais para a deteccdo rapida de anticorpos anti- Leishmania estdo
disponiveis para o diagnodstico da leishmaniose visceral humana e tém mostrado perda de
sensibilidade e especificidade, quando utilizados para o diagnostico em caes. (REITHINGER
e DAVIES, 2002; MOHEBALI; TARAN e ZAREI, 2004).

O RIFI além de ser um ensaio qualitativo e quantitativo, possibilita avaliacdo dos
titulos de anticorpos produzidos pelos cdes. E considerado menos sensivel ¢ mais especifico

do que o método de ELISA (GONTIJO e MELO, 2004).

Ambos os testes possuem algumas limitagdes quanto a sua especificidade e

reprodutibilidade (SUNDAR e RAI, 2002; SINGH, 2006).

De acordo com Araujo (2007) a falta de padronizagdo dos testes parasitologicos,
moleculares ou sorologicos, que possam ser considerados um padrdo ouro, impossibilita o
estabelecimento da sensibilidade e a especificidade de um teste soroldgico para o diagndstico

das leishmanioses.

E preconizado a detecgdo direta do parasita para o diagnostico definitivo da LVC e
para sua demonstracdo sdo comumente utilizados os métodos parasitologicos, como:
microscopia, cultura e inoculacdo em animais. No entanto, as formas de obtengdo das
amostras geralmente utilizam técnicas invasivas e necessitam de maior capacitagdo pessoal.

Além de ndo permitirem a distingdo da espécie do parasita, podem fornecer resultado falso
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negativo porque sua sensibilidade depende da quantidade de parasitas presentes na amostra,
ou resultado falso positivo porque outros artefatos podem ser visualizados podendo se
rerroneamente considerado como amastigota. Algumas vezes exigem muito tempo e
demandam alto custo, fatos que geram inconveniéncia para utilizacdo destas técnicas na rotina

dos servigos.

Os ensaios de PCR permitem caracterizar a espécie do agente etiologico
simultaneamente a realizacdo da confirmacdo diagnoéstica, além de possibilitar a utilizagdo de
amostras estocadas. Por outro lado, pecam por sua extrema especificidade, falhando na
detecgdo de seqiiéncias de Leishmania ndo codificadas pelos oligonucleotideos iniciadores. E
util quando ha necessidade de se obter o diagnostico rapido, preferencialmente nos casos em

que os resultados sorologicos sejam duvidosos (VITALE et al., 2004).

De maneira geral, as técnicas de imunohistoquimica e reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) quando padronizadas e validadas tém alta sensibilidade para o diagnostico. No entanto,
em relagdo a leishmaniose, até o presente momento para as técnicas supracitadas ndo existem

protocolos validados e preconizados (BRASIL, 2009).

O correto diagnostico € importante para evitar a eliminagdo de cdes ndo infectados e
na identificagdo correta dos animais contaminados. As técnicas usualmente utilizadas para o
diagnodstico da LV canina ainda apresentam falhas, de forma que ainda hoje permanece o
desafio para obtencdo de um método sensivel, especifico, simples, rapido e aliado ao baixo
custo. E recomendada a combinagdo de diferentes métodos, uma vez que essa enfermidade
apresenta um amplo espectro clinico tanto em humanos (REITHINGER e DUJARDIN, 2007)
quanto em cdes (GONTIJO e MELO, 2004).

Esfor¢cos com investimento publico devem ser empregados para o desenvolvimento de
testes de diagndstico para LV em humanos e cdes, fato que ndo parece estar tdo distante.
Diagndstico seguro e precoce pode reduzir substancialmente o impacto dessa doenca que, nos

ultimos tempos, tem desafiado a ciéncia e a satide publica mundo afora.

Diante dos inumeros desafios, no que se refere ao diagnostico da leishmaniose
visceral, este estudo propos-se a avaliagdo de metodologias diagnosticas disponiveis que

possam ser empregadas na rotina dos servigos de satide.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o diagnostico laboratorial da leishmaniose visceral canina no municipio de

Araguaina Estado do Tocantins, Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o desempenho das técnicas parasitologicas, imunoldgicas e moleculares no
diagnostico da leishmaniose visceral canina em caes soropositivos de area de alta

endemicidade.

Demonstrar a freqiiéncia da infecgdo por Leishmania sp. entre as diferentes
metodologias em cdes soropositivos que habitam em regido de alta endemicidade,

encaminhados para eutanasia no Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina — To.

Avaliar comparativamente a concordincia ¢ o indice Kappa entre os seis testes

empregados no estudo.
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4 ANIMAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

Araguaina fundada em 1958 ¢é considerado um dos mais populosos municipios do
estado do Tocantins, esta localizado na regido norte do estado. Segundo estimativa do IBGE,
em 2009 o municipio contava com 119.637 (cento e dezenove mil e seiscentos e trinta e sete)
habitantes ¢ mostra uma grande concentragdo da populacdo na zona urbana (93,6%),

apresentando uma densidade populacional de 28,8 habitantes por km* (IBGE, 2009).

Possui uma area de 3.920,01 Km?, esté situada na regido ocidental, no extremo norte
tocantinense a 7° 11° 28” de latitude, 48° 12° 26” de longitude e numa altitude de 227m. Seu
relevo ¢ bastante variado, destaca-se o planalto sem a presenca de grandes elevacdes. Altitude
média dos morros varia de 100 a 300m. O municipio apresenta clima tropical imido, a
temperatura se mantém elevada durante todo o ano, com temperatura média, maxima de 32°C,
minima de 20°C. Esta¢des definidas de chuva entre os meses de novembro a maio ¢ uma
estacdo seca entre os meses de junho a outubro, com precipitagdo pluviométrica com média
anual de 1.750mm. A vegetacdo ¢ constituida predominantemente por floresta Amazonica e

Cerrado (IBGE, 2009; TOCANTINS, 2004).

Além da posicao estratégica, as margens da rodovia Belém-Brasilia, sendo até hoje o
principal meio de liga¢do entre o centro-sul e o norte do pais, Araguaina destaca-se politica e
economicamente como expressivo centro comercial e financeiro da regido e como um nucleo

especializado de prestacdo de servigos nas areas de satide e educacdo (ARAGUAINA, 2008).

Os servigos de saiide municipais se encontram no modelo pleno da atengdo basica,
sendo disponibilizadas a populacdo diversas unidades de complexidade variada. Sob a

responsabilidade do Governo do Estado estd a média e alta complexidade.

4.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Esse projeto de pesquisa foi autorizado pelo Conselho de Ensino, Pesquisa e Extensdo
da Fundagio de Medicina Tropical do Tocantins — FMTTO. O Comité de Etica em Pesquisa

Animal da Instituigdo, encontra-se em fase de implantagao.
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4.3 LOCAL DE TRABALHO

Os procedimentos foram realizados no complexo laboratorial da Fundagdo de
Medicina Tropical do Tocantins — FMTTO, situado na cidade de Araguaina — Tocantins, no
Laboratorio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo — IMT/SP e no
Laboratério da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo - FM/USP.

4.4 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados vinte cdes provenientes do Centro de Controle de
Zoonoses — CCZ de Araguaina, com infec¢do confirmada para LV, durante a realizacdo de
inquérito soroepidemiologico no municipio. Foram empregados os testes: ELISA para triagem
inicial e a RIFI para confirma¢ao do diagndstico, ambos executados pelo laboratério de saude
publica de Araguaina — LSPA. A partir da obtengdo dos resultados positivos, os animais
foram capturados pelo CCZ e destinados a eutanasia. Para esse estudo, os animais ndo foram
identificados quanto a apresentagdo ou nao de sinais clinicos da doenga, sem distin¢ao de sexo

e sem determinacdo do local de residéncia.

O CCZ, em atendimento as recomendac¢des do ministério da satide — MS, determina
captura e eutanasia para os caes que apresentem sorologia positiva para LV através dos testes
sorologicos, imunoensaio enzimatico (ELISA) e da reagdo de imunofluorescéncia indireta

(RIFI).

4.4.1 Obtencio de Soros e Linfonodos Cervical e Popliteo

4.4.1.1 Sedagdo e Coleta Sanguinea

Para realizacdo da coleta sanguinea os animais foram previamente sedados, conforme

protocolo adotado pelo CCZ, utilizando Acepromazina 1%, na dosagem de 0,1 mL/kg de peso
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por via intravenosa. Apds 10 minutos, foi administrado anestésico geral, Tiopental Sédico

2,5%, na dose de 0,5 mL/kg de peso pela via intravenosa (MELO et al., 2008).

Depois de atingido o plano anestésico adequado os animais foram encaminhados
individualmente a sala de procedimentos do CCZ para realizacdo da assepsia (alcool 70%) da
regido alvo e posteriormente a pun¢do sanguinea. O material obtido foi adicionado em tubos
de ensaio devidamente identificados. Em seguida, todos as amostras sanguineas foram
submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 2.000 rpm (rotacdo por minuto), para obtencao
dos sobrenadantes (soros). Os soros assim obtidos foram transferidos para tubos previamente

identificados e mantidos em freezer a temperatura de -20°C até o momento do uso.

4.4.1.2. Eutanasia e Obtengdo de Linfonodos

A eutanasia foi realizada conforme parametros estabelecidos pela Resolugdo n® 714,
de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre os
procedimentos e métodos de eutandsia em animais. Para sacrificio dos animais administrou-se
por via (IV) uma dose letal (1 mg/kg) de Cloreto de Potassio (MELO et al, 2008). A

necropsia foi realizada para obten¢do dos linfonodos cervical e popliteo.

Os animais foram submetidos a tricotomia, a fim de garantir a assepsia do local (alcool
70%), e posteriormente foram realizadas as incisdes com auxilio de bisturi acoplado a ldmina

n° 24. O procedimento foi realizado obedecendo a ordem de identificacdo dos animais.

Apods a comprovagdo da morte do animal foram iniciados os procedimentos para a
retirada dos 6rgdos a serem analisados — linfonodo popliteo (01) e cervical (01), perfazendo o

total de dois 6rgdos por animal.

Os linfonodos foram dispostos sobre papel filtro até completa dessecagdo dos 6rgaos,

sendo em seguida acondicionados em frascos estéreis e identificados.

Para extracdo de DNA os linfonodos cervicais foram submersos em aproximadamente

30 ml de etanol PA.

Para realizagdo dos cortes histologicos e do estudo imunohistoquimico os linfonodos
popliteos foram mantidos em igual volume de solucdo formalina tamponada 10% pH 7,2. O

material acima obtido foi mantido sob refrigeracao a 4°C.
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4.5 DESCRICAO DOS METODOS UTILIZADOS

4.5.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O ensaio foi desenvolvido de acordo com a metodologia descrita na literatura
(VENKATESAN e WALKLIN, 1993). Placas de poliestireno com 96 pocos para
microtitulagdo, para alta ligagio de proteinas (Costar™), foram sensibilizadas com 10pg/mL
de antigeno soluvel de L. chagasi (100uL/pogo) produzido e fornecido pelo laboratério de
protozoologia do IMT/SP, suspenso em tampdo carbonato de sodio 0,1M pH 9,5. Apods
sensibilizacdo por 20 h a 4°C em camara umida, as placas foram lavadas cinco vezes com
PBS 0,01 M pH 7,2 contendo 0,05% de Tween 20 (PBST), e bloqueadas com 0,3% de
solugdo de leite desnatado (Molico™) em PBST durante uma hora em estufa a 37°C. Apds o
bloqueio, foram realizadas mais cinco lavagens e as amostras de soros, em duplicata, foram
diluidas 1/100 e 1/200 em PBSTL, adicionando-se as placas 100 uL/pogo, e incubou-se por 1
hora a 37°C. Apos esse processo, foram feitas mais cinco lavagens, e cada poco recebeu
100pL de conjugado anti-IgG de Cio (1/20.000) (Sigma Chem Co™) marcado com peroxidase
e a placa foi novamente incubada por 1 hora a 37°C. Apds lavagem, as reacdes foram
reveladas com (100uL/pogo) de cromdgeno OPD, sendo utilizado em seguida (50 plL/pogo)

de acido cloridrico 4N como solucdo de bloqueio.

A leitura das absorbancias (ou densidade optica - D.O.) de todas as amostras de soro
em duplicata, nas diluigdes 1/100 e 1/200, foram realizadas em leitor automatico de
microplacas (Labsystems Multiskan MS®) em filtro com comprimento de onda de 492nm. A
partir da analise das D.O’s obtidas nas diluicdes 1/100 e 1/200, considerou-se ideal as
absorbancias expressas na diluicdo 1/200. O resultado final de cada soro foi expresso a partir
da média aritimética das D.O’s obtidas em duplicata na diluigdo 1/200. Concomitantemente
foi realizada a leitura de vinte soros padrao negativos na dilui¢do 1/200 e foi determinada uma
meédia aritimética desses resultados para o estabelecimento do cutoff, adicionando-se trés
desvios-padrdo. Estabeleceu-se como cutoff o valor de 0,385 com 99% de intervalo de

confianca.
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4.5.2 Reacio de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A reacdo de imunofluoréscencia indireta foi realizada conforme a metodologia descrita
por Camargo; Leser e Leser, (1976). Utilizando-se como antigenos promastigotas de L.

chagasi preparadas e fornecidas pelo laboratorio de protozoologia do IMT/SP.

Durante o processamento do teste foram adicionados, em cada orificio da 1amina, 10pl
de soro em diferentes dilui¢des, a partir de 1/8 até 1/256, e incubandas a 37°C, em cAmara
umida, por 30 minutos. Decorrido o periodo de incubagdo, as ldminas foram lavadas trés
vezes, por 10 minutos cada, com PBS 0,01M pH 7.2. Em seguida, foram adicionados 10ul de
conjugado IgG anti-imunoglobulina de cdo (Sigma Chem Co"™) marcado com fluoresceina e,

as laminas foram novamente incubadas a 37 C, em camara umida, por 30 minutos.

Apds incubacdo com o conjugado, as laminas foram novamente lavadas trés vezes
com PBS e secas ao ar. Em seguida, as laminas foram montadas com glicerina tamponada
com carbonato-bicarbonato 0,5M pH 8.5 ¢ laminulas de 24x50mm (GlassTécnica®) para

posterior leitura.

Para padronizagdo deste teste foram utilizados soros controles positivo e negativo,
gentilmente cedidos pelo laboratério de protozoologia do IMT/SP. Para os soros foi
considerada reagdo positiva a diluicdo 1/8, a partir da qual as promastigotas apresentam
fluorescéncia. Para titulacdo do conjugado, foi utilizado solu¢do de Azul de Evans 0,01% em

PBS, considerando-se ideal o titulo de 1/20.

4.5.3 Teste Rapido DPP® Leishmania Visceral Canina

O teste Rapido DPP® Leishmania Visceral Canina - LVC ¢ de carater qualitativo,
tendo sido desenvolvido pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos da Bio-
Manguinhos — Fundacdo Osvaldo Cruz/Ministério da Satde para o diagnostico in vitro. O

principio do teste ¢ a deteccdo de anticorpos anti-LVC.

- T Rapido DPP® LVC foram utilizados os kit’s contendo

suportes de teste, alcas coletoras descartaveis (Sul), tampao de corrida. Os procedimentos
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foram executados conforme instru¢des descritas no manual de instru¢do de uso. Os soros a
serem testados foram retirados da refrigeracdo para atingir temperatura ambiente, assim como
os controles positivos e negativos cedidos pelo laboratério de protozoologia do IMT/SP. Os
suportes de testes foram identificados. Em cada poco denominado de “#1” foram adicionados
5 pl de soro, seguido por 2 gotas, aproximadamente 60 pl de tampao de corrida. Passados 5
minutos, e confirmado o desaparecimento das duas linhas azuis, foram adicionados 4 gotas,
aproximadamente 150 pl de tampdo ao pogo denominado de “Buffer Well #2”. Para leitura
dos resultados, foram aguardados de 10 a 15 minutos apds adigdo do tampao ao pogo “Buffer
Well #2”. A reacdo foi considerada positiva pela visualizagdo de duas linhas de coloragao
vermelha, sendo que a primeira caracteriza o controle do teste ¢ a segunda reatividade da

amostra.

4.5.4 Reacido em Cadeia da Polimerase - PCR

Para realizagdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase - PCR, foram utilizadas 20 mg de
peso imido de cada linfonodo cervical. As amostras foram maceradas em gral e pistilo até
completa pulverizacdo do material e em seguida suspensas em 100 pl de Tris/EDTA - TE,

para posteriormente serem armazenadas a - 20° C até extracdo de DNA.

A extragdo de DNA das amostras foi executada de acordo com Da Silva e Langoni,
(2001). Inclui-se neste processo, digestdo com proteinase K, extragdo com fenol cloroférmio e
precipitagdo com etanol. Para a extracdo propriamente dita foi necessario quantificar a
amostra ¢ acerta-la a concentragio de aproximadamente 10’ parasitas/ml. Apds centrifugagdo
de 1 ml desta amostra, adicionou-se ao precipitado obtido 500 pl de tampao de digestdo
contendo: 25 pl de Tris-HC1 1M pH 9,0 a 0,05M, 200 pl de EDTA 0,25 M pH 7,5, 25 pl de
Nacl 4 M, 25 pul de SDS 20%, 2,5 ul de proteinase K 20% e 222,5 ul de Agua MilliQ. As
amostras foram acondicionadas em tubos eppendorf’s individualmente e submetidas a
agitacdo no vortex® por aproximadamente 20 segundos. Decorrido esse periodo os tubos
contendo o pellet e o tampao de digestdo foram incubados em Banho Maria a 37°C e mantidos
“over night”. Em seguida, foram adicionados 550 pl de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico,
levado a centrifugacdo refrigerada (4 °C) a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante obtido
foi submetido ao mesmo procedimento por mais duas operagdes, seguida de mais trés
lavagens idénticas as anteriores, utilizando apenas 500 pl cloroférmio. Ao ultimo
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sobrenadante foram acrescentados 50 pl de acetato de sodio pH 5,2 a 3M e 1000 pl de etanol
“gelado”, e mantido “over night” no freezer. No dia seguinte foi levado a centrifugacdo a
12.000 rpm por 5 minutos e ao precipitado formado foi adicionado 500 pl de etanol 70%. Em
seguida, procedeu-se a lavagem em etanol (por trés vezes) e ao final o tubo foi invertido sobre
um papel toalha para retirar o excesso de etanol, até completa secagem. Para ressuspensdo do

pellet de DNA foi acrescentado 100 pl de Tris/EDTA a cada tubo contendo amostra.

4.5.4.1 Amplificagao de DNA por PCR

A PCR foi conduzida para detec¢do de um fragmento de 120 pares de bases - pb do
gene 5° — GTG GGG GAG GGG CGT TCT - 3°, Leishmania sp. Os oligonucleotideos
iniciadores foram obtidos a partir da seqiiéncia descrita por LAURENCE LACHAUD et al.,

(2002b), e estao apresentados na tabela abaixo:

TABELA 1. Caracteristicas dos Oligonucleotideos utilizados na Reagdo em Cadeia da

Polimerase - PCR (K13A-K13B).

Caracteristicas do PCR K13A-K13B

PCR DNA alvo kDNA minicirculo (10,000 copias)
Tamanho do produto (bp) 120

Referéncia (s) 34

Especificidade Leishmania sp.

5’-GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3’

Sequéncia do Primer 5 ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3’

Condi¢des do PCR

MgCl2 conc. (mM) 3

Tempo de Tag polymerase (IU) 1,5
Temperatura de Anelamento (°C) 58
Tempo de Extensdo 30

a) kDNA - kinetoplasto DNA.
b) bp — Pares de Bases.

Tabela modificada de (LAURENCE LACHAUD et al., 2002b).

A reagdo de PCR foi realizada em 25 pl com Tris/HCI pH 8,4 20 mM, KCI 50 mM,
MgCI 2 5 mM, dNTP’s 8 mM, “primers” 0,2 uM, adicionados Taq DNA Polimerase, 5 U
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(Invitrogen®) e 5 pl de DNA das amostras a serem testadas. Foram incluidos os controles
positivo, amostra de DNA extraida de cultura fornecida pelo Instituto Adolfo Lutz, controle
negativo, amostra de agua ultra pura estéril e um padrao de amostra (Lader), com nimero de

pares de bases aproximado do primer utilizado, 100 pb (Invitrogen®).

A amplificagdo foi realizada em termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient®),
utilizando-se um ciclo a 94°C por 04:30 segundos, seguido de 40 ciclos com desnaturagdo a

94°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 30 segundos e extensao final de 10 minutos.

Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 6% em tampdo de corrida Tris-Borato-EDTA pH 8,0 (TBE), onde 10 ul de
cada amostra amplificada foi homogeneizada com 2 pl de solucdo de azul de bromofenol. A
corrida foi realizada a voltagem de 90 V/cm e o gel foi corado pelo nitrato de prata. Apos a
amplificacdo por poliacrilamida, 10 pl dos produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose (Invitrogen®) a 1,5%. Durante o preparo do gel foi adicionado o
brometo de etidio para a coloracdo do gel antes do processo de polimeriza¢do, com voltagem

constante (90 V).

4.5.5 Estudo Histologico

Os linfonodos popliteos foram fixados em solugdo de formalina tamponada 10% pH
7,2, por 24 horas, com duas trocas. Em seguida, foram submetidos a inclusdo em parafina. A
microtomia foi realizada com corte de aproximadamente Spm, colocados em laminas
sinalizadas. A seguir foram hidratados e submetidos a coloragdo usual por Hematoxilina e
Eosina - HE. As laminas foram micrografadas em microscopio Olympus com Otica

planacromatica e camera digital de resolucdo de 1.2 Megapixel.

4.5.6 Estudo Imunohistoquimico

Os cortes aderidos as laminas silanizadas foram desparafinadas em banhos de tolueno
e rehidratados em concentragdes decrescentes de etanol. Apds hidratacdo, os antigenos foram

recuperados por processo térmico (Banho Maria a 96°C). A seguir, a biotina e a peroxidase
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endogenas foram eliminadas por tratamento especifico com metanol, H,O, e eliminador de
biotina. O material foi entdo incubado anticorpo primario o soro hiperimune de camundongo
infectado com cepa de L. amazonensis, na dilui¢do 1:100, por uma hora em cadmara umida.
Ap6s lavagens, os cortes foram incubados com dilui¢do apropriada de anticorpo secundario
anti-IgG de camundongo marcado com biotina. Apos novas lavagens, os cortes foram
incubados com diluicdo apropriada do complexo ABC-peroxidase “Avidin-Biotin
Peroxidase”. Apos novas lavagens, aligacdo do anticorpo foi verificada pela adicdo de
Diaminobenzidina ¢ H,O,, gerando um precipitado marrom. Apds a revelagdo, as laminas
foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris e montadas. Os cortes foram observados e
micrografados em microscopio Olympus com Otica planacromatica e camera digital de
resolucdo de 1.2 Megapixel. Os procedimentos acima descritos ocorreram conforme
metodologia de Hsu; Raine e Fanger (1981). Para interpretagdo do resultado o tecido foi
considerado positivo para Leishmania quando haviam amastigotas evidenciadas dentro de
células com coloracdo marrom, como demonstrado fotograficamente. Ocasionalmente,
marcagdes intracelulares em macrofagos foram consideradas evidéncia de presenga de

antigeno.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A partir da distribuicdo dos resultados pareados obtidos nos diferentes métodos
diagnosticos, em tabelas de contingéncia tipo 2x2, foram empregados dois estimadores de
confiabilidade para variaveis categoricas: percentual de concordancia e o indice Kappa de
Cohen (Apéndices B e C), para o intervalo de confiangca de 95% do programa Open Epi

(versdo 2.3), interface: Andrew G. Dean, Epilnformatics.com, and Roger Méis.

O indice Kappa ¢ um indicador para avaliar o grau de concordancia entre métodos
diagnosticos, ¢ uma prova ndo paramétrica, destinada a comparar propor¢des da mesma
variavel. Para a interpretacdo do nivel de concordéancia revelado pelo indice Kappa de Cohen

considerou-se os parametros sugeridos por Landis & Koch (1977), conforme tabela 2.

A designacdo "NC" que aparece na interpretagdo de alguns resultados indica que "essa
quantidade ndo pode ser calculado pelo Open Epi". Normalmente ocorre somente quando as

entradas de dados na tabela incluem uma proporcdo substancial de zeros.
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TABELA 2. Parametros sugeridos por Landis & Koch (1977) para interpretar a estatistica de

Kappa.

Valor de Kappa

Interpretacio

Maior que 0, 75
Entre 0,40 ¢ 0,75
Menor que 0,40

Concordancia Excelente
Concordancia Regular e Boa

Concordancia Ruim
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos através dos testes ELISA, RIFI, DPP®, PCR, HE, IH
encontram-se expressos na figura 8, e podem ser visualizados com maiores detalhes no

apéndice A.

120%

100% -

80% -

60%

FREQUENCIA DE POSITIVIDADE

40%

20%

0%

RIFI DPP PCR ELISA HE IH
METODOS DIAGNOSTICOS

Figura 8. Percentual de positividade resultante do emprego de seis métodos laboratoriais em
amostras de soro e tecidos de 20 cdes, naturalmente infectados por leishmaniose visceral,
procedentes do Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina —TO, durante o ano de 2009.

A técnica de PCR permitiu amplificar fragmentos de DNA em isolados de 95% das

amostras.

Através da Figura 9 observa-se o perfil dos produtos de amplificacio do DNA pela
técnica de PCR dos isolados de Leishmania sp. em caes utilizados no presente estudo. A seta
indica as bandas formadas com 120 pb, confirmando positividade para as amostras de 1 a 20,
com excecdo da 19, marcada com um circulo vermelho, considerada como amostra negativa,

por ndo ter ocorrido a formagao de banda.
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Figura 9. Analise dos Amplificados de PCR em gel de agarose a 1,5%, referente as 20
amostras de linfonodos de caes de Araguaina, 2009.

Através da figura 10 evidencia-se o Padrdo de Peso Molecular com 100 pb
(Invitrogen), o Controle Negativo — sem DNA e o Controle Positivo para Leishmania sp.,

empregados na reagao.

PM CN CP PM CN CP

100 (ph)

Figura 10. Gel de Agarose 1,5% dos produtos de PCR, PM: Padrao de Peso Molecular — 100
pb. CN: Controle Negativo — sem DNA. CP: Controle Positivo para Leishmania sp.

O método de IH detectou apenas 25% de positividade entre os animais analisados
neste estudo. Através da Figura 11 evidenciam-se formas amastigotas de Leishmania sp.

oriundas do linfonodo do cdo n° 09.
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Figura 11. Formas amastigotas, cor marrom, presentes em linfonodo do céo n° 09,
procedente de Araguaina - TO
Aumento (600x).

O método de coloragdo por Hematoxilina Eosina revelou 25% de positividade, entre

0s caes examinados.

Observando-se a Figura 12 identificam-se formas amastigotas em corte de tecido de

linfonodo do cdo n° 10, naturalmente infectado com leishmaniose visceral.

Figura 12. Corte de tecido de linfonodo do cdo n° 10 submetido a coloragdo por
hematoxiliona/eosina. Aumento de (600x).
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Os resultados da analise dois a dois, entre os métodos IH, HE, RIFI, ELISA, DPP® ¢
PCR, estdo apresentados nas tabelas 3 e 4. As porcentagens de concordancia observadas no
presente estudo variaram de 20% a 100%. O indice Kappa de Cohen calculado para essas

comparagdes variou de — 0,010 a 0,643, revelando-se de ruim a bom, conforme ilustragdo nas

tabelas 3 e 4.

TABELA 3. Percentual de Concordancia e Indice Kappa resultante da anélise (dois a dois)

dos métodos ELISA e RIFI, com os demais testes empregados no estudo.

METODOS DIAGNOTICOS

ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA RIFI  RIFI RIFT  RIFI
X X X X X X X X X
RIFT DFP PCR HE H DPP  P(R HE IH

Concordancia(%) 90,0 550 850 350 350 950 950 250 250
Indice Kappa 0.000 0643 -0071 Q071 0071 0000 0000 0000 0000

Interpretacio NC  Bom Rum* BRum Rum NC  NC NC  NC

* Plor que a concordncia esperada
NC: Nio calculado (alta proporcio substancial de zero).

TABELA 4. Percentual de Concordancia e indice Kappa resultante da analise (dois a dois)

dos métodos PCR, DPP®, HE ¢ TH, com os demais testes empregados no estudo.

METODOS DIAGNOTICOS
PCE PCR PCR DFF DFP HE
X X X X X X
DFF HE H HE IH IH
Concordancia (%) 80.0 20.0 20.0 30.0 30.0 100.0
Indice Kappa -0.052 -0.010 -0.010 0.034 0.034 0.000
Interpretacio Ruim*  Ruim® Ruim* Ruim* Ruim* NC

* Pior que a concordincia esperada.
NC: Nio calculado (alta proporgio substancial de zero).
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6 DISCUSSAO

Atualmente existem varios métodos para o diagndstico laboratorial da leishmaniose
visceral. Inumeros pesquisadores tém trabalhado em prol da elucidagdo de métodos
sorologicos, parasitologicos e moleculares que apresentem eficacia e rapidez na detecgdo da

infecgdo.

Segundo ALVES; BEVILACQUA, (2004) ¢ importante ressaltar a necessidade de se
avaliar as caracteristicas das técnicas diagnosticas a serem padronizadas. Essas caracteristicas
poderdo nos auxiliar na escolha das metodologias mais adequadas e servirdo como parametros
importantes na definicdo do teste a ser utilizado num programa de controle da leishmaniose
visceral canina, prioritariamente quando a eliminacdo do cdo positivo ¢ uma das medidas

adotadas.

Os resultados obtidos nesse estudo permitem comparar o desempenho dos testes
ELISA, RIFI, DPP®, PCR, HE, IH, estabelecendo a performance dos testes entre si, de modo

a vislumbrar os testes mais promissores para o diagndstico da LVC.

No presente estudo os testes RIFI, ELISA e DPP® apresentaram freqii€éncia de
positividade de 100, 95 e 95%, respectivamente. Concordante ao encontrado por Moreira et
al., (2002), que relatam indice de positividade para RIFI de 93,36%. Nossos resultados se
mostraram mais significantes do que os encontrados por Assis et al., (2010) que reportam os

percentuais de 56% para RIFI e 65% para ELISA.

Neste estudo a PCR demonstrou 95% de positividade, resultado semelhante ao
descrito por Manna et al., (2004) que obtiveram alta positividade (94%) na PCR realizada
com os mesmos iniciadores utilizados neste estudo, em pesquisa realizada com 95 caes

naturalmente infectados por Leishmania infantum, na Italia.

Nunes et al., (2007), em uma pesquisa no municipio de Poxoréo — MS, utilizando
iniciadores idénticos ao do presente estudo, obtiveram 55% de concordancia entre os testes

RIFI x PCR.

Contudo, existe uma grande variacdo na sensibilidade do método de PCR, em grande
parte no que se refere ao método de extracdo de DNA utilizado, por vezes relacionado a
escolha dos oligonucleotideos iniciadores, como também pela escolha das amostras clinicas

utilizadas, bem como pelo tempo de infec¢do (LACHAUD et al., 2002a)
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O material obtido do cdo n°® 19, linfonodo, ndo apresentou replicagdo de DNA de
Leishmania sp., contudo foi soro reagente nos testes ELISA, RIFI, DPP® e foi possivou
visualizar formas amastigotas nos métodos IH e HE. Carvalho (2007) descreve o linfonodo
como um dos maiores sitios de parasitismo, fato justificado por Cardoso e Cabral (1998), que
demonstram a correlagdo com a resposta imunologica do hospedeiro, que apos a fagocitose
dos parasitos pelos macrofagos, ocorre a drenagem através da via linfatica para os linfonodos,
com posterior disseminagdo para outros o6rgdos. O restultado obtido em amostra do animal n°
19 provavelmente esta relacionado a problemas metodologicos, visto que a PCR possui
elevada sensibilidade e ndo foi capaz de amplificar fragmentos de DNA na referida amostra.

A amostra obtida do c@o n® 11 apresentou resultados discordantes entre os testes
empregados, demonstrando negatividade no ELISA, DPP®, IH e HE e positividade no RIFI e
na PCR. Os métodos sorologicos ELISA e RIFI, sdo usados na deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania em amostras caninas, porém, podem apresentar reagdo cruzada com outras
enfermidades (OLIVEIRA et al., 2008). A discrepancia observada entre o resultado dos
testes soroldgicos ocorre possivelmente devido a falta de padronizagdo das técnicas, ou seja,
dos diferentes protocolos adotados (ROSARIO et al., 2005). Resultados concordantes aos do
presente trabalho foram encontrados por Assis et al, 2010, quando os testes soroldgicos

apresentavam altos titulos de anticorpos anti-(L.) chagasi.

O achado de uma forma amastigota ¢ conclusivo para o diagnostico da LV
(LUVIZOTTO, 2006). Estudo realizado em Aragatuba por Ishizaki et al, (2006) a partir da
analise de 363 amostras de soro canino encaminhados ao CCZ, pela RIFI e exame
parasitologico direto de fragmentos de linfonodos, demonstraram elevada positividade no
RIFI 48%, dos animais (176/363) foram soropositivos, e percentagem de positividade inferior
no exame direto, 32,8% das amostras (119/363) apresentaram formas amastigotas de
Leishmania sp. Ressaltando que 22,6% animais soropositivos (82/176) ndo apresentaram
parasitos nos linfonodos e 6,9% dos cdes (25/187) ndo reagentes pela RIFI apresentaram

“imprints” positivos.

Segundo Carvalho (2007) € necessaria a busca por informagdes que possibilitem um
entendimento sobre a dindmica da doenca em areas endémicas. Dificuldades sobre a
expressao de resultados fidedignos dos testes usualmente empregados no diagnostico da LVC
deve-se a falta de entendimento sobre o curso da infeccdo canina e ao estagio de

desenvolvimento da doenga.
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Os resultados obtidos através das técnicas de Hematoxilina Eosina (25%) e
Imunohistoquimica (25%) foram menos expressivos quando comparados aos métodos
sorologicos e de biologia molecular. Estes resultados estdo concordantes ao descrito por
Passos (2003), que refere-se a frequéncia de positividade para os ensaios de IH e HE, com
variacdo de 14 a 60%, sendo relatado 14,1% (WEIGLE et al., 1987), 18% (NAVIN et a.l,
1990), 20% (SOTTO et al., 1989), 40% (GUTIERREZ et al., 1991), 42% (KENNER et al.,
1999), 60% (RASO e GENARO, 2000), até 63% foi relatado por (MAGALHAES et al,
1986).

A presenca de parasitos no histopatologico podera variar com o tempo de evolucdo da
enfermidade, forma da doenga, experiéncia do examinador, bem como o numero de

amastigotas presentes no corte selecionado para analise (NAVIN et al, 1990).

Navin et al., (1999) afirmam que a utilizagdo do teste histopatoldégico como unico meio
de diagnostico, pode ocasionar uma margem de erro variando em 42% de casos confirmados.
Acredita-se que a escassez e a distorcao de amastigotas durante a fixacdo do material possam

limitar a sensibilidade dos testes histopatoldgicos (WEIGLE et al., 1987).

A discordancia de resultados entre os testes sorologicos ¢ a ndo deteccdo de
amastigotas em tecidos de alguns animais observada neste estudo, propde a utilizacdo de
técnicas mais sensiveis. Neste contexto, a PCR tem demonstrado ser uma técnica com elevada
sensibilidade para o diagnostico laboratorial da LVC em caes por ser capaz de amplificar o
kDNA de Leishmania sp. a partir de poucos exemplares de amastigotas presentes na amostra
(MANNA et al, 2004; NUNES et al, 2007). Esses autores mostraram que os caes
assintomaticos e negativos na IH foram positivos na PCR para Leishmania sp, indicando que
o baixo numero de parasitas nos tecidos dificulta a identificagdo, quando sdo empregadas

técnicas especificas como a [H.

Assis et al, (2010) utilizando amostras sanguineas nos ensaios de RIFI e ELISA,
obtiveram concordancia de 82% e Kappa de (0,6370). No presente estudo a concordancia

encontrada para esta analise (RIFI x ELISA) foi de 90%.

A comparacdo entre os ensaios de PCR versus DPP® apresentou concordancia de 90%,
contudo o Kappa foi interpretado como ruim (- 0,052). Entretanto a PCR x RIFI apresentou
95% de concordancia e kappa (0,000). Nunes et al., (2007) obtiveram baixo indice Kappa

(0,213) na comparag@o PCR x RIFI, considerando os mesmos critérios adotados nesse estudo
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para interpretagdo, descrito por Landis e Koch (1977). Assis et al., (2010) obtiveram nessa

comparagdo 65% de concordancia e Kappa de 0,2184.

Resultados intermediarios foram expressos para ELISA versus PCR, 85% de
concordancia, entretanto o comportamento do Kappa foi interpretado como ruim -0,071.
Esses resultados foram mais significativos que os encontrados por Assis ef al., (2010), que

obtiveram para essa comparacdo 59% de concordancia ¢ Kappa de - 0,021.

Os resultados obtidos nos estudos IH e HE realizados com amostras de linfonodo de
todos os cdes foram comparados entre si, demonstrando 100% de concordancia. Quando
comparado aos demais testes, dois a dois, as andlises comparativas revelaram baixas
porcentagens de concordancia, de 20 a 35% e indices Kappa, variando de -0,010 a 0,071.
Resultados contraditorios foram apresentados por Assis et al., (2010) que utilizaram amostras
de linfonodos e obtiveram 75% de concordancia e Kappa de 0,500 na comparacdo ELISA x
IH, concordancia de 78% e Kappa 0,6140 na comparagdo de RIFI x IH, e 59% de
concordancia e Kappa 0,187 no PCR versus IH.

No presente estudo, os melhores indices de concordancia e kappa foram observados na
comparagdo entre os testes ELISA versus DPP®, com 95% de concordancia e indice kappa de
0,643. A freqiiéncia de positividade (95%) do teste rapido DPP® corrobora com os
resultados de Otranto et al., (2004), que obtiveram positividade de 90% para DPP® em caes

com infecgdo confirmada por Leishmania, enquanto obteve para o RIFI 95% de positividade.

A LV ¢ uma zoonose de extrema importincia no Brasil, os cdes soropositivos devem
ser submetidos obrigatoriamente a eutandsia de acordo com o Manual de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral. Nesse contexto, Araguaina ¢ um dos municipios que mais
tem contribuido para elevacdo das estatisticas envolvendo LVC no pais. O municipio de
Araguaina possui empla extensdo geografica, constituida na sua maioria por zona rural, de
dificil acesso, o que inviabiliza o controle da doenca nessas areas. Entretanto, boa parte dos
cdes positivos sdo assintomaticos dificultando seu diagnostico clinico e a notificagdo aos
orgdos oficiais. Neste cenario, ¢ prioritario ¢ fundamental a inclusdo de novas formas
diagnosticas de rotina e que possam ser executadas em condi¢des de campo. Diante dos
resultados supracitados, propomos a inclusio do teste rapido DPP® na realizacdo de
inquéritos soroepidemiologicos e na triagem dos cdes suspeitos por sua praticidade e

facilidade de execugdo nas condi¢des de campo.
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CONCLUSOES

O emprego da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), Teste Rapido (DPP®), Imunohistoquimica (IH), Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e Coloracdo pela Hematoxilina Eosina (HE) em 20 amostras
de soros e de linfonodos de caes, procedentes de Araguaina — TO, demonstra que os melhores
resultados de percentagem de concordancia e coeficiente Kappa foram obtidos quando se
comparou DPP® com ELISA. Esses resultados permitem propor que o teste rapido DPP®
possa ser utilizado em inquéritos soroepidemioldgicos por sua praticidade e facilidade de

execucao.

Os resultados obtidos através do presente estudo permitem considerar que nenhum
método de diagnodstico, quando utilizado isoladamente, confere seguranca no diagnostico
individual da leishmaniose visceral canina. A associacdo de métodos, quando possivel,
permite o esclarecimento de casos inconclusivos e a obteng¢do do diagnostico definitivo da

doenga.

Neste estudo ndo foram utilizados testes para avaliar a sensibilidade e especificidade
dos métodos empregados e embora tenha sido observado baixo grau de concordancia (indice
Kappa) entre PCR e IH e HE, o percentual de positividade (95%), detectado pela Rea¢do em
Cadeia da Polimerase possibilita considera-la como um método relevante. A técnica permite
caracterizar a espécie do agente etiologico simultaneamente a realizagdo da confirmacao
diagnostica, além de possibilitar a utilizagdo de amostras estocadas e que ndo passaram por
preparo, sem prejuizo nos resultados, apresentando a vantagem de analisar inimeras amostras

concomitantemente, fatores que facilitam sua aplicacdo em areas endémicas.
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APENDICE A. Resultados obtidos através do emprego de seis métodos laboratoriais em amostras de soro e tecidos de 20 cies, naturalmente
infectados por leishmaniose visceral, procedentes de Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina —TO, durante o ano de 2009

;‘:1';‘:;‘; ELISA D. 0. ELISA RIFI Titulago RIFI Tes*;;%’i“ PCR HE H
01 1 1,1325 1 (1/32) 1 1 0 0
02 1 0,5245 1 (1/8) 1 1 0 0
03 1 2,4755 1 (1/64) 1 1 0 0
04 1 1,9565 1 (1/64) 1 1 0 0
05 1 0,5050 1 (1/32) 1 1 0 0
06 1 2,8145 1 (1/128) 1 1 0 0
07 1 2,2500 1 (1/32) 1 1 1 1
08 1 1,7120 1 (1/64) 1 1 0 0
09 1 2,7690 1 (1/128) 1 1 1 1
10 1 1,0455 1 (1/128) 1 1 1 1
11 0 0,3085 1 (1/32) 0 1 0 0
12 1 2,6085 1 (1/64) 1 1 0 0
13 1 0,6575 1 (1/256) 1 1 0 0
14 1 2,4975 1 (1/256) 1 1 0 0
15 1 0,8640 1 (1/16) 1 1 0 0
16 0 0,2275 1 (1/8) 1 1 0 0
17 1 2,6880 1 (1/64) 1 1 0 0
18 1 1,4320 1 (1/128) 1 1 0 0
19 1 0,6655 1 (1/32) 1 0 1 1
20 1 1,2520 1 (1/64) 1 1 1 1

ELISA: imunoensaio enzimatico; RIFI: reacdo de imunofluoréscencia indireta; DPP®: teste rapido para deteccdo de leishmaniose visceral
canina; PCR: rea¢do em cadeia da polimerase; HE: histologico (hematoxilina/eosina); IH: imunohistoquimico.

1 — Positivo; 0 — Negativo
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APENDICE B. Quadros com Percentual de Concordancia e Indice Kappa resultante da analise (dois a dois) dos métodos ELISA , RIFI ¢ PCR

com os demais testes empregados no estudo.

ELISA/RIFI POS NEG TOTAL
POS 18 2 20
NEG 0 0 0

Kappa 0,000 20

Concord 90%

ELISA/DPP POS NEG TOTAL
POS 18 1 19
NEG 0 1 1
kappa 0,643 boa 20

Concord 95%

ELISA/PCR POS NEG TOTAL
POS 17 2 19
NEG 1 0 1
kappa - 0,071 Ruim* 20

Concord 85%

ELISA/HE POS NEG TOTAL
POS 5 0 5
NEG 13 2 15
kappa 0,071 Ruim 20

Concord 35%

ELISA/IH POS NEG TOTAL
POS 5 0 5
NEG 13 2 15
kappa 0,071 Ruim 20

Concord 35%

RIFI/DPP POS NEG TOTAL
POS 19 0 19
NEG 1 0 1

Kappa 0,000 20

Concord 95%

RIFI/ELISA POS NEG TOTAL
POS 18 0 18
NEG 2 0 2

Kappa 0,000 20

Concord 90%

RIFI/PCR POS NEG TOTAL
POS 19 0 19
NEG 1 0 1

Kappa 0,000 20

Concord 95%

RIFI/HE POS NEG TOTAL
POS 5 0 5
NEG 15 0 15

Kappa 0,000 20

Concord 25%

RIFI/IH POS NEG TOTAL
POS 5 0 5
NEG 15 0 15

Kappa 0,000 20

Concord 25%

PCR/RIFI POS NEG TOTAL
POS 19 1 20
NEG 0 0 0

Kappa 0,000 20

Concord 95%

PCR/ELISA| POS NEG TOTAL
POS 17 1 18
NEG 2 0 2
Kappa - 0,071 Ruim* 20

Concord 85%

PCR/DPP POS NEG TOTAL
POS 18 1 19
NEG 1 0 1

Kappa - 0,052 Ruim* 20

Concord 90%

PCR/HE POS NEG TOTAL
POS 4 1 5
NEG 15 0 15

Kappa - 0,103 Ruim* 20

Concord 20%

PCR/ IH POS NEG TOTAL
POS 4 1 5
NEG 15 0 15

Kappa - 0,103 Ruim* 20

Concord 20%
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APENDICE C. Quadros com Percentual de Concordancia e Indice Kappa resultante da analise (dois a dois) dos métodos DPP®, HE e IH com
os demais testes empregados no estudo.

DPP/RIFI | POS NEG TOTAL HE/RIFI | POS NEG TOTAL IH/RIFI | POS NEG TOTAL
POS 19 1 20 POS 5 15 20 POS 5 15 20
NEG 0 0 0 NEG 0 0 0 NEG 0 0 0

Kappa 0,000 20 Kappa 0,000 20 Kappa 0,000 20

Concord 95% Concord 25% Concord 25%

DPP/ELISA | POS NEG TOTAL HE/ELISA | POS NEG TOTAL IH/ELISA | POS NEG TOTAL
POS 18 0 18 POS 5 13 18 POS 5 13 18
NEG 1 1 2 NEG 0 2 2 NEG 0 2 2
Kappa 0,643 boa 20 Kappa 0,071 Ruim 20 Kappa 0,071 Ruim 20

Concord 95% Concord 35% Concord 35%

DPP/PCR | POS NEG TOTAL HE/PCR | POS NEG TOTAL IH/PCR | POS NEG TOTAL
POS 18 1 19 POS 4 15 19 POS 4 15 19
NEG 1 0 1 NEG 1 0 1 NEG 1 0 1
kappa - 0,052 Ruim* 20 Kappa -0,103 Ruim* 20 Kappa -0,103 Ruim* 20

Concord 90% Concord 20% Concord 20%

DPP/HE POS NEG TOTAL HE/DPP | POS NEG TOTAL IH/DPP | POS NEG TOTAL
POS 5 0 5 POS 5 14 19 POS 5 14 19
NEG 14 1 15 NEG 0 1 1 NEG 0 1 1

Kappa 0,034 Ruim 20 Kappa 0,034 Ruim 20 Kappa 0,034 Ruim 20

Concord 30% Concord 30% Concord 30%

DPP/ IH POS NEG TOTAL HE/ IH POS NEG TOTAL IH/HE POS NEG TOTAL
POS 5 0 5 POS 5 0 5 POS 5 0 5
NEG 14 1 15 NEG 0 15 15 NEG 0 15 15

Kappa 0,034 Ruim 20 Kappa 0,000 20 Kappa 0,000 20

Concord 30% Concord 100% Concord | 100%
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