MESTRADO EM CIENCIAS DO AMBIENTE
Pro-Reitoria de Pesquisas e P6s Graduacao
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS

ENZOOTIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA EM PALMAS-
TOCANTINS: PERFIL EM FOCOS URBANOS

Lucilandia Maria Bezerra

Palmas
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Lucilandia Maria Bezerra

ENZOOTIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA EM PALMAS-
TOCANTINS: PERFIL EM FOCOS URBANOS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em Ciéncias do ambiente da Universidade
Federal do Tocantins, como requisito parcial para
obtengao do titulo Mestre em Ciéncias do Ambiente.

Orientador: Aparecido Osdimir Bertolin

Co-orientadora: Lourdes Maria Garcez

Palmas
2008



FICHA CATALOGRAFICA

Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacao (CIP)
Biblioteca da Universidade Federal do Tocantins
Campus Universitario de Palmas

B574 Bezerra, Lucilandia Maria
Enzootia da Leishmaniose Visceral Canina em Palmas-Tocantins: perfil em
focos urbanos: / Lucilandia Maria Bezerra - Palmas, 2008.
85f.

Dissertagao (Mestrado) — Universidade Federal do Tocantins, Programa de
Pos-Graduagao em Ciéncias do Ambiente, 2008.

Orientador: Aparecido Osdimir Bertolin

Co-orientador: Lourdes Maria Garcez .

1.Leishmaniose. 2. visceral 3. transmissao intensa. |. Titulo.

CDD 636

Bibliotecaria: Heloisa dos Santos Brasil
CRB/2:1158

TODOS OS DIREITOS RESERVADOS — A reprodugdo total ou parcial, de qualquer forma ou por qualquer
meio deste documento ¢ autorizado desde que citada a fonte. A violagao dos direitos do autor (Lei n® 9.610/98) ¢é
crime estabelecido pelo artigo 184 do Cddigo Penal.



Lucildndia Maria Bezerra

Enzootia da Leishmaniose Visceral Canina em Palmas-TO: perfil em focos urbanos
Trabalho apresentado a disciplina de Dissertagdo do Curso de Mestrado em Ciéncias do
Ambiente da Universidade Federal do Tocantins,

Palmas, 2008.

Dr. Aparecido Osdimir Bertolin (Orientador) UFTO

Dra. Lourdes Maria Garcez - IEC/UEPA

Dra. Hiro Goto (USP)

Dr. Claudio Henrique Clemente Fernandes (UNITINS)



Dedicatoria

A Deus, acima de tudo
Pelo dom da vida e pela graca de

me conceder tantos amigos

que muito me ajudaram nessa tarefa

A meu filho, Luis Felipe

Dedico ndo apenas este trabalho,

mas todo meu amor,

Pelo apoio, paciéncia e sacrificio

ao longo desse periodo, com a minha auséncia.

Ao meu filho querido, o melhor presente de Deus pra mim..



AGRADECIMENTOS

A Deus, o Grande Autor,
Que do alto de Sua Sabedoria, me deu for¢as pra continuar este trabalho,
Me mostrou o caminho que deveria percorrer para encontrar pessoas tdo importantes
durante essa jornada; ao meu Deus, muito obrigada.
Aos meus orientadores,
Dr. Aparecido Osdimir Bertolin pela confian¢a e apoio em todos os momentos,
e Dra. Lourdes Maria Garcez, que ndo deixou em nenhum momento de me conduzir
com competéncia e profissionalismo
‘A Dra. Hiro Goto pela compreensdo disponibilidade e colaboragdo
Aos meus colegas de trabalho,
Pedro Heber Estevan Ribeiro e
Solange Alves Oliveira pela for¢a, incentivo e colaboragdo.
As professoras Erminiana, Romaine e Leandra, pelo carinho e apoio
durante minhas viagens a trabalho
Aos meus alunos queridos,
Pelo apoio e contribui¢do, especialmente,
Josué Pereira da Silva e
Joselita Monteiro de Moura Macedo, que estiveram comigo até o fim.
A toda equipe da Leishmaniose do
Instituto Evandro Chagas, especialmente,
Joyce Favacho Cardoso, Luis Anténio Dickson e
Eduardo Mota, pela grandiosa colaboragdo no laboratorio.
A Dona Oscarina, tdo especial, meu colega Valceli e toda sua familia, pelo carinho em
me receber sempre tdo bem todas as vezes que estive em Belém
A todos que de alguma forma colaboraram comigo

O meu eterno agradecimento.



EPIGRAFE

“Para aquele que esta entre os vivos ha esperanca; porque mais vale um cao vivo do que um
ledo morto™.

Eclesiastes, 09:04



RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) encontra-se em expansdo em Palmas, onde transformacdes
ambientais influenciam o padrao de transmissdo e favorecem sua disseminagdo. A sorologia
para LV no cdo ¢ o método mais usado pelos servicos de vigilancia para orientar a eliminagao
desse reservatdrio, mas os antigenos brutos t€ém sensibilidade e especificidade limitadas.
Investigou-se o desempenho de diferentes antigenos por meio do ensaio imunoenzimatico
(ELISA-lisado ¢ ELISA-rHsp83) durante inquéritos sorologicos caninos em localidades
urbanas de transmissao intensa (AURENY III) e esporadica (ARSO). Determinaram-se casos
prevalentes e niveis de IgG na populagdo canina. Coletou-se sangue e aspirado linfatico da
maioria dos cdes em AURENY (275; N=476) e ARSO (131; N=162), de junho a dezembro
de 2007. Casos prevalentes foram mais freqlientes em AURENY (ELISA-Hsp83: 50% e
ELISA-lisado: 45%). O ELISA-lisado detectou em AURENY similares altos niveis de IgG
em caes parasitologicamente positivos (1088 + 407) ou nao (1078 + 317), diferente do
observado em ARSO, onde niveis de IgG foram mais elevados em caes parasitologicamente
positivos (1131 +1046) do que naqueles com laminas negativas (560 + 343) . O ELISA-
Hsp83 detectou em AURENY baixos niveis de IgG, contudo mais elevados em caes
parasitologicamente positivos (569 + 272) do que negativos (403+211), diferente do
observado em ARSO onde caes parasitologicamente negativos (244 + 86) tiveram titulos mais
altos que os demais (136+17). Os indices de desempenho dos antigenos variaram nas duas
localidades. A sensibilidade dos dois antigenos foi igualmente baixa em ARSO (£29%), mas
o Hsp83 foi mais sensivel em Aureny (74%) que o lisado (60%). Se consideradas em conjunto
ARSO e AURENY os indices de desempenho foram melhores com Hsp83. A sensibilidade
dos diferentes antigenos variou em fun¢ao da classificacdo da area de transmissao.



ABSTRACT

The visceral leishmaniasis (VL) is expanding in Palmas where environmental changes
influence the transmission pattern and favor its dissemination. The serology for VL in dog is
the most used method by the surveillance services to allow the culling of this reservoir, but
the crude antigens have limited sensibility and specificity. The performance of different
antigen was investigated by means of ELISA (ELISA-lysade e ELISA-rHsp83) through out a
canine serological screening in urban localities of high (AURENY III) and low transmission
(ARSO). Prevalent cases and IgG levels were determined in canine population. Blood and
lymph aspirate was collected of most dogs in AURENY (275; N=476) and ARSO (131;
N=162), from June to december, 2007.

Prevalent cases were mor freqlient in AURENY (ELISA-Hsp83: 50% and ELISA-lysate:
45%). O ELISA-lysate detected in AURENY similar high IgG levels in parasitologically
positive (1088 + 407) or negative (1078 + 317) dogs, different from observed in ARSO,
where IgG levels were higher in dogs parasitologically positive (1131 +1046) then those
negative (560 + 343). The ELISA-Hsp83 detected in AURENY low IgG levels, but higher in
parasitologically positive dogs (569 + 272) than those negatives (403+211), different from
observed in ARSO where parasitologically dogs had higher titres (244 + 86) than the others
(136+17). The performance index of the antigens varied in the both localities. The sensibility
was equally low in ARSO (£29%), but the Hsp83 was more sensitive in AURENY (74%)
then in ARSO (60%). If considered together ARSO and AURENY the ELISA performance
indexes were better with Hsp83. The sensibility of the different antigens varied according the
classification of each transmission area.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: dados de leishmaniose visceral canina entre 2001 e 2006 na cidade de Palmas —TO

Tabela 2: Situacao da leishmaniose nos municipios do estado do Tocantins, segundo dados
da Secretaria de Satde do Estado Os exames foram realizados no LACEN de Palmas,
utilizando ELISA € RIFLL ...co.oiiiiiiiiiii e 47
Tabela 3. Desempenho de duas apresentacdes antigénicas para a sorologia da leishmaniose
visceral canina (ELISA) em bairros de transmissao intensa (AURENY, N=275) e esporadica
(ARSO, N=131) em Palmas-TO, 2007. ........ccceererierrieieeieseerieeiesteesieeeeseeenee e e e enee e 67
Tabela 4: caracteristicas das quadras estudadas levando em considerag@o aspectos clinicos

dos animais do estudo e aspectos ambientais das Areas. ...........cceecveerueeriienieniieenienieeieenaens 69



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Areas endémicas de leishmaniose distribuidas no mundo .............cccoocovevvereenenee. 19
Figura 2: Distribuicao da Leishmaniose Visceral no Velho e Novo Mundo ...........cccecueueen. 20

Figura 3: Uma visdo da cidade de Palmas capital do Estado quanto aos ecdtonos

................................................................................................................................................... 24
Figuras 4: Demonstra¢do da distribuicao das co-infec¢des de HIV/Leishmania no mundo...25
Figura 5: Distribuicdo do Velho Mundo e Novo Mundo leishmaniose cutanea .................... 25
Figura 6: Lutzomyia [ONGIPAIDIS .............ccccoeevuieiiiieeiiieeie et 28
Figura 7: Area urbana de uma regido considerada endémica e de transmissio intensa para

LV C ettt 33
Figura 8: evolugdo da cidade, segundo dados extraidos da Secretaria de Desenvolvimento

Urbano e Habitacao de Palmas -TO ...........oooooiiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 36
Figura 9: Cao apresentando dermatose periocular bilateral, com LVC ...............cccooceeene. 39

Figura 10: Ciclo de vida da Leishmania — extraido do Manual de Vigilancia e Controle da
LEISHMANIOSE «..c.veiiiieiiiiieicterteet ettt sttt ettt 40
Figura 11: Forma visceral da LVC em humanos .........cccccooiiiiiiiiiiiiiniiiecceeceeeee 41

Figura 12: Forma visceral da LVC em caninos também aumento consideravel do

o7 1o J USROS RRTRURPRRRRRORt 41
Figura 13: formas amastigostas de Leishmania em linfonodo de c0. ......c.ccceceevvrierienncnne. 46
Figura 14: Cao apresentando quadro de linfadenopatia generalizada ...........ccccccovvevnreennnenn. 52
Figura 15: Descri¢do Geral da Area do EStUAO ........co.ovvviiveeeeeieeeeeeeeeee e 53
Figura 16: Levantamento censitario realizado no periodo de abril a junho de 2007 em

PalMAS-TIO ..ottt sttt ettt 56
Figura 17: Colheita de linfa em linfonodos palpaveis .........ccceevvieeriieeiiieeieeee e, 58
Figura 18: Animal com mordaca ap6s contengdo fisica € qUImMICa. ......ccceeevveerveerieereeennenne. 60
Figura 19: Colheita de sangue utilizando a veia femural em CA0. ........cccceveeverieneincnienenne 61

Figuras 20: Rompimento das Leishmanias em 10 ciclos de congelamento e descongelamento



Figura 23: comparagdo entre a sorologia pelo ELISA utilizando proteina Hsp 83 e lisado cru
em animais confirmados com o exame parasitologico em areas de transmissao intensa ....... 65
Figura 24: comparacdo dos testes sorologicos pelo ELISA utilizando lisado cru e Hsp 83,

com amostras testadas também pelo parasitolégico na area de transmissdo esporadica.

Figura 25: Calculo de valores preditivos e negativos das areas em estudo. ...........ccceeeeuveennns 66
Figura 26: demonstragdo dos niveis de anticorpos na drea de transmissdo intensa e
esporadica, mostrando diferengas na titulagdo com a Hsp83 e lisado cru quando comparados

A0 PAATAO OUIO. ...vieuiiiiiieiieeie et e et et et et e eteebeessbeeteessseesseessseensaessseesseessseenseessseenseessseesaens 67



LISTA DE ABREVIATURAS E/OU SIGLAS

LV — Leishmaniose Visceral

LVC — Leishmaniose Visceral Canina

LVA — Leishmaniose Visceral Americana

PCLV — Programa de Controle da Leishmaniose Visceral

MS — Ministério da Saude

AIDS — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Adquirida

SMV — Sistema de Vigilancia em Saude

ELISA — Enzima Imuno Ensaio (Enzima-Linked Imunosorbent Assay)

RIFI — Reacao de Imunofluorescéncia Indireta



SUMARIO

LT INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt en e en s s e 15
1.1. Leishmaniose VISCEIAL.........cocuiriiiiiriiriiiieiesiteie ettt st 15
1.2 ODBJELIVOS .evieeiiieeiiieeiiiie et e et e ettt e st e e et eesiteeessbeeesbeeessseeensseeansseeansseesnsseesnsseeanseeennseeennses 18
L2010 GOTAL ettt et h e et ettt h e sttt aee e 18
1.2, 2. ESPECIIICOS. ..ttt ettt ettt ettt e et e it e e bt e st e sabeesaeeenbeesneeenneas 18
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t ssesnes 19

2.1 Caracteristicas epidemiologicas da LVC.........ccoieviiiiiiiiiiiiieiecieee et 19
2.1.1. Agente etiologico da leishmaniose VISCeral .........ccccoievviieriiiieniiieeiee e 26
B N V< ) PO UPURRPSSN 27
2.1.2.1 Ecologia d0 INSELO.....cuiiiuiieiieiieeie ettt ettt ettt ettt sie e et e eaeeteesaeeenseensaeenneas 27
2.1.2.2 RESCIVALOTIOS. .. ..eeuteeutetieiieiteeiceteete et te bt et e sate bt et e e te e bt estessee bt entesaeenseensesseenbeeneesneenseenee 29
2.1.2.2.1 O ST NUMANO. ...cutiiiiieiiieiee ettt ettt et e b e sate e b e saee s 29
2.1.2.2.2 O cao doméstico € outros reservatorios SIIVESIIESs. ......ccueevvvreeevueeeeieeeriee e 30

2.1.3 Leishmaniose visceral € 0 processo de urbanizagao............cceeecveeeveeneeenieenieenieeneeeneenens 31

2.1.4 TTANSIIISSAO +.uveeuviueeieenieeitenteeteette bt eatesaee bt eatessee bt eaeesteenseeseesaeenseeste st enseeneenseensesneenaeenees 34
2.1.5 Ciclo de vida da Leishmania (Leishmania) infantum chagasi ..................cc...cccveeeuenn.. 37

2.2. Definicao da doenca, diagnostico € tratamento...........oceeeueeruieeieenieeiieenie e 40
2.2.1 A doenga em humanos € CANINOS............cccuveeeerrierirreeeieeeeireeesteeeereeesereeeerseesseeesseeeeaneeas 40
2.2.2 DIAGNOSTICO. .. vveeeueieeeiiieeeiieeetteeeteeeetteestteesteeessteeessaeeeasseeensseeensseesssseeansaesssseesnnseesnsseesnnns 42
2.2.3 TTAtAMEINTO. ..c.uveeiiiiieeiiie ettt ettt e ettt e ettt e sttt e sabe e e ateeeebbeesbbeesbaeesneeenas 47
2.2.4. Controle € prevengao da dOCNGA.........eevuiiiiieiieeiieiie ettt seee e 48
2.3. Importancia da epiZo0tia MO CAO ....ccveeruieeieieriieeiieiie et eieeeteesteeebeeteesreeseeseseenbeessneeseens 50
3 MATERIAL E METODOS.........ctiiumiiuiineiiseieesesesssssssesssssssss s sssessses s sssssssesnns 53
3.1 ATEA € @STUAO. ... 53
3.2. Desenho do ESTUAO........ciiiiiiiiiiciie ettt et 54
3.3. Levantamento CENSITATION ....c..erutirtieieriientieie sttt ettt sttt sttt ettt st e 55
3.4, COMItE dE BHCA ..ooovvoveveveeeeeeceeeeeeee e 57
3.5.Colheita de sangue € HNTa........cccuiieiiiiiiiiccecce et e 57
3.5.1. Método parasitolO@iCo dIr€L0...........ceruieruiiriuieniieeiieitie ettt ettt ettt e 57
3.5.2. Contencdo do animal .........ccccooeeiiiiiiieiiie e 58
3.5.3. Colheita de sangue para eXames SOTOLOZICOS. ........eevvierrierrieriienrieeieenieeeveesieeereesseeseneas 60

3.5.4 Testes soroldgicos: obtengao de antigeNOS.......cueeeevieeerieeriieeiiieerieeevee e e eeeeeevee e 61



3.5.4.1 Obtengao do antigeno - Lisado Cru de Promastigotas de Leishmania ........................ 62

3.5.4.2 Antigeno Recombinante Hsp83 de Leishmania (L.) infantum infantum...................... 62
3.6 TESLES SOTOLOZICOS. ... uvieneiieiiieiie ettt ettt ettt ettt e et e st e st e et e e st e ebeeenbeenbeesnaeenseeeneeenne 63
3.6.1 Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ......cccoiiiiiiiiniiiiiieeeeeeeeees 63
3.6.1.1 ELISA com Lisado Cru de Promastigotas...........cccecuverueeeiienieeiiieniieeieeniieeveesee e 63
3.6.1.2 ELISA com a Proteina Recombinante HSp83..........ccceeeviiieiiiieiiiiceecee e, 64
A RESULTADOS ...ttt sttt sttt et teestessaesseesseesaenseensesssenseensesneenseenes 65
5 DISCUSSAQD ..ottt e 70

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 74






ENZOOTIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA EM PALMAS-
TOCANTINS: PERFIL EM FOCOS URBANOS

1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenca infecciosa cronica, sistémica,
caracterizada por apresentar febre, anemia, e atingir varios 6rgaos vitais como figado, baco,
linfonodos e medula 6ssea. Considerada uma zoonose, pode acometer o ser humano quando
em contato com o ciclo de transmissdo do parasito; atualmente encontra-se entre as seis
endemias consideradas como prioridade em saude publica (GONTIJO & MELO 2004; MELO
2004; BRASIL 2006).

Mundialmente a leishmaniose visceral ¢ considerada a terceira mais
importante doenga transmitida por vetor e as estimativas ¢ que existam de 1,5 a 2 milhdes de
casos, com até 350 milhdes de pessoas com risco da infec¢do e doenca (REITHINGER &
DUJARDIN, 2007).

Considerada endémica em varios paises, tem ampla distribuicio na Asia,
Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas, onde é comumente denominada
leishmaniose visceral americana (LVA); ja foi descrita em pelo menos 12 paises da América
Latina onde o Brasil detém 90% dos casos (BRASIL, 2006).

Nas Américas a LV ¢ causada pelo protozoario pertencente ao género
Leishmania cuja espécie envolvida ¢ a Leishmania (Leishmania) chagasi, Rioux et al. 1990;
recentemente sua nomenclatura foi revista, sendo denominada de Leishmania (Leishmania)
infantun chagasi; (SHAW 2006).

A transmissdo para o homem e outros hospedeiros vertebrados ocorre pela
picada da fémea do inseto Lutzomyia longipalpis, podendo a doenca ocorrer em diferentes
formas clinicas, incluindo a visceral (LAINSON & RANGEL, 2005, CELESTE et al., 2004).

Trata-se primariamente de uma zoonose de animais silvestres, transmitida

por insetos flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis (Psycodidae: Phlebotominae),



16

que acomete animais domésticos e seres humanos de forma acidental. O flebotomo esta
sempre presente onde tem a doenga, sendo, portanto, o mais importante na epidemiologia da
leishmaniose visceral no Brasil (LAINSON & RANGEL 2005)

A leishmaniose visceral ja foi descrita como doenca esporadica do ambiente
silvestre ou rural, do Nordeste brasileiro, mas nas ultimas décadas tem sido relatada como
reemergente, de transicdo epidemioldgica, com incidéncia crescente em dreas antes
consideradas indenes ou esporadicas (BEVILACQUA E ALVES, 2004).

A expansdo da doenga vem associada a mudancas no padrio de
transmissdo; apos o processo de ruralizagdo, varias cidades de diferentes regides do pais
experimentam o processo de urbanizacao no interior do pais.

Esse processo de urbanizag¢do da LV foi primeiro alertada por Deane (1956)
em seu classico estudo sobre a doenga e a partir de entdo foi constatada em varias cidades de
pequeno e médio porte. Tem sido descritos casos em ambientes urbanos, como Rio de Janeiro
(RJ), Belo Horizonte (BH), Campo Grande (MS), Aracatuba (SP), Palmas (TO), entre outros
(Brasil, 2006).

Devido a expansdo da doenga com numeros significativos de casos, a
Organizagdo Mundial de Saitde (OMS) passou a considerar a leishmaniose uma das
prioridades entre as doengas tropicais (BEVILAQQUA & MELO 2004).

Diante desse quadro, percebe-se a necessidade de medidas de diagndstico e
controle mais eficazes, de forma a elucidar melhor os casos positivos especialmente nos
reservatorios domésticos, onde o cdo ¢ considerado o principal foco para infecgdo humana,
atualmente sendo o grande problema em areas urbanas, visto que convive muito préximo do
homem e em muitos casos, fazendo parte da familia, como uma peca importante de varias
atribuicdes para os humanos, como animais de companhia, de trabalho ou de lazer.

De acordo com Bevilagqua & Alves (2004), buscar um teste com alta
sensibilidade para os inquéritos caninos, permitiria uma menor taxa de caes negativos,
evitando a permanéncia de cdes positivos como fonte de infeccdo para o vetor e desse para os
seres humanos e animais.

O diagnostico imunolégico tem sido utilizado em diferentes formas tanto na
leishmaniose humana quanto canina; os testes diferem na sua sensibilidade e especificidade,
na sua aplicagdo pratica, considerando as condigdes de campo e disponibilidade de reagentes.
Apresentam limitagdes, € podem se mostrar positivos durante um longo periodo apos
tratamento, ¢ em casos de doenga subclinica nem sempre a positividade tem significado de

doenga (GONTIJO & MELO 2004).
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De acordo com os autores o teste de ELISA (Enzime-Linked Imunosorbent
Assay) ¢ o mais utilizado nos diagndsticos imunoldgicos, embora nos inquéritos
populacionais a RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta) seja o teste de escolha, ndo
sendo contudo indicado para estudos em larga escala; o ELISA apresenta —se mais sensivel,
permitindo detecgdo de baixos niveis de anticorpos, apesar de ser pouco preciso em doengas
subclinicas; no entanto tem bom desempenho na leishmaniose visceral canina.

Esse trabalho pretende elucidar o desempenho do ELISA para o diagndstico
da infec¢do canina em focos urbanos com diferentes intensidades de transmissdo e se um
antigeno molecularmente definido (Hsp83), apresentaria vantagens sobre um antigeno bruto
(lisado de L. infantum chagasi). Essas informagdes também seriam tteis para orientar melhor

as estratégias de controle tomando por base o perfil desses focos em ambientes urbanos.
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1.2 Objetivos
1.2.1. Geral

Investigar o comportamento da leishmaniose visceral em diferentes focos

urbanos de enzootia canina na cidade de Palmas - Tocantins.

1.2.2. Especificos

* Descrever a soroprevaléncia da infec¢do canina em areas onde a
transmissao da doen¢a aos humanos ¢é considerada intensa e
baixa.

* Comparar indices de desempenho de diferentes apresentagdes
antigénicas ( lisado cru e rHsp83) por meio do Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA).

e Utilizar como teste padrao ouro o exame parasitologico nas duas

areas de estudo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas epidemiologicas da LVC

Atualmente a leishmaniose visceral americana ¢ endémica em populacdes
tropicais e subtropicais e vem sofrendo alteragdes com a evolugdo; as degradacdes ambientais,
migracao populacional, fator determinante para a predominancia da pobreza nas periferias dos
grandes centros urbanos determinaram sobremaneira o processo de urbaniza¢do da doenga;

com essas perspectivas a leishmaniose visceral vem apresentando um carater endémico

epidémico no Brasil (CABRERA 1999).

Esses fatores podem ser observados nos seguintes mapas.

G

. Endemic areas

Figura 1: Areas endémicas de leishmaniose distribuidas no mundo - Fonte: www.who.int

/leishmaniasis /leishmaniasis _maps/en/index2.htm
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Figura 2: Distribuicdo da Leishmaniose Visceral no Velho e Novo Mundo - Fonte:

www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index2.htm

A expansdo geografica em diferentes regides contribuem para a distribuicao
da doen¢a no mundo; as regidoes Nordeste, Sudeste, Norte e Centro-Oeste do Brasil ja
vivenciaram ou vivenciam epidemias de leishmaniose visceral canina (LVC) e humana
(BEVILACQUA & MELO, 2004).

A epidemiologia organiza-se para ser utilizada como ferramenta de trabalho
para lidar com a saude/doenca em ambito populacional; no século XVIII na Europa o
movimento da Medicina Social influenciou muito a estruturagdo da epidemiologia; nesse
contexto, a vigilancia epidemioldgica articula-se as praticas sanitarias e compreende o
acompanhamento de doengas consideradas prioritarias, o monitoramento ambiental e das
condig¢oes de trabalho (MENEGHEL, 2002).

A epidemiologia ambiental teve inicio na Franca em 1789 e tem como
principal objetivo relacionar os processos produtivos como fontes de risco para o ambiente e
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contexto, a vigilancia epidemioldgica articula-se as praticas sanitarias e compreende o
acompanhamento de doencas consideradas prioritarias, o monitoramento ambiental e das
condi¢des de trabalho (MENEGHEL, 2002).

A epidemiologia ambiental teve inicio na Franga em 1789 e tem como
principal objetivo relacionar os processos produtivos como fontes de risco para o ambiente e
conseqiientemente, para a saide humana; vem contribuir para evidenciar a relagdo entre
ambiente e agravos a saude. O modelo basico de analise epidemiologica mantém-se baseado
no modelo etiolégico (FUNASA, 2002).

No Brasil a leishmaniose visceral apresenta-se como uma doenga de
importancia epidemioldgica relevante e atinge pessoas de todas as faixas etarias; ¢ mais
freqiiente em criangas menores de 10 anos (54,4%), sendo que 41% dos casos sdo em
menores de 5 anos (BRASIL, 2006; GONTIJO et al., 2004). Essa susceptibilidade em
criangas, segundo o Ministério da Saude estd relacionada a imaturidade imunolédgica, a
desnutri¢do principalmente nas regides endémicas e a maior exposi¢do ao vetor no
peridomicilio.

De acordo com o Ministério da Saude (2006), entre 1984 a 2002 os casos de
leishmaniose visceral somaram um total de 48.455, sendo que desse niimero, 66% ocorreram
nos estados da Bahia, Ceard, Maranhao e Piaui; o estado do Tocantins e Para (regido Norte)
tiveram uma influencia significativa nas estatisticas da leishmaniose no Brasil, assim como
Mato Grosso do Sul (regido Centro Oeste), Minas gerais e Sdo Paulo (regido Sudeste).

A taxa de incidéncia da doenga para o pais variou entre 1 e 3 casos por
100.000 habitantes, sendo que esses valores sdo mais elevados para regiao Norte e Nordeste,
embora se encontre em expansdo também nas regides Centro-Oeste e Sudeste (BRASIL,
2006).

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) analisa a
situagdo epidemiologica da doenca no pais. Seus principais objetivos sdo diminuir a taxa de
letalidade, o grau de morbidade e os riscos de transmissdo, tomando medidas com relacdo ao
agente transmissor e reservatdrios (BRASIL, 2006).

No entanto, para que essas medidas sejam colocadas em pratica, deve haver
a colaboracdao da populagdo, um bom treinamento para os agentes de saide € um bom
relacionamento entre os setores de saude privados e publicos. O PCLV atribuiu como critérios
de avaliacdo uma metodologia baseada na classificacdo das areas com e sem transmissao,
objetivando também incorporar os municipios silenciosos, ou seja, aqueles sem ocorréncia de

casos humanos (BRASIL, 2006).
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Ainda segundo o Ministério da Saiade (2006), para realizar essa
classificacdo € necessario que seja feita uma média de casos dos ultimos cinco anos, tendo
como base os dados emitidos pelas Secretarias de Saude, os quais passam por uma selegdo e
em seguida uma estratificacdo segundo a média de casos. Posteriormente, as areas de
transmissdo sdo identificadas da seguinte maneira:

Como areas de transmissao esporadica a média menor que 2,4.

Areas de transmissdo moderada com uma média maior ou igual a 2,4 ¢
menor que 4,4.

Areas de transmissdo intensa, com uma média maior ou igual a 4,4.

A doenga tem se distribuido em algumas regides do Brasil, principalmente
nas favelas das cidades, como Santarém-Para e Teresina no Piaui; a doeng¢a nao ¢ considerada
urbana, sendo endémica da zona rural; no entanto, trabalhos recentes tém sido descritos sobre
a Leishmaniose Visceral em Belo Horizonte, Minas Gerais Aragatuba e Sao Paulo (SILVA et
al.,2001; CAMARGO - Neves et al., 2001; SHAW, 2007).

O Ministério da Satde (2006), mostrou o quadro da situagdo da
leishmaniose visceral relacionada a periurbanizacdo e urbanizacdo destacando os surtos
ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA),
Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagari (BA),
Trés Lagoas (MS) Campo Grande (MS) e Palmas (TO).

A doenca ¢ conhecida como propria de areas de clima seco com
precipitagdes pluviométricas anuais inferior a 800 mm, ambientes com aspecto fisiografico
composto por montanhas e vales; no entanto, esse perfil comegou a mudar; observando-se
casos nas periferias dos grandes centros urbanos, provocados provavelmente pelas
transformagdes ambientais, pela migracdo intensa e pressdes socio-econdmicas (BRASIL
20006).

O Brasil apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados,
devido sua ampla dimensdo geografica, envolvendo especialmente as regides Norte, Nordeste,
Centro Oeste e Sudeste. Devido as extensas areas dessas regides, do nosso pais, as
leishmanioses tém se expandido, sendo a visceral mais restrita ao Nordeste ¢ Sudeste
(BORGES et al. 1999).

O estado do Tocantins, ¢ um dos estados mais jovens do Brasil, criado pela
Constituicdo de 1988; estd localizado na regido Norte do pais e apresenta uma area de
278.420 km2 com uma populacdo de 920.116 habitantes distribuidos em 126 municipios
agrupados em 8 microregides (IBGE 2006).
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Geograficamente faz fronteira com os estados do Maranhao, Para e Goias;
atualmente vem apresentando muitos casos de leishmaniose visceral canina (LVC),
especialmente em Palmas, capital do Estado e Araguaina, um dos maiores municipios do
Estado (SESAU 2008).

Dentre os municipios avaliados pela Secretaria Estadual de Saude nos
ultimos trés anos, foi observado uma evolucdo importante de casos; no periodo de 2005 a
2007, em 76 municipios do Estado, onde foi feito inquérito em humanos, 9 sdo considerados
de transmissdo intensa, 06 de transmissdo moderada , 48 de transmissdo esporadica e os
demais entre vulneravel a receptivo e sem transmissao, considerando o estrato de classificagdo
epidemiologica

Em 2005, Palmas, apresentava uma média de casos dos ultimos cinco anos
de 37,8; atualmente, nos ultimos trés anos, apresenta uma média de casos de 35,7, indice
menor apenas que Araguaina que apresenta uma média de 90,6 casos no mesmo periodo.
Portanto, o Municipio ¢ considerado de transmissao intensa para a doenga (SINAN /SESAU,
2008).

De acordo com dados da Secretaria de Saude do Municipio de Palmas, no
periodo de 2001 a 2006, algumas regides da cidade ja sdo consideradas de transmissao intensa
para leishmaniose humana, por apresentar estrato 3 de referéncia para vigilancia e controle da
leishmaniose visceral, com média maior ou igual a 4,4 dentro dos critérios de classificacao
epidemiologica da Vigilancia em Saude. Dentre elas destaca-se a quadra Aureny III, uma das
regides utilizadas neste estudo.

Entre os cinco diferentes tipos de vegetacdo encontrados no Brasil,
Tocantins tem dois: a Floresta Amazonica caracterizada por apresentar terra firme ou Floresta
Ombroéfila e¢ a Savana, ambos denominados Bioma Amazonia e Bioma Cerrado
respectivamente. Isso esta justificado devido o Estado se encontrar localizado em uma zona
de transi¢ao geografica entre o cerrado ¢ a floresta amazdnica (SILVA, 2007).

Segundo dados do IBGE (2007) o Bioma Amazonia ocupa 9% do territorio
do Estado e o restante (91%) estd ocupado pelo Bioma Cerrado; dentro do aspecto
fitoecologico, a area ecologica dos cerrados seria menor que a atual e as populagdes indigenas
tem um papel fundamental na sua expansao.

De acordo com Silva (2007) ultimamente, a ocupacdo humana e a
constru¢do de estradas vem descaracterizando essa paisagem do cerrado e transformando-o
em ilhas inseridas em agroecossistemas; essa transformacdo antropica promove grandes

perdas da biodiversidade, assim como contribui para a enorme heterogeneidade do bioma.
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O desmatamento, provocado pela implantacio de grandes projetos de
abertura de estradas, como por exemplo, a Belém-Brasilia, hidrelétricas e expansdo da
atividade agropecuaria, também vém desenvolvendo um importante papel na desestruturagao
do bioma, do seu mosaico paisagistico diferenciado fitofisionomicamente em cerrado sentido
restrito, cerraddo, mata ciliar, mata de galeria, campo sujo, campo rupestre, campo limpo,
parque de cerrado, palmeiral e vereda (SILVA, 2007).

Hidasi Filho (2002, p.10) citando Nascimento 1986, mostra as
caracteristicas fitofisionomicas do estado de Goids, caracterizado principalmente por matas de
galerias ou ciliar, nas proximidades de vales fluviais, com arvores de médio porte, fechadas,
criando um microclima favoréavel a presenga de flebotomineos.

No Tocantins, segundo Silva 2007, as matas ciliares sdo definidas como
vegetacdo florestal, encontrada as margens dos rios de médio e grande portes, formando
galerias fechadas sobre os cursos d’agua. O cerrado no sentido restrito ¢ caracterizado por
arvores baixas, inclinadas, tortuosas, retorcidas com evidéncias de queimadas.

As areas de cerrado, galeria e campo sdo bem visualizadas na figura 4,

mostrando o perfil fisico do municipio de Palmas — TO.

Imagem de Satéite Classiicada
Campo /R
Cenado
Gerrad

fo UHE Luis Eduardo
(UHE Lajeado)

Pasto

Cerradéao Pasto Urbano

Figura 3: Uma visdo da cidade de Palmas capital do Estado quanto aos ecoOtonos. Site: www.palmas.to.

gov.br/secretarias/sduh/dados/multifinalitarios/perimetro_urbano de palmas

Nos paises europeus, localizados as margens do Mediterraneo, a co-infec¢ao

HIV/Leishmania tem sido relatada, podendo ocorrer em 2% a 5% dos pacientes com
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Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS); também foram relatados casos na Espanha, Franca e
Italia Ferreira & Borges 1996 citado em Hidasi Filho (2002, p.09).

Nesse contexto, o aumento de casos de leishmaniose visceral atualmente,
pode ser explicado pela melhora no diagnostico e pelo aumento da notificagdo, mas também a
outros fatores importantes como controle de reservatérios e aumento na deteccdo de casos
associados a outras doengas, entre elas, HIV/AIDS (RUTHINGER & DUJARDIN 2007a).

Esse perfil estd demonstrado nos mapas a seguir.
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Figuras 4 ¢ 5 : Demonstragdo da distribui¢do das co-infecgdoes de HIV/Leishmania no mundo (WHO 2003;

Distribuicdo do Velho Mundo e¢ Novo Mundo leishmaniose cutanea Fonte: www.who.int /leishmaniasis

/leishmaniasis _maps/en/index2.htm

A evolugdo da tecnologia e a globalizacdo tem promovido mudangas
importantes na vida das pessoas; o0 movimento do comércio no mundo inteiro, as constantes
migragoes de pessoas que necessariamente permanecem em locais endémicos por longos
periodos, e que junto aos seus familiares levam seus cdes consigo; o grande movimento
turistico favorece o transito de pessoas a diferentes lugares, e faz com que a doenga as vezes
aparega em locais antes nunca detectada (SHAW, 2007).

Os mesmos pesquisadores alertam para uma infinidade de fatores
envolvidos no processo de transmissdo da doenca no mundo, devido aos diferentes tipos de
contato reservatorio’homem e vetor, o que pode determinar uma mudanga no nivel de
imunidade, predispondo a presenga ou ndo da doenga clinica. O cenario que tem se
evidenciado atualmente com as infecgdes em individuos imunossuprimidos, tem demonstrado
um maior numero de casos notificados da leishmaniose visceral.

Segundo Desjeux (2004), essas situacdes denotam as dificuldades
encontradas para o controle da doenga e mostra a necessidade de mais estudos para avaliagao

da eficécia e efetividade das medidas de controle atualmente implantadas.
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2.1.1. Agente etiologico da leishmaniose visceral

Os agentes etiologicos da leishmaniose visceral sdo protozoarios
tripanossomatideos do género Leishmania, parasitas intracelulares obrigatorios de
macrofagos, com uma forma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor, e outra aflagelada ou amastigota, encontrada nos tecidos de vertebrados
domésticos, silvestres e humanos (BRASIL, 2006).

No Mediterraneo, a leishmaniose visceral ¢ causada pela Leishmania (L.)
infantun, transmitida por insetos do género Phlebotomus. Na América Latina a leishmaniose ¢é
denominada Leishmaniose Visceral Americana (L.V.A.), causada pela Leishmania chagasi
anteriormente conhecida como Leishmania donovani (WHO, 1996).

Em estudos realizados por Cunha e Chagas em 1937, no estado do Para foi
isolada uma nova espécie de Leishmania, a L. chagasi; posteriormente, Cunha 1942 citado
por Lainson & Rangel (2005 ) em estudos mais aprofundados com exames sorologicos
demonstrou que a L. chagasi era idéntica a L. infantun do Mediterraneo; ainda existem
divergéncias entre os pesquisadores com relacdo a taxonomia da Leishmania chagasi, hoje
taxonomicamente denominada Leishmania (Leishmania) infantun chagasi (SHAW, 2006).

Segundo os mesmos autores a L. chagasi ¢ na verdade a L. infantun, e foi
introduzida nas Américas através de cdes que acompanhavam colonizadores europeus. A
posicao taxondmica do parasito Leishmania est4 descrito no anexo.

O estadio de amastigota do agente etiologico da leishmaniose ¢ de 2,0 a 6,0
um de comprimento por 1,5 a 2,0 um de largura; a forma promastigota tem uma dimensao de
14 a 20 um de comprimento por 1,5 a 4,0 um de largura e o flagelo com 30 um de
comprimento Urquhart, G.M. et al, 1992 citado em Cabrera (1999, p.10).

O parasito tem como hospedeiro, o homem, o c3o e uma ampla variedade de
animais silvestres e hospedeiros intermediarios os insetos flebotomineos (WHO 2003).

A preferéncia pelo Sistema Monocitico Fagocitario (SMF) do vertebrado
infectado pelo protozoario L.(L.) i. chagasi determina o quadro de doenga cronica e infecciosa
da leishmaniose visceral, associado a episddios febris, emagrecimento progressivo,

hepatoesplenomegalia grave, anemia e micropoliadenia (CABRERA, 1999).
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2.1.2. Vetor

O vetor responsavel pela transmissdo da leishmaniose, ¢ um inseto do
género Lutzomya, conhecido popularmente como mosquito-palha; pertence a familia
Psychodidae, espécie Lutzomya (L.) longipalpis LUTZ & NEIVA (1912). Apenas as fémeas
sao hematofagas, e preferem se alimentar a noite; sdo as fémeas as principais vetoras do
agente da leishmaniose visceral na regido neotropical, atualmente apresentando ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo com freqiiéncia no peridomicilio (ANDRADE FILHO, et
al.,2001).

A leishmaniose visceral tém portanto, como hospedeiros invertebrados espécies de
flebotomineos hematofagos, pertencentes ao géneros Phlebotomus, no Velho Mundo e
Lutzomyia, no Novo Mundo, onde trés espécies tém sido incriminadas, a L. longipalpis, L.
evansi € a L. cruzi. Entretanto, a L. longipalpis tem o mais destacado papel epidemioldgico na
transmissao da doenca (TRAVI et al., 1996; GALATI et al., 1997) citados em Ribeiro ().

No Brasil, segundo o Ministério da Satide (2006) a distribuicdo geografica
de L. longipalpis ¢ ampla e estd em expansdo, principalmente em quatro regides: Nordeste,
Norte, Sudeste e Centro-Oeste ¢ as espécies que estdo relacionadas com a transmissdao da
leishmaniose visceral sdo a Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo esta ultima

incriminada como vetora no Estado do Mato Grosso do Sul.

2.1.2.1 Ecologia do inseto

Segundo Rey 1991, citado em Cabrera (1999), as fémeas estdo implicadas
na transmissdo do parasito, as quais sdo hematofagas, apesar de se alimentarem também de
sucos vegetais, alimentacao regular dos insetos machos. As fémeas sdo bastante ecléticas com
relagdo as suas preferéncias alimentares, o que justifica sua presenga em galinheiros e em

locais onde vivem suinos caprinos e eqiiinos.
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Figura 6: Lutzomyia longipalpis - Foto: cortesia de Luis Dickson (Institituto Evandro Chagas)

Evandro Chagas, em 1936 observou a presenga do flebotomo Lu.
Longipalpis em focos de calazar no Nordeste brasileiro (LAINSON & RANGEL 2005); de
acordo com os autores a presenca do inseto sempre esta relacionada a ocorréncia da
leishmaniose visceral; no entanto outros vetores também ja foram citados no estado do Mato
Grosso do Sul (Lutzomyia cruzi) e na Colombia e Venezuela (Lu. Evansi), segundo Santos et
al., 1998.

Os fleboétomos sdo designados como pequenos insetos alados da Ordem
Diptera e da familia Psychodidae; a L.(L.) chagasi é considerado um parasito digenético, ou
seja, obrigatoriamente deve passar por um hospedeiro invertebrado. Os flebotomineos sdao os
insetos de escolha pelo parasito transmissor da leishmaniose visceral (CABRERA 1999).

Segundo Sherlok 1996 citado em Cabrera (1999 p.12) ha uma variagdo
sazonal da densidade de Lu. Longipalpis; segundo o autor, a espécie apesar de ocorrer durante

todo o ano ¢ mais abundante de abril a junho e de outubro a dezembro.
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Nas Américas a transmissdo para o homem também ocorre por insetos
vetores do complexo L .longipalpis (Psychodidae:Phlebotominae); nos vertebrados os
parasitos tém preferéncia pelo sistema monocitico fagocitario, afetando especialmente o bago,
figado e medula 6ssea Lainson & Rangel 2006 citados em Garcez et al. (2007).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2006) a distribuicdo geografica
de Lutzomyia longipalpis ¢ ampla e estéd distribuida em quatro das cinco regides implicadas na
manifestacdo da doenga: sdo as regides Nordeste, Norte, Sudeste e Centro Oeste.
Especialmente nas regides Norte e Nordeste este inseto era encontrado participando do sitio
primario de transmissdo nas matas; sua adaptacdo as areas rurais foi incriminada a presenca
de animais silvestres sinantropicos.

No final da década de 80, observou-se a adaptacdo do inseto aos ambientes
urbanos, preferencialmente aos grandes centros, nas periferias, onde sdo encontrados tanto no
peridomicilio como no intradomicilio. A L. longipalpis adapta-se facilmente aos
peridomicilios, a temperaturas variadas e pode também ser encontrada em abrigos de animais
domésticos (BRASIL, 2006).

No interior das florestas, o Lu.longipalpis realiza seu repasto sanguineo em
marsupiais e canideos silvestres, tornando assim possivel manter o parasito L.(L.) infantun
chagasi em um ciclo enzoo6tico (Lainson ef al., 1990). Segundo o Ministério da Saude (2006),
a atividade dos flebotomineos ¢ crepuscular e noturna; durante o dia ficam em repouso,

preferencialmente em locais sombreados e imidos.

2.1.2.2 Reservatorios

2.1.2.2.1 O ser humano

De acordo com Brandao Filho (2006), acredita-se que as pessoas infectadas
sejam apenas hospedeiros acidentais de L.infantun, mas ja existem evidencias de que pessoas
infectadas também possam vir a ser reservatdrio da infeccdo por flebotomineos. Segundo o
autor, algumas duvidas ainda devem ser esclarecidas sobre os portadores assintomaticos
(humanos); seriam eles reservatorios nas areas urbanas?

Cabrera 1999 comenta sobre a discussdo de alguns autores com relacdo a
possibilidade do homem vir a ser reservatorio da leishmaniose visceral; foi verificado a
pequena parasitemia na pele de humanos em 1956 por Deane, ¢ por isso ele ndo seria um bom

reservatorio € nao serviria como fonte de infec¢do para o vetor, principalmente se levar em
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consideragdo o grande nimero de parasitos encontrados na pele de outros invertebrados em
areas endémicas.

Segundo o Ministério da Satde (2006) ndo existe susceptibilidade em
humanos com relacdo a idade, sexo e raga; no entanto, as criangas e idosos sdo 0s mais
susceptiveis. Apenas uma pequena parcela de individuos desenvolvem a doenga, apresentando
sinais € sintomas.

Com relagdo a imunidade no homem,caso nao desenvolva a doenga o ser
humano permanece reativo aos exames por longos periodos; isso significa que a Leishmania
ou alguns de seus antigenos pode permanecer no organismo infectado por longos periodos

apos a infeccdo ( BRASIL, 2006).

2.1.2.2.2 O cao doméstico e outros reservatorios silvestres

O cao ¢ considerado o principal reservatorio doméstico da doenga e os
programas de controle no Brasil, t€ém como principal foco, a eliminagdo de caes soropositivos.
No entanto, a eliminagdo dos animais parece ndo ter associacdo com a reducdo da doenca em
humanos, (BEVILAQQUA & MELO 2004).

A despeito de alguns estudos inferirem a efetividade dessa medida um dos
principais problemas esté relacionado a limitada precisdo no diagnostico soroldgico, portanto
¢ necessario que sejam avaliados métodos de diagndstico mais sensiveis e eficientes nos
servigos de saude publica (PALATINIK et al.,2004; COSTA et al., 2007).

Segundo o Ministério da Satude (2006) e Gontijo & Melo (2004), a enzootia
canina tem precedido a ocorréncia da leishmaniose em humanos; o cao (Canis familiaris) é o
principal reservatorio doméstico, € no ambiente silvestre tanto a raposa (Dusycion vetulus e
Cerdocyon thous) quanto os marsupiais (Didelphis albiventris) tém sido os principais
vertebrados incriminados como reservatorios.

As duas espécies de raposas estudadas e que se apresentaram naturalmente
infectadas foram encontradas no Ceard (Lycalopex vetulus) no Pard e Minas Gerais
(Cerdocyon thous), segundo Gontijo & Melo, 2004. Alguns autores, entre eles, Courtenay et
al., (1996), no entanto questionam a espécie Lucalopex vetulus como reservatério da L.
chagasi; eles acreditam que apenas a espécie Cerdocyon thous tem o parasito.

J& os marsupiais tém sido encontrados com mais freqiiéncia infectados por
protozoarios flagelados como Trypanossoma e Leishmania os quais tem maior importancia

em Saude publica; a espécie Didelphis marsupialis (Marsupialia, Didelphidae) tem sido
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relatada no Rio de Janeiro (CABRERA, 1999). Segundo o autor, esses animais sao
encontrados facilmente em quintais de residéncias oriundos de florestas alteradas por acao
antropica.

No entanto o cdo vem sendo incriminado como o principal reservatério do
parasita da leishmaniose visceral e ¢ o grande responsavel pelo ciclo no ambiente domiciliar e
peridomicilar, uma vez que o0s reservatérios nao mantém um contato maior com o
peridomicilio. Sendo, portanto, o cdo a principal fonte de infeccdo para o homem a
Organizacdo Mundial de Satde preconiza seu sacrificio em dreas endémicas (LAINSON,
(1990), LEAO (1996), WHO (1996) E BOBASCHI E NUNES (2007).

Segundo Gontijo & Melo (2004), tanto os marsupiais quanto os canideos
silvestres podem promover uma importante ligacdo entre o ambiente doméstico e silvestre por
apresentarem habitos sinantrdpicos e apesar de ser o cdo considerado a fonte de infec¢ao mais
importante para o homem, é necessario mais estudos para se determinar o papel desses

animais na manutenc¢ao da transmissao da leishmaniose visceral.

2.1.3 Leishmaniose visceral e o processo de urbanizacio

A leishmaniose ¢ uma doenga que apresenta um importante significado
clinico e epidemiologico, envolvendo diferentes espécies do género Leishmania; tanto vetores
flebotomineos quanto reservatorios hospedeiros estdo envolvidos nos ciclos de transmissdo
antropondtico e zoonético (TORRES & BRANDAO FILHO, 2006).

A urbanizacao da leishmaniose visceral em muitas regides do Brasil ¢ real;
entre outras razdes, esta a adaptagdo do principal vetor, Lutzomyia longipalpis e o proprio
desenvolvimento urbano (SHAW, 2007).

Nos paises em desenvolvimento da América do Sul o controle da
Leishmaniose Visceral ¢ mais complexo do que nos paises do Mediterraneo; nos paises em
desenvolvimento fatores ecoldgicos, epidemiologicos e sdcio-econdmicos reduzem o impacto
dos programas de controle (TORRES & BRANDAO FILHO, 2006).

Existem fortes evidéncias do aparecimento de infec¢des concomitantes com
o HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e Leishmania, proporcionando a co-infec¢ao HIV-
Leishmania um carater de doenga também emergente. O fato de existirem sobreposi¢do de
areas geograficas de ocorréncia de Leishmaniose e HIV/AIDS tem sido intensificada pela

urbanizag¢do de uma e ruralizagdo da outra, respectivamente (WHO 1997).
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O fato de ser o cdo doméstico no Brasil (Canis familiaris) incriminado
como um importante reservatério da infeccao por Leishmania infantum chagasi (), ocorre
porque ¢ altamente susceptivel a infeccdo; freqlientemente sdo observados altos indices de
parasitismo na pele desses animais, e sdo considerados fonte de infec¢do para humanos
principalmente devido a estreita relagdo com o homem nas areas urbana e rural ( TORRES &
BRANDAO FILHO, 2006).

Em areas endémicas as condi¢des socio-econOmicas, ambientais ¢ habitos
de vida da populacdo, sdo fatores importantes na epidemiologia da leishmaniose visceral,
essas condigdes sdo fatores essenciais para o desenvolvimento da doenga em areas rurais e
periurbanas onde predomina a populacdo com baixo nivel econdmico e moradias precarias;
em Sdo Luis do Maranhdo, Brasil, os focos da doenca foram mais observados em regides
periurbanas invadidas e ocupadas apds desmatamento (NASCIMENTO et al., 2005).

Estudo realizado por Jeffrey Shaw (2007) ilustra a epidemiologia da
leishmaniose se expandindo em areas territoriais nao mais relacionadas a fenomenos naturais
e sim pela atividade humana; segundo o autor, parece ndo haver mais nenhuma davida de que
todas as espécies de leishmania tém origem zoonoética.Muitos fatores t€ém sido incriminados
na expansao da leishmaniose; Dujardin (2006) considera que as mudangas ambientais,
imunossupressao, falha no tratamento sdo as principais causas da emergéncia e re-emergencia
da disseminagdo da doenga; isso varia de regido para regido. Segundo o autor muitos
profissionais também tem sido vitimas da doenca principalmente nas for¢as armadas, quando

sdo enviados a areas endémicas.
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Figura 7: Area urbana de uma regido considerada endémica e de transmissdo intensa para

LVC Foto: Lucilandia M. Bezerra (2007)

No entanto, a presenca do cdo no domicilio e peridomicilio parece ndo ser
um fator de risco primordial para a infec¢do, como a presenca do vetor; segundo Nascimento
(2005), o controle vetorial ¢ mais efetivo no controle da doen¢a. Um estudo realizado em Sao
Luis do Maranhao pela mesma autora, verificou que a presenca do cao nao esteve associada a
infecgdo por L.infantum chagasi na Ilha.

Pereira et al.,, (2004) ressaltam a importancia da identificagdo da espécie
vetora e a determinacdo da taxa de infec¢do natural nas regides endémicas na entomologia
médica; um estudo realizado pelos mesmos autores na Amazonia maranhense em 2004
mostrou uma taxa de infeccdo de 0,4% de L.whitmani demonstrando a participacdo dessa
espécie na transmissao de leishmania em mamiferos em Buruticupu no Maranhao.

Em diversas regides do Brasil, tem se verificado a urbanizagao da doenga,
em diferentes periodos do ano; sua evolug¢ao tem sido verificada ndo apenas nas periferias,
mas também nas regides centrais dos municipios estudados.

A distribuicdo geografica da leishmaniose visceral na Bahia ¢ ampla,
especialmente na regido central do estado; no periodo entre 1985 a 1998 a Bahia foi

responsavel pela notificagdo do maior numero de casos da doenga no Brasil, exceto nos anos
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de 1993 e 1994; entretanto, estudo realizado entre 1995 ¢ 2000 sobre as agdes de controle em
uma area endémica, ndo foi observada associagdo entre a prevaléncia de caes soropositivos ¢ a
incidéncia de casos humanos (OLIVEIRA & ARAUJO, 2003).

No Rio de Janeiro, apesar de ter sido capturado flebotomineos em 18
regides do Municipio, o L.Longipalpis predominou em apenas uma delas (Barra de Guaratiba,
46,80%), permanecendo ausente nas outras localidades, o que permite concluir que outros
flebotomineos como L.migonei e L.firmatoi pertencentes a0 mesmo grupo parafilético da
espécie vetora na cadeia de transmissdo, sdo capazes de transmitir a Leishmaniose Visceral na

regido (SOUZA et al., 2003).

2.1.4 Transmissao

A cadeia de transmissdo da leishmaniose visceral possui trés componentes
importantes: o vetor, o reservatério ¢ o homem susceptivel, sendo o cdo o principal
reservatorio doméstico e importante fonte de infec¢ao para o vetor; a principal condi¢do de
transmissibilidade em novos ambientes estd relacionada a presenga de reservatérios,
circulagdo do parasita e adaptacdo do vetor ao peridomicilio, condicdo esta favorecida por
fatores que ainda deverdo ser esclarecidos (BRASIL, 2008).

No continente americano a leishmaniose visceral ¢ transmitida ao homem
por insetos flebétomos (Psychodidae: Plebotominae) da espécie Lutzomyia longipalpis,
conhecidos na Amazdnia como “tatuquiras”; os flebétomos adquirem o parasito ao se
alimentarem em animais infectados, especialmente canideos domésticos e silvestres; os
animais silvestres sdo reservatorios naturais de Leishmania e ndo desenvolvem a doenca, ao
contrario do homem e cdo doméstico, hospedeiros acidentais que desenvolvem os efeitos
patoldgicos da infeccdo (LAINSON et al., 1983, LAINSON, 1996).

A transmissdo da doenga vem sendo descrita em varios municipios de todas
as regioes do Brasil, com excecdo da Regido Sul, sendo descrita inicialmente em ambientes
rurais e periurbanos € mais recentemente em centros urbanos como Rio de Janeiro (RJ),
Corumbéa (MS), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS),
Campo Grande (MS), entre outros; atualmente a Leishmaniose Visceral no Brasil esta
registrada em 19 das 27 Unidades da Federacdo, com aproximadamente 1600 municipios
apresentando transmissdo autoctone (BRASIL, 2006).

A transmissdo da leishmaniose visceral hoje, tem um significado importante
nos procedimentos hospitalares, como transfusoes de sangue (SHAW, 2007); o autor alerta

para o fato de que nenhum banco de sangue pesquisa anticorpos anti-leishmania, € mesmo que
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fosse feito, a deteccdo de anticorpos em pacientes saudaveis ¢ dificil; como medida
preventiva, segundo o autor, seria importante nao utilizar sangue de pessoas que tenham
visitado areas endémicas.

O autor ainda aborda as atividades turisticas como uma possibilidade
importante na disseminagdo da doenca, uma vez que muitas familias acabam viajando com
seus animais de estimacao e os periodos de quarentena ndo sdo mais necessarios para esses
animais, com o advento de vacinas eficientes para outras doengas. Os caes infectados podem
ficar por um longo periodo despercebidos e servir de fonte de infec¢do para o vetor.

Em Palmas, capital do estado do Tocantins, tem sido verificado um aumento
significativo da incidéncia da doenca desde 1999, constatado a partir da implantacdo do
Centro de Controle de Zoonoses; as modificagdes ambientais decorrentes do processo de
urbanizac¢do, a migracdo intensa de pessoas oriundas de regides endémicas e a melhoria no
sistema de informagdes sobre a notificagdo dos casos pode ter sido a principal causa da
deteccao da incidéncia da doenca no Municipio (SANTOS, 2003).

A cidade de Palmas faz parte da Regido Norte, com uma area de 2.218 Km?2
de extensdo territorial, localizada a margem direita do rio Tocantins; apresenta um clima
tropical em todo territorio do Municipio, com uma distribuicdo sazonal das precipitagdes
pluviais bem estabelecidas, acusando no ano, duas estacdes bem definidas: a estacdo chuvosa
de outubro a abril, com temperatura média variando entre 22° e 28° e a estagcdo seca nos meses
de maio a setembro, com temperatura média que varia entre 27° e 32° apresenta como
temperatura maxima, 41° (SEDUH, 2007).

Segundo dados da Secretaria de Satde do Municipio, entre 2001 e 2006
analisando os cinco anos recomendados pela vigilancia em saude, algumas quadras foram
consideradas de transmissdo intensa para leishmaniose humana, por apresentar estrato 3 de
referéncia para vigilancia e controle da leishmaniose visceral.

Esses parametros de avaliagdo estdo previstos como classificagdo
epidemiologica para determinar a classificagdo de 4areas endémicas de transmissdo em
esporadica, moderada e intensa (BRASIL, 2006).

Entre 1991 até 2003 Palmas passou por um crescimento urbano muito
intenso, com o incentivo do governo para desenvolver mais o Estado e a cidade; muitas
pessoas de todo Brasil, especialmente do Nordeste foram atraidos pela cidade mais jovem do

pais, como pode ser observado no mapa a seguir.
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Figura 8: evolugdo da cidade, segundo dados extraidos da Secretaria de Desenvolvimento Urbano e

Habitagdo de Palmas - TO; site:www.palmas.to.gov.br/secretarias/sduh/dados/multifinalitarios/perimetro
urbano_de palmas_/rede de saude

Em decorréncia da urbanizagdo da leishmaniose visceral ser um fator
relativamente novo, se conhece pouco sobre a epidemiologia em focos urbanos; o processo de
transmissao da doenga no cendrio urbano parece ser mais complexo e variado do que no rural;
tem-se observado que a estrutura agraria no Brasil mudou muito nos ultimos anos, com a
migra¢do populacional da zona rural para os grandes centros, o que contribuiu para o
favorecimento de doengas emergentes e reemergentes nas cidades, inclusive o calazar

(GONTIJO & MELO, 2004).

Uma estimativa de mais de 600 soldados americanos contrairam

leishmaniose no Iraque, desde 2003; no Reino Unido, verificou-se também um grande nimero

de casos diagnosticados, quadruplicados nos ultimos 10 anos. O aumento de co-infec¢des
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associadas a doenga, a urbanizagdo e desmatamento, conflitos armados e turismo, sao fatores
que contribuem para o aumento de pacientes com leishmaniose em areas onde a doenga nao ¢

endémica (RUTHINGER & DUJARDIN 2007).

2.1.5 Ciclo de vida da Leishmania (Leishmania) infantum chagasi

As Leishmanias sdo parasitos intracelulares obrigatorios do sistema
monocitico fagocitdrio. Apresentam-se com uma forma flagelada ou promastigota, encontrada
no tubo digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota nos tecidos dos
vertebrados; sdo protozoarios tripanossomatideos, do género Leishmania e no Novo Mundo, a
espécie comumente isolada ¢ a Leishmania (Leishmania) chagasi (BRASIL, 2006), hoje,
denominada Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (SHAW, 2006).

Esses parasitos tém sofrido pressdes seletivas a milhdes de anos
determinadas por mudangas ecologicas; estas transformagdes interromperam as relagdes entre
hospedeiro e vetor. No entanto, as devastagdes feitas pelo homem sdo bem maiores se
comparadas as que ocorrem normalmente na Natureza. A velocidade com que essas alteragdes
ocorreram nos ultimos 50 anos provocaram rapidas mudangas em diferentes ecotonos naturais
(SHAW, 2007).

No Brasil, segundo o Ministério da Satide (2006) a distribuicdo geografica
de L. longipalpis ¢ ampla e estd em expansdo, principalmente em quatro regides: Nordeste,
Norte, Sudeste e Centro-Oeste ¢ as espécies que estdo relacionadas com a transmissdao da
leishmaniose visceral sdo a Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo esta ultima
incriminada como vetora no Estado do Mato Grosso do Sul.

Ap0s a transmissdo do parasito pelo vetor, o periodo de incubagdo ¢ variavel
tanto no homem quanto no cdo; no homem variando de 10 dias a 24 meses, com uma média
de 2 a 6 meses; no cdo ¢ bem mais variavel, de 3 meses a varios anos, com média de 3 a7
meses. Como ja descrito anteriormente, apesar de ndo haver susceptibilidade entre raga, idade
e sexo, no homem a doenga ocorre com mais freqiiéncia em criancas e idosos (BRASIL,
20006).

Ainda segundo o Ministério da Saude (2006) em caes a susceptibilidade
também ndo esta relacionadas a raga, sexo ou idade; em caes susceptiveis apos a infec¢ao na
pele, a doenca se dissemina por todo corpo apresentando —se de forma aguda ou crdnica

dependendo das propriedades tanto do parasito quanto do hospedeiro.
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Figura 9: Céo apresentando dermatose periocular bilateral, com LVC - Foto: Lucilandia

M. Bezerra (2007)

A L. longipalpis era encontrada originalmente, nas regides Norte e
Nordeste, em areas de matas, participando do primeiro ciclo de transmissao; progressivamente
o0 inseto passou a adaptar-se ao ambiente urbano, em periferias de grandes centros, podendo
ser encontrado em peridomicilios (canis, galinheiros, chiqueiros) e intradomicilio; ha
evidéncias de que o periodo de maior transmissdo da leishmaniose visceral ocorra durante e
logo apds a estagdo chuvosa, quando ha um aumento da densidade populacional do inseto
(BRASIL, 2006).

De acordo com o IBGE (2007), a maior parte da populagdo (85%) vive nas
cidades; isso favorece o aparecimento de doengas emergentes e reemergentes, entre as quais
estd a leishmaniose ou calazar. Outros fatores acabam influenciando este problema, como as
mudangas ambientais climaticas e antropicas, além de pouco investimento em educagao,
saude e principalmente adaptacdo do vetor nesse ambiente modificado pelo homem
(GONTIO & MELO 2004).

Palmas tém demonstrado um perfil de desenvolvimento urbano
intensificado pelo desmatamento e expansao geografica; foi verificado um aumento do indice
da doenca de dezembro de 2000 a janeiro de 2001, associado ao periodo chuvoso, segundo

Santos (2003); de acordo com a autora, no periodo de 1999 a 2002, foi observado um
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aumento do numero de casos no Municipio, devido as condi¢des ambientais favoraveis ao
aumento da populagdo de insetos no periodo chuvoso.

Tabela 1: dados de leishmaniose visceral canina entre 2001 ¢ 2006 na

cidade de Palmas —TO — fornecidos pelo Centro de Controle e Zoonoses

do Municipio no ano de 2006. Os dados se referem até o més de junho

do mesmo ano.

2 2 2 2 2 2

001 002 003 004 005 006
N° de amostras 3 2 7 2 2 1

coletadas 353 934 300 415 905 463
4 5 2 7 1 7

30 69 468 90 203 27

N° de caes soropositivos

O ciclo biolégico da L.longipalpis ocorre no ambiente terrestre e inclui
quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto; as fémeas colocam seus ovos
sobre um substrato imido com alto teor de matéria organica no solo, onde os ovos eclodem
entre 7 ¢ 10 dias apo6s a postura; a atividade dos flebotomineos é noturna ou crepuscular e a
infeccdo ocorre quando as fémeas, ao sugarem sangue de mamiferos infectados, ingerem
macrofagos parasitados com o parasito na forma amastigota (BRASIL, 2006).

Ao picar um animal parasitado, o vetor retira com o sangue ou linfa, as
Leishmanias, que passam a evoluir no interior do seu tubo digestivo; as formas amastigotas
passam para a forma flagelada ou promastigota, que aumentam consideravelmente em
nimero; na pele do vertebrado, ao serem fagocitados pelos macrofagos, retornam a forma
amastigota intracelular sobrevivendo dentro dos fagolisossomos onde se multiplicam,
rompem a célula e vao infectar outros macréfagos (MELO, 2007).

ApoOs serem inoculadas, as promastigotas no local da inoculagdo sao
endocitadas pelos macrofagos onde assumem a forma amastigota; ao romperem a célula por
intensa multiplicagdo por divisdo binaria, caem no espaco intercelular sendo novamente
fagocitadas por macréfagos do Sistema Monocitico Fagocitario, posteriormente provocando

lesdes que vao determinar a doenga (CABRERA, 1999).
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Figura 10 — Ciclo de vida da Leishmania — extraido do Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose

Visceral-MS -2003.

2.2. Definicao da doenca, diagnostico e tratamento

2.2.1 A doenca em humanos e caninos

Segundo o Ministério da Saiude (2006), a leishmaniose visceral ¢ uma

doenca de notificagdo compulsoria e seu diagndstico deve ser feito o mais precoce possivel;

tanto o diagndstico, quanto o tratamento e acompanhamento dos pacientes deve ser

implantado em todas as areas com transmissao ou em risco.
A forma visceral ¢ demonstrada pelo intenso dano em 6rgdos vitais como

figado e bago; a febre estd presente e anemia grave. Se ndo tratada pode levar a morte e a

taxa de mortalidade ¢ alta nos paises em desenvolvimento (WHO, 2003).
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Figura 11 e 12: Forma visceral da LV em humanos (site: www.who.leishmaniasis.en) e em

caninos também aumento consideravel do bago (Foto/Lucilandia /2007)

Considerada uma doenca cronica, a leishmaniose visceral ou calazar, ¢é
potencialmente fatal para o homem quando ndo tratada e sua letalidade pode chegar a 10%.
Altas taxas de infeccao em canideos originarios da Amazdnia sugerem a origem autoctone € a
ocorréncia da doenca depende da presenca do vetor susceptivel e conseqiientemente, de um
hospedeiro igualmente susceptivel (GONTIJO & MELO, 2004).

De acordo com o Ministério da Saude (2006), nos ultimos anos a letalidade
da leishmaniose visceral tem aumentado gradativamente; de 1994 a 2003 houve um aumento
de 6,7%, e numa andlise parcial dos dados obtidos, em 2004, demonstrou um aumento de
26% de letalidade.

Os principais fatores de risco que podem evoluir para a morte em humanos
sdo as complicacdes infecciosas e hemorragicas, portanto, o diagndstico precoce ¢ um fator
muito importante para a redu¢cdo da mortalidade e implantacio de medidas de controle e
tratamento; os sinais e sintomas da doenga, assim como a evolu¢do clinica desfavoravel em
pacientes com LV tem sido pouco estudados (BRASIL, 2006).

No c3o, a doenga apresenta evolucdo lenta de forma sist€émica e as
manifestagdes clinicas estdo normalmente dependentes do sistema imunoldgico do animal
infectado. O quadro clinico varia de um aparente estado sadio a um estagio final severo, com

comprometimento de visceras e alteragdes dermatologicas ( BRASIL, 20006).
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A leishmaniose visceral canina pode apresentar-se classicamente com
alteragcdes na derme, como lesdes cutaneas, descamacdo e pequenas lesdes eczematosas nas
regides periféricas como orelhas, focinho, caudas e articulagdes; num estadgio mais avangado
da doenca o animal pode apresentar linfadenopatia, esplenomegalia, ceratoconjuntivite,
edemas de extremidades e até paresia posterior, assim como pode também o animal nao

apresentar nenhum sinal da doenga, embora infectado (BRASIL, 2006)

2.2.2 Diagnostico

A incidéncia da infeccdo pode ser medida apenas quando se consegue
distinguir os caes infectados dos ndo infectados; para tanto, ¢ necessario usar a presenga do
parasito para se detectar a infeccdo. Os métodos existentes para essa detecgdo sdo o
parasitoldgico, cultura ou inoculacdo em animais de laboratdrio, os quais sdo conhecidos por
suas variabilidades e insensibilidade, Schnur & Jacobson, 1987 citados por Quinnel et
al.,(1996).

O diagnéstico clinico em caes torna-se dificil devido a grande quantidade de
animais assintomaticos ou oligossintomaticos, ou seja, aqueles que apresentam sinais muito
discretos da doenca; pode em muitos casos assemelhar-se a outros quadros clinicos de
doengas infecciosas, e sua complexidade aumenta onde os padrdes socio econdmicos sao
baixos, modificando ainda mais esse quadro ( BRASIL, 2006).

Com relagdo ao diagnostico laboratorial, tanto em humanos quanto em
caninos, diferentes técnicas podem ser utilizadas, no entanto, apesar dos avangos ocorridos
nos ultimos anos, nenhum apresenta 100% de especificidade e sensibilidade; nos casos
humanos, o diagnostico ¢ baseado na clinica e epidemiologia, mas para confirmacao
definitiva, € necessario a demonstracao do parasita nos métodos parasitologicos (GONTIIO &
MELO, 2004).

Segundo os mesmos autores, o diagndstico clinico ¢ complexo em humanos
por apresentar sintomas comuns a outras doencas, como Malaria, Doenca de Chagas,
Esquistossomose, Febre Tifoide e Tuberculose; todas essas patologias cursam com febre
prolongada, hepatoesplenomegalia, anemia, hipergamaglobulinemia, dor abdominal, perda de
peso e caquexia, sintomas verificados também na leishmaniose visceral.

Em caes, a variabilidade de sintomas e o fato dos animais apresentarem-se
assintomaticos e oligossintomaticos, aumenta a complexidade do problema para a

leishmaniose visceral canina; por apresentar-se sistémica e cronica pode levar o animal a
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morte, e dependendo da fase da doenca e das condigdes imunoldgicas, muitos caes podem se
apresentar sem sintomas, mas como fonte de infeccdo para os flebotomineos (PALATINICK
et al.,2001; BRASIL 20006).

O diagnéstico clinico em caes, como ja foi exposto, acaba sendo dificultado
pela diversidade de sinais, e a grande quantidade de animais assintomaticos (GONTIJO &
MELO, 2004, BRASIL 2006). Os testes imunoldgicos, parasitologicos e moleculares sdo os
mais indicados para confirmag¢do da doenga.

Embora os testes parasitologicos tenham uma especificidade de 100% sua
sensibilidade ¢ muito variavel, devido a distribuicdo do parasito ndo ser homogénea no
mesmo tecido; por se tratar de procedimentos invasivos, por puncao esplénica e medular, nao
¢ um método utilizado em inquéritos epidemiologicos (GONTIJO & MELO, 2004).

O Ministério da Saude (2006) considera que assim como nos humanos, o
diagnéstico laboratorial ¢ baseado no exames soroldgico e parasitologico, sendo este ultimo, o
método mais seguro, porque se baseia na demonstracdo do parasito no material examinado,
obtido por pun¢do da medula 6ssea, linfonodos palpaveis, puncdo aspirativa do baco, biopsia
e escarificacao da pele.

Ressalta ainda que para a realizacdo dos exames laboratoriais ¢ importante
que se conhega a area de transmissao, suas limitagdes e interpretacdo clinica.

Outros exames podem ser utilizados, como a Rea¢do de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFT) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), que expressam os niveis de anticorpos
circulantes; atualmente, sdo os exames de elei¢do para os inquéritos epidemioldgicos caninos;
o primeiro, muito utilizado para diagnostico de varias doencas parasitarias, levando a reagdes
cruzadas com a leishmaniose tegumentar e outras hemoparasitoses, Mohammed ef al., 1986 ¢
Costa et al.,1991, citados em Alves & Bevilagqua (2004).

Os testes sorologicos muito utilizados para o diagnosticos da leishmaniose
visceral apresentam limitagdes, € o exame parasitologico tem sido utilizado para confirmagao
de diagnostico com a visualizagdo do parasito em material de biopsia ou pung¢do aspirativa de
baco, linfonodos e medula dssea; a sensibilidade desse teste ¢ mais alta (98%) quando se usa
aspirado de bago, procedimento pouco utilizado por ser invasivo e de dificil execugdo
(GONTIO & MELO, 2004).

Segundo Bevilagqua & Alves (2004) os testes diagndsticos para a
leishmaniose visceral, considerados pelo Ministério da Saude os exames de referéncia para
inquéritos epidemioldgicos, sdo a Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio

Imunoenzimético (ELISA). No entanto, esses testes diferem em sua especificidade e
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sensibilidade na sua aplicagdo pratica em condigdes de campo e na disponibilidade de
reagentes (GONTIJO & MELO, 2004).

Outros testes imunologicos como teste de aglutinagdo direta (DAT) tém
mostrado em varios estudos uma sensibilidade de 91% a 100% e 72 a 100% de
especificidade; embora seja um teste de facil execugdo apresenta problemas de padronizagdo e
controle de qualidade do antigeno (BOELAERT ef al , 1999).

Em situagdes epidémicas e inquéritos populacionais o FAST ( Fast
Agglutination Screening Test), uma variacdo do DAT tem sido testada, segundo Schoone et
al., (2001) citados em Gontijo & Melo,(2004). No entanto, no Brasil, os testes de escolha
para inquéritos e diagnostico da leishmaniose visceral sao RIFI e ELISA, de acordo com estes
autores.

As técnicas de ELISA utilizam varios antigenos crus e molecularmente
definidos na busca por um diagnostico mais sensivel e especifico para leishmaniose visceral
canina (LVC), entre os quais estdo os antigenos recombinantes e as proteinas de choque
térmico (heat shock proteins —Hsp) de Leishmania, as quais pertencem as familias 60,70,83 e
90 (GARCEZ et al., 2006).

As proteinas de choque térmico sdao descritas como antigenos
imunodominantes em varios processos autoimunes infecciosos e tumorais; as Hsp 70 e Hsp
83 de L.infantum t€ém um importante papel como antigenos imunodominantes; sdo proteinas
imunoestimuladoras da resposta humoral frente a um antigeno fusionado a elas (RICO et al.,
2002).

Em 2004, Celeste et al., observaram em um ensaio sorologico, utilizando o
antigeno Hsp 83 recombinante em ELISA para diagndstico de leishmaniose cutanea e
mucocutdnea um bom desempenho do antigeno mostrando inclusive a auséncia de reacgdes
cruzadas com Doenca de Chagas. Segundo os autores reagdes falso positivas sdo freqiientes,
quando utilizado antigenos de formas promastigotas de Leishmania.

Os antigenos crus em testes sorologicos demonstraram que o ELISA ¢
altamente sensivel para detectar a infec¢do em caes sintomaticos (93,1% a 94,1%), mas pouco
sensivel em infec¢des subclinicas em torno de 71%. (QUINNEL et al., (2001).

Segundo Gontijo & Melo (2004) ¢ necessaria a pesquisa de antigenos
purificados que possam ser utilizados como ferramenta para um diagnostico mais especifico
nos testes sorologicos, determinando maior especificidade e sensibilidade; tém sido
identificados varios antigenos, como o Anti-66KDa ( especificidade de 100%, mas

sensibilidade de 37% ), o L.major-like ( com 100% de especificidade e 92% de sensibilidade)
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para diagnoéstico canino e humano, e o rK39, bem estudado e testado no Brasil, bem
especifico para o complexo L. donovani.

O diagnostico diferencial da leishmaniose visceral ¢ importante devido a
grande quantidade de doengas com aspectos clinicos muito semelhantes (a tuberculose,
malaria, esquistossomose em humanos) , geralmente presentes em dareas endémicas; o
diagnostico parasitologico € considerado o teste padrdo para leishmaniose tanto tegumentar,
quanto visceral pela sua alta especificidade; estes exames sdo realizados pela coloracdo de
Giemsa da biopsia da lesdes (cutanea) e puncdo aspirativa de linfonodo e medula dssea
(visceral), ( GONTIJO & MELO, 2004; REITHINGER & DUJARDIN, 2007).

De acordo com os mesmos autores, outros métodos de exames laboratoriais
sdo também utilizados no diagndstico das leishmanioses, como o cultivo em combina¢do com
eletroforese enzimatica e os exames moleculares, muitas vezes nio utilizados devido as
dificuldades de implantacdo em areas endémicas, apesar de sua aplicacdo pratica ser muito
segura.

Para Reithinger & Dujardin (2007) e Quinnel et al., (1996) a microscopia ¢
o método mais utilizado pela sua especificidade embora tenha baixa sensibilidade; no entanto,
dentro dos niveis de saude terciario, secundario e até primario, sdo utilizados em areas
endémicas, porque as técnicas mais sofisticadas sdo caras e pouco disponiveis.

No método parasitoldgico € possivel visualizar os parasitos em esfregacos

de linfa dos linfonodos ou sangue de medula dssea, com podemos ver na figura 13.



46

Figura 13: formas amastigostas de Leishmania em linfonodo de cdo. Cortesia: Arca dos Bichos Clinica

Veterinaria. Foto: Pedro Heber
O estado do Tocantins atualmente vem apresentando muitos casos de
leishmaniose visceral canina (LVC), especialmente em Palmas, capital do Estado; segundo
dados da Secretaria Estadual de Satude, nos ultimos trés anos algumas regides do Estado vem
apresentando casos da doenca em humanos de forma crescente e significante.
No ano de 2007 foram realizados inquéritos epidemiologicos em vérias
cidades do Estado, destacando-se entre elas aquelas que tiveram o maior numeros de

soropositivos e valores indeterminados, como mostra a tabela 2.
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Tabela 2: Situagdo da leishmaniose nos municipios do estado do Tocantins, segundo dados da Secretaria de

Satde do Estado Os exames foram realizados no LACEN de Palmas, utilizando ELISA e RIFI.

CIDADES SR IND TOTAL

ANANAS - LSPA 45 9 54

ARAGUAINA - LSPA 2339 496 2835
ARAGUATINS 70 33 103
ARAGUATIN S - LSPA 81 31 112
AUGUSTINPOLIS - LSPA 50 16 66

BURITI - LSPA 175 78 253
COLINAS 32 28 60

CRISTALANDIA 172 32 204
GUARAI 180 34 214
PALMAS - SEMUS 626 181 807
PARAISO 459 76 535
PORTO NACIONAL 442 89 531
TOCANTINOPOLIS - LSPA 375 169 544
WANDERLANDIA - LSPA 12 13 25

Legenda: SR — sororeagentes; IND — indeterminado

2.2.3 Tratamento

O tratamento para leishmaniose foi instituido pela primeira vez no Brasil,
por Gaspar Vianna em 1913, utilizando compostos antimoniais sob a forma de sais
trivalentes; somente na década de 40 os derivados pentavalentes (Sb+) foram utilizados e
desde entdo considerados como drogas de escolha pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006).

Pacientes com leishmaniose visceral devem ser tratados em hospitais de
referéncia, e inclui tratamento especifico e de suporte, apds a confirmacdo da doenga, em
pacientes com sinais de alerta, como criancas entre seis meses a um ano ¢ idosos acima de 60
anos. O medicamento proposto pelos médicos credenciados, deve ser feito com antimoniato
de N-metil glucamina, conforme normas descritas no Manual de Controle da Leishmaniose
Visceral (BRASIL, 2006).

Os antimoniais pentavalentes, no Brasil, sdo consideradas as drogas de
escolha para o tratamento em humanos, em virtude de sua comprovada agdo terapéutica,
segundo Santos e cols, 2002, citados em Brasil (2006); a anfotericina B est4 entre as drogas
indicadas para gestantes e criangas menores de seis meses, pacientes com quadro de

desnutri¢do grave e co-morbidades (BRASIL, 2006).
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Essas drogas sdo toxicas, ¢ nem sempre efetivas; sdo utilizadas em
leishmaniose visceral em esquemas prolongados, com restricdo em pacientes gestantes nos
primeiros meses de gestagdo. Estudos recentes mostram resisténcia aos antimoniais na India e
Sudido, mas apesar dos problemas de toxicidade, o desenvolvimento da anfotericina B
lipossomal (AmBisome) tem mostrado bons resultados na India (GONTIJO & MELO, 2004).

Em caes o tratamento ainda ¢ muito discutido no meio clinico veterinario e
apesar de muitas tentativas ainda ndo se conseguiu um protocolo de tratamento efetivo para
que os caes nao continuem como fonte de infecgdo para os flebétomos.O Ministério da Saude
proibe o uso de antimoniatos em cdes para evitar possiveis resisténcias do parasito em
humanos.

Segundo o Ministério da Satde (2006) o tratamento em cdes nao diminui a
importancia desses animais como reservatorio do parasito; as drogas utilizadas, como os
antimoniatos de meglumina, anfotericina B e outros fungicidas tem tido baixa efic4cia na cura
da doenca no cdo, induz a remissao temporaria dos sinais clinicos, € ndo previne a ocorréncia
de recidivas.

Algumas experiéncias com antimoniato de glucantime em caes em 1988 por
Manciante et al., Marzochi et al., em 1985, Gradoni et al., em 1987 ¢ o uso do alopurinol
estudado por Liste e Gascon, 1995 citados em Cabrera (1999) nao demonstraram resultados
satisfatorios.

Sdo necessarios ainda maiores estudos no campo terapéutico em caes para
que se consiga um protocolo que mantenha o cdo livre dos parasitos e negativo nos exames
soroldgicos, tornando-o nao infectante para o vetor, e que possa desvincular a cadeia de

transmissao.

2.2.4. Controle e prevenc¢io da doenca

Com o objetivo de diminuir as taxas de letalidade e morbidade da doenca, o
Programa de Controle da Leishmaniose Visceral ( PCLV), vem implementando acdes de
vigilancia e assisténcia aos pacientes, alertando sempre para que os casos suspeitos ou
confirmados devem ser notificados obrigatoriamente e visa reduzir as taxas de letalidade e o
grau de morbidade através do diagndstico precoce dos casos humanos e do controle de
reservatorios e vetores (BRASIL, 2006).

Avangos recentes de drogas no tratamento da leishmaniose, associada a

testes rapidos sorologicos como o rK39 permitiram a formulagdo de programas de controle da
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leishmaniose na India. Os programas até entio empregados, como a eliminagio de cies requer
aumento de novas pesquisas (CHAPPPUIS et al. 2007).

Modelos matematicos ja foram estudados com o objetivo de medi de
controle do calazar canino. Paltinik et al., (2004) contesta Dye 1996 que considerou as
campanhas de controle de leishmaniose canina ineficaz; na opinido dos autores a ineficacia so
acontece quando se utiliza valores baixos do indice de remogao de caes infecciosos.

O Ministério da Saude (2006) recomenda como medidas para o controle da
doenga em humanos, o diagnostico e tratamento precoces dos casos, redu¢do da populacao de
vetores, eliminacao de reservatorios ¢ atividades de educa¢do em saude. Estas medidas seriam
justificadas principalmente pelo conhecimento ainda insuficiente dos varios elementos que
compdem a cadeia de transmissdo da leishmaniose visceral.

Sao das secretarias Estaduais e municipais de satde a responsabilidade pela
implementagdo dessas medidas de acordo com a Portaria No 1.399, de 15 /12/99.

O controle da doenga considerando o numero de caes infectados deveria, de
acordo com Quinnell et al. (1997) primeiro passar por estimativas quantitativas de varidveis
epidemiologicas que descrevem as taxas de transmissao entre individuos em uma populagao;
essas quantidades definiriam a magnitude do problema de controle.

O desenvolvimento de técnicas para detec¢ao de antigenos que sejam menos
invasivas para diagnostico primario da leishmaniose visceral especialmente em pacientes co-
infectados com HIV, tratamento mais eficiente com investimento em drogas menos
agressivas, combinacdo de terapias com monitoramento de resisténcia de drogas , associadas
ao controle de reservatorios em areas endémicas sao medidas necessarias para o controle da
leishmaniose (CHAPPUIS et al., 2007).

Para o Ministério da Saude, o tratamento da leishmaniose em caes nao
apresenta eficacia ¢ muito precoce no Brasil e ha necessidade de maiores estudos e discussao
sobre o assunto. O antimoniato de N-metil glucamina ¢ utilizado em altas doses no cao (10
vezes maior que em humanos) e isso pode determinar fatores de resisténcia ao parasita.

O Ministério em nota técnica (2008) enviada aos demais 6rgdos de saude
reforca a necessidade de busca cientifica por um protocolo melhor elaborado para o
tratamento em cdes utilizando novas drogas efetivas e especificas ( BRASIL-MINISTERIO
DA SAUDE-NT NR 02/08).

As medidas preventivas utilizadas para controle nos reservatorios
domésticos incluem coleiras impregnadas com inseticida em areas endémicas € em humanos o

uso de mosquiteiros impregnados também com inseticidas a (CHAPPUIS et al. 2007) .
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As vacinas tém sido empregadas como medidas preventivas em caes embora
sua utilizacdo em dareas endémicas seja muito discutida ainda. O Ministério da Satide nao
recomenda sua utilizagdo em massa por questionar a eficiéncia da resposta imune no cdo e
propde mais estudos sobre a utilizagdo dessas vacinas (BRASIL, 2006; TORRES &
BRANDAO FILHO 2006).

Em 2004 foi introduzida no mercado a vacina FML (Fucose Manose
Ligand) com o aval do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, com o nome de
Leishmune, pela Fort Dodge Saide Animal. Considerada uma vacina de segunda gera¢ao , foi
desenvolvida na Universidade Federal do Rio de Janeiro, testada em campo, foi capaz de
proteger 92-95% dos caes vacinados , segundo Borja-Cabrera (2002) citados em Gontijo &
Melo (2004).

O Ministério da Satide ndo autoriza o uso da vacina como medida de
controle da leishmaniose visceral no Brasil, por considerar a vacina referida com eficacia
canina e por ndo ter sido realizado ainda estudos com relagdo ao impacto na incidéncia
humana e canina. Segundo Torres (2006) a vacina Leishmune ¢ destinada para caes e pode
ser uma importante solugdo para a doenca em animais; no entanto ndo se conhece ainda o
impacto na incidéncia da doenga em humanos.

Segundo Torres & Brandao Filho (2006) as estratégias de controle
atualmente utilizadas ndo tém sido eficazes no sentido de prevenir a expansdo geografica da
doenca e existe uma grande necessidade de definir melhor as areas prioritarias e monitorar

melhor as atividades de controle e vigilancia epidemiologica.

2.3. Importancia da epizootia no cao

A epidemiologia da doenga tem se expandido em territorios onde foram
relatados fenomenos naturais provocados pela atividade humana; o homem inadvertidamente
domesticou algumas espécies durante o curso de sua evolugdo sécia o que desencadeou
fatores comuns que podem ter influenciado o aumento de casos de leishmaniose, como a
grande variedade de diferentes contatos reservatorio’homem e vetor, o que molda o nivel de
imunidade, determinando se havera ou nao doenca clinica (SHAW, J. 2007).

O cdo tem sido incriminado como o principal reservatorio doméstico da
leishmaniose visceral; os programas de controle da doenga no Brasil, que tem como principal
foco, a eliminagdo de cdes soropositivos; no entanto, ndo apresentou até agora, associacao

com a reducdo da doengca em humanos. E necessario, que sejam avaliados métodos de
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diagnostico mais sensiveis e eficientes nos servicos de saude publica (BEVILACQUA
&MELO, 2004).

No Brasil, a presenga do cao (Canis familiaris) soropositivo nas residéncias

O~

¢ visto como um fator de risco possivel para a infec¢do para a Leishmania infantum;

o~

considerado o principal reservatorio desse protozoario por causa da alta suscetibilidade
infeccdo e ao alto parasitismo cutdneo observado, e também devido sua intima relagdo com o
homem ,Cunha, S., 1995, Ashford, RW., 1996, citados em Torres & Brandao Filho (2006).

Dentro dessas consideragoes, Torres & Brandao Filho (2006) num estudo
sobre a leishmaniose visceral no Brasil, propdem as seguintes questdes: os portadores
assintomaticos (humanos) também podem estar agindo como reservatérios em areas urbanas?
Os caes domésticos sao a unica fonte de infecgao em todos os focos de leishmaniose visceral
no Brasil? Os mesmos autores consideram que este ¢ um assunto complexo e as opinides
podem variar muito.

Um fator importante associado a epidemiologia da doenca, esta associado a
familias que viajam com seus caes; a eficiéncia das vacinas contra doengas caninas dispensam
o uso de quarentenas e o passaporte de saude animal. Devido o periodo de incubacdo da
leishmaniose visceral canina ser variavel, muitas vezes eles apresentam sinais clinicos apés
deixarem as zonas endémicas e isso pode servir como fonte de infeccdo para o vetor em

outras regioes (SHAW, 2007).



Figura 14: Cao apresentando quadro de linfadenopatia generalizada Fonte: Lucilandia M.Bezerra
(ARCA/2008
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

O trabalho foi realizado no municipio de Palmas, capital do estado do
Tocantins, situada na regido Norte do Brasil no centro do Estado; sua sede municipal tem
como coordenadas geograficas -10°12°46°’de latitude Sul, 48°21°37" de longitude Oeste e
altitude média de 330m acima do nivel do mar; apresenta um clima tropical, com duas
estagdes bem definidas durante o ano, uma temperatura média de 26 a 30°C, com umidade
relativa do ar média de 76%, altitude média de 700 metros; entre as capitais brasileiras ¢ a que
apresenta a menor populacdo com aproximadamente 178.386 habitantes e uma 4rea fisica de
2.219 km?2 segundo dados do IBGE (2007).

A cidade ¢ cortada pelo rio Tocantins, o qual na época seca (de junho a
setembro) forma excelentes praias, muito freqlientadas por turistas; ¢ contornada pela Serra do
Lajeado com 9.9 hectares de area de preservacdo onde estdo situadas 100 cachoeiras, 13

grutas, oito sitios arqueologicos e uma fauna muito rica em espécies (SEDUH 2008).
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Figura 15: Descrigdo Geral da Area do Estudo. Legenda: azul — rio Tocantins (lago); Verde —
Matas; Azul = area urbana de Palmas — site: www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis

maps/en/index 2.html
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3.2. Desenho do Estudo

As areas selecionadas para este estudo, foram duas quadras da cidade; uma
situada ao sul, considerada de transmissdo intensa para leishmaniose visceral em humanos,
AURENY III, outra na regido sudoeste, ARSO 1203 sul, considerada de transmissao
esporadica também para humanos, segundo informagdes da SESAU (2006). A quadra 1203
sul encontra-se localizada na area sudoeste (ARSO) da cidade mais localizada ao sul em
relacdo as outras quadras e a AURENY III, ¢ dividida em trés etapas — I, II e III; neste
trabalho, foi selecionada a primeira etapa localizada no inicio da quadra mais préoxima do
centro da cidade.

A situacdo epidemioldgica das duas quadras refere-se a populacdo humana
segundo informagdo da Secretaria Municipal de Satde de Palmas-TO, cedidas pelo Centro de
Controle e Zoonoses. A média de casos de leishmaniose em humanos em ARSO nos ultimos
trés anos € zero, considerada entdo sem transmissdo ¢ em AURENY ¢é de 9,3 caos,
considerada portanto de transmissdo intensa. Foi avaliada toda populagdo canina das areas
citadas, através de um levantamento censitario, coleta de sangue, puncdo de linfonodos
palpaveis e exames dos caes coletados.

Os cdes envolvidos nesse trabalho, passaram por avaliagdo clinica no
momento da coleta e posteriormente o material coletado foi submetido a exames laboratoriais
sorologicos e parasitologico: o método utilizado para exames sorologicos foi o Imunoensaio
Enzimatico (ELISA), utilizando lisado cru de Leishmania chagasi, a proteina de choque
térmico 83 e exame parasitologico direto.

Nos exames sorologicos pela técnica do ELISA foram avaliados o
desempenho dos dois antigenos (lisado cru e a proteina Hsp 83) nas duas quadras descritas
com caracteristicas epidemioldgicas diferentes. O periodo entre o levantamento censitario,
coleta de material biologico e realizagdo dos exames foi de 12 meses.

A seqiiéncia de atividades nesse periodo seguiu da seguinte maneira:

1. Primeira fase - Levantamento censitario (verificagdo do numero de caes e
humanos residentes nos domicilios)

2. Segunda fase: estimativa da populagdo canina, avaliagdo clinica dos
animais, colheita de sangue por venopung¢do, colheita de linfa em linfonodos palpéaveis e
marcagdo de pontos por GPS.

3. Terceira fase - realizag¢ao dos testes sorologicos e parasitoldgico
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4. Quarta fase - confec¢do do banco de dados

Cada fase citada do trabalho foi realizada dentro das condi¢des
estabelecidas em campo, como aceitacdo pelo proprietdrio, acesso ao animal, residéncias
fechadas, o que predispOs varios retornos aos locais de coleta, estabelecendo um esforgo de

coleta muito grande para se conseguir uma amostragem mais segura.

3.3. Levantamento censitario

O levantamento censitario foi realizado durante 3 meses (abril, maio e
junho de 2007) e incluiu 5 quadras previstas no pré-projeto situadas na segunda etapa das
ARSOs mais ao sul da cidade.Embora tenha sido realizado o censo em todas as quadras
apenas a Aureny III primeira etapa e a 1203 sul permaneceram como foco do estudo.

A populagdo de cdes na primeira etapa da Aureny III foi de 457 cdes e na
1203 sul a populacao estimada foi de 162 animais. No momento da realizacdo do censo, foi
observado também as condig¢des fisicas do domicilio e o nimero de pessoas residentes.

As outras quadras consideradas de transmissdo esporddica e que nao
entraram no estudo, foram as ARSOs 1003 sul, ARSO 1005 sul e ARSO 1007 sul, somando
um total de 168 animais. Ao todo, o numero de cdes nas cinco quadras, totalizaram 787
animais.

Apos avaliagdo da logistica e esfor¢o de coleta para conseguir amostra de
todos os animais, optamos por apenas duas quadras, sendo uma classificada como area de
transmissao intensa e outra classificada como area de transmissdo esporadica (Aureny III-1*
etapa e 1203 sul respectivamente).

As quadras foram percorridas de acordo com os mapas da Secretaria de
Desenvolvimento e Habitacdo (SEDUH), sendo contadas apenas as casas que tinham animais,
considerando o numero de moradores da residéncia e o nimero de animais residentes.

Foi elaborado previamente um cracha com identificacdo da equipe envolvida no censo, com
nome completo, identificagdo da Universidade e objetivo da visita.

Foram visitados todos os domicilios das quadras em estudo, seguindo os
mapas registrando todas as informag¢des em uma ficha preliminar de inquérito epidemiologico
elaborada dentro das necessidades do trabalho, pela coordenacao de pesquisa em parasitologia

do Instituto Evandro Chagas em Belém-Paré (anexos/ mapas e ficha).
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Apos a avaliagdo do censo nas cinco quadras percorridas, foi verificada uma
amostragem muito grande para o periodo disponivel para a conclusdo do trabalho; a opgao por
se trabalhar em apenas duas quadras, considerando a estratificagdo epidemioldgica foi
determinada pela amostragem e pelo grau de dificuldade nas coletas em ambientes urbanos;
isso ficou constatado num trabalho piloto realizado nas duas quadras propostas, em julho de
2007, apds a realizagdo do censo; o numero de animais nas duas quadras foi de 619 caes, (162

animais na 1203 sul e 457 animais na Aureny III).
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Figura 16: Levantamento censitario realizado no periodo de abril a junho de 2007 em

Palmas-TO - Foto: Lucilandia M. Bezerra (2007)

O trabalho de coleta geral foi iniciado em agosto de 2007 até inicio de
janeiro de 2008, embora a previsdo inicial fosse de agosto a novembro de 2007; houve um
imenso esfor¢o para a realizagdo das coletas, devido as dificuldades em campo e muitas casas
fechadas. Nas casas fechadas foram feitos varios retornos em fins de semana ou feriados para
se conseguir as amostras, uma vez que a mesma s6 poderia ser realizada com autorizagdo e
presenca de um responsavel.

No entanto, algumas amostras ndo foram coletadas porque os proprietarios
nao estavam nas residéncias, nem no momento da coleta, nem nos retornos. Nesse caso, foram

apenas registrados o ponto no GPS.
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3.4. Comité de Etica

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario Luterano de Palmas (parecer No0762/2008), a Comissdo de Pesquisa de
Avaliacao e Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude (parecer 42-03/08), por se tratar de

um trabalho envolvendo seres humanos e seus animais de estimac¢ao .(anexos)

3.5.Colheita de sangue e linfa

3.5.1. Método parasitologico direto

O exame parasitologico ¢ indicado como teste de comprovagdao quando ha
suspeita clinica da leishmaniose visceral ou tegumentar ¢ pode ser realizado através de
citologia de esfregacos de linfa e sangue da medula 6ssea, por aspirado linfonodos, medula
Ossea, figado e baco, através de bidpsia e imprints de pele ou por escarificacdo em ferimentos
cutdneos. O exame citologico consiste na observacdo direta dos parasitas, corados com o
corante May Grunwald Giemsa e a contagem das formas amastigotas ¢ feita em objetiva de
imersdo 400x (SANTOS, 1999)

Neste trabalho os exames parasitologicos foram realizados a partir de
amostras coletadas pelo aspirado de ganglios linfaticos palpaveis ou puncdo aspirativa de
medula 6ssea; no trabalho em campo, optou-se pelo aspirado linfatico pela maior facilidade e
colaboracao dos proprietarios dos animais nas coletas no domicilio. Quando realizado na
clinica a opc¢ao foi de medula 6ssea utilizando-se o osso esternal.

O aspirado nos linfonodos foi feito utilizando-se agulha fina, de calibre
25x07 e seringas de 10 ml; a agulha utilizada para o aspirado de sangue medular foi de calibre
40x16; os ganglios linfaticos de escolha foram os linfonodos popliteos palpaveis, utilizados

pela praticidade anatomica e pelo menor risco de acidentes durante a coleta.
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Figura 17: Colheita de linfa em linfonodos palpaveis. Fonte: Lucilandia M.Bezerra

(ARCA/2008)

3.5.2. Conten¢ao do animal

Para o aspirado de linfonodo em campo, ndo foi necessaria a utilizagdo da
conten¢do quimica, apenas a contengdo fisica com mordaca de plastico, coleira e guia,
preferencialmente com a mordaga cobrindo os olhos do animal para minimizar o stress no ato
da coleta.

Apds a contengdo com a guia a mordaca era colocada preferencialmente
pelo proprietario do animal, que a seguir era posicionado em pé ou deitado lateralmente; a
linfa era aspirada com a seringa posicionada num angulo de 45° em relagao a perna do animal,
apos limpeza e assepsia do local onde seria introduzida a agulha.

Utilizando pressao negativa, a agulha era direcionada em varios pontos do

ganglio e o aspirado coletado apos vérias tracdes com o émbolo da seringa; as laminas para
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microscopia estavam sempre proximas, limpas e desengorduradas para a confeccdo dos
esfregacos; foram confeccionadas duas laminas de cada animal.

As laminas eram posicionadas numa superficie plana e firme (para isso
utilizamos a propria caixa de material pra coletas) dispensando uma gota de linfa na
extremidade da lamina; com o uso de uma laminula extensora realizou-se o esfregago o mais
uniformemente possivel.

Apos realizar a extensdo do material na lamina os esfregacos foram fixados
com alcool metilico PA (metanol) CH30H por 1,5 minuto e corados pelo May-Grunwald-
Giemsa, por 30 minutos. A seguir foram lavadas rapidamente com dgua tamponada (composta
por uma solugdo tampao: pH 7,2 constituida a partir das solucdes fosfato de potéssio
monobasico anidro (KH,PO, e fosfato de sodio dibasico anidro (Na,HPOs), e secas em
temperatura ambiente e observadas ao microscopio em objetivas de imersao (400x).

A leitura dos esfregacos foi feita observando todos os campos e
considerando positiva a lamina que tivesse pelo menos uma forma amastigota do parasito no
campo observado e negativa a que ndo era visto nenhum parasito em todo esfregagco
percorrido.

O Ministério da Saude recomenda contar 1200 campos e o resultado final
descrito em média por campo; no entanto, a contagem de todos os campos cuidadosamente, ¢
um método seguro para avaliagdo diagnostica. Sdo observadas as formas amastigotas no
esfregago, que se coram em roxo pelo Giemsa, visualizando bem o cinetoplasto e o ntcleo dos

parasitos.
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iguré 18:Animal com mordaga apds contengdo fisica ¢ quimica. Foto: cortesia de
Eduardo Mota (2008)

3.5.3. Colheita de sangue para exames sorolégicos

As amostras para o exame soroldgico foram coletadas, com todos os
cuidados de assepsia local; a contencdo do animal feita sob a supervisao de um Médico
Veterinario da equipe sempre contou com a presenga do proprietdrio ou responsavel; a
colheita de sangue foi feita por venopuncdo, utilizando seringas de 3 ml e agulhas de calibre
30x08. As veias de eleigdo foram a cefélica, femoral ou jugular.

Em animais de pequeno porte, é preferivel a colheita na veia jugular para se
obter um maior volume de sangue e menos risco de hemolise no soro. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rotagdes por minuto para separagdo do soro, a seguir, aliquotados em
ependorf de 2 ml, identificados e armazenados em freezer a -20° para posteriormente serem

enviados ao laboratorio, onde foram realizadas as analises soroldgicas.
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Figura 19: Colheita de sangue utilizando a veia femural em cdo. Fonte: Lucilandia M.Bezerra
(ARCA/2007)

3.5.4 Testes sorologicos: obten¢do de antigenos

Os testes sorologicos, como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) e a Rea¢ao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), sdo de grande importancia como
ferramentas nos inquéritos epidemiologicos da leishmaniose e como auxilio no diagndstico da
doenca. O teste de ELISA ¢ o mais utilizado para imunodiagnéstico da leishmaniose visceral,
por ser um teste rapido, de facil execugdo e leitura, sendo mais sensivel e pouco menos
especifico que o RIFI; permite, através de sua alta sensibilidade detec¢dao de baixos titulos de
anticorpos (GONTIJO & MELO 2004).

Neste trabalho, foram realizados os testes soroldgicos utilizando o
Imunoensaio Enzimatico (ELISA) com lisado cru de promastigotas de Leishmania (L) i.
Chagasi SHAW, 2006 e a proteina de choque térmico 83. As amostras de soro foram

coletadas em campo, processadas e congeladas para posterior analise laboratorial.
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3.5.4.1 Obtencao do antigeno - Lisado Cru de Promastigotas de Leishmania

(L.) infantum chagasi

Promastigotas de Leishmania (L.) i. chagasi (MCER/BR/1981/M6445)
serdo cultivadas em meio bifasico NNN (Agar - sangue/BD) e posteriormente transferidas
para meio RPMI (GIBICO), para o crescimento em massa. Apds seis dias de cultivo estas
células irdo se encontrar na fase final de crescimento, momento ideal para serem reunidas por
centrifugacdo (4000g/15°/4°C) e submetidas a dois processos de lavagens com Phosphate
Buffer Saline (PBS) por suspensdo e centrifugacio (3200g/10°/4°C). Os parasitas serdo entiao
contados e resuspendidos a 10° promastigotas/mL. em PBS estéril. Em seguida, as
promastigotas de Leishmania serdo lisadas por dez ciclos de congelamento (-182°C) e
descongelamento (56°C) e o lisado antigénico serd estocado a —70°C, onde serd mantido até o

momento de uso (Quinnel ez al., 2001).

Figuras 20 e 21: Rompimento das Leishmanias em 10 ciclos de congelamento e

descongelamento Foto: cortesia de Jefferson Miranda (2007)

3.5.4.2 Antigeno Recombinante Hsp83 de Leishmania (L.) infantum infantum

A Heat shock protein 83 (Hsp83) consiste em produto purificado por
cromatografia de afinidade Ni-NTA (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com o
método de Angel et al. (1996), com anticorpo anti-Hsp 83 detectado pelo ELISA. Esta
proteina recombinante serd gentilmente cedida pela Dra. Hiro Goto do Instituto de Medicina
Tropical da Universidade de Sao Paulo.

A proteina ¢ purificada em 0,66 mg/ml em 100mM de imidazole, 50 mM de
sulfato de s6dio monobasico, 300 mM de cloreto de sddio e 0,04% de azida sodica; deve ficar
na concentracdo de 1 ul de TCO-3 a partir de 6.590 ul de TCO-3 para 10ul de Hsp 83 por

placa, na realizag¢ao dos testes (USP).
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3.6 Testes sorologicos

3.6.1 Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

3.6.1.1 ELISA com lisado Cru de Promastigotas

A técnica de ELISA utilizando lisado cru foi realizada segundo Quinnel et
al. (2001) no laboratério de Imunologia Humoral do Departamento de Parasitologia do
Instituto Evandro Chagas (IEC) em Belém-Pa.

Na etapa de sensibilizagdo 10 pl do antigeno total de Leishmania foram
diluidos em 10 ml de tampao Carbonato/Bicarbonato 0.06M pH 9.6 (diluicdo 1/1000;
concentra¢do inicial 10° parasitas/mL e final 10° parasitas/mL) para que aliquotas de 100
ul/well desta diluigdo antigénica fossem adicionadas na placa de ELISA (Costar®,
Polstyrene, 96 well, médium Binding) devendo ser mantida em cadmara Umida a 4°C
overnight. Em seguida, a placa devera ser lavada trés vezes com PBS-Tween 20 (0.05%) pH
7.2 e bloqueadas com 150 pl/well de PBS-Tween com 2,5% de bovine serum albumin- BSA
(Sigma,USA) em camara umida a 37°C/1h. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com
PBS-Tween 20 (0.05%) pH 7.2. Apds as lavagens, 2 pl do plasma foram diluidos em 198 pl
de PBS-Tween 20 (0.05%) pH 7.2 contendo 1% de BSA (dilui¢des em serie: 1/100 a
1/12800) para que 100 pl/well da diluicdo do plasma fossem adicionadas na placa teste,
sucedendo incubagdo em camara umida a 37°C/2h. Posteriormente, a placa foi lavada trés
vezes conforme ja mencionado. Apds as lavagens, foram adicionados na placa 100 pl/well da
diluicdo do conjugado peroxidase anti-IgG canina (Sigma,USA) mantida em cadmara imida a
37°C/1h (diluigdo 1/1000 em PBS-Tween 20 0.05% pH 7.2 contendo 0.5% de BSA). Apos
lavar a placa como ja mencionado a cima, foram adicionados 100 pl/well do cromogeno
Ortophenilenodiamino — OPD (Sigma, USA) para a revelacdo do teste durante 6 minutos a
temperatura ambiente e protegido da luz. A reacio é interrompida com 100 ul/well de Acido
Sulfurico 2M (H,SO,) e a leitura realizada em espectrofotometro (Labsystems Multiskan
EX/type 355) a 492 nm. O Cut-off do teste foi a media dos controles negativos mais duas
vezes o desvio padrdao. (QUINNEL et al. 2001).
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3.6.1.2 ELISA com a Proteina Recombinante Hsp83

Na etapa de sensibilizacdo 10 pl do antigeno recombinante Hsp83 foram
diluidos em 6,640 ml de tampao Carbonato/Bicarbonato 0.06M pH 9.6 (concentragdo inicial
665 ng/mL e final 1pg/mL) para que aliquotas de 50 ul/well desta diluicdo antigénica fossem
adicionadas na microplaca de ELISA (Costar®, Polstyrene, 96 well), devendo ser mantida em
camara umida a 4°C overnight. Em seguida, a microplaca foi lavada trés vezes com PBS-
Tween 20 (0.05%) pH 7.2. Apos as lavagens, 2 pl do plasma foram diluidos em 198 ul de
PBS-Tween 20 (0.05%) pH 7.2 contendo 1% de BSA (dilui¢des em serie: 1/100 a 1/12800)
para que 50 pl/well da diluicdo do plasma sejam adicionadas na placa teste, sucedendo
incubacdo em cdmara umida a 37°C/1h. Em seguida, a microplaca foi lavada trés vezes
conforme j& mencionado. Apos as lavagens, foram adicionados na microplaca 50 pl/well da
dilui¢do do conjugado peroxidase anti-IgG canina (Sigma,USA) mantida em cadmara imida a
37°C/1h (dilui¢ao 1/1000 em PBS-Tween 20 0.05% pH 7.2 contendo 1% de BSA). Apds lavar
a placa como ja mencionado acima, foram adicionados 50 pl/well do cromoégeno
Ortophenilenodiamino — OPD (Sigma, USA) para a revelagdo do teste durante 10’ a
temperatura ambiente e protegido da luz. A reagdo ¢ interrompida com 50 pl/well de Acido
Sulfarico 2M (H,SO,) e a leitura realizada em espectrofotometro (Labsystems Multiskan
EX/type 355) a 492 nm. O Cut-off do teste sera a media dos controles negativos mais duas

vezes o desvio padrao; o ponto de corte utilizado no laboratorio € de 1:100.

1, 2008 03 31

-

Figura 22: Placas de ELISA com amostras reativas e nao reativas (Lab.do IEC)

Foto: Lucilandia M. Bezerra (2008)
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4 RESULTADOS

O censo da populagao canina determinou a existéncia de 619 caes , sendo
162 em area de transmissdo esporadica (ARSO 1203 sul) e 457 da aureny III etapa I.. A
amostra desse estudo no entanto, foi de 406 cdes; para todos, realizou-se a sorologia
utilizando o lisado bruto de L.(L.)i.chagasi e o exame parasitologico direto em linfonodo.

A populagdo referida pelo censo realizado em junho de 2007 em Aureny III
foi de 457 animais; entre agosto e dezembro de 2007 o niimero de residéncias e animais
contactados para coleta foi de 476; desse numero foram contabilizadas 275 exames
soroldgicos e parasitologicos realizados, representando um percentual de amostras analisadas
de 76,81% ( 275; N=476).

Na area de transmiss@o esporadica o censo contabilizou 162 animais, foram
coletados 151 amostras e realizados exames sorologicos e parasitologicos de 131 animais,
com um percentual de amostras examinadas de 86,75% (131; N=162).

Quando comparados os resultados obtidos nas duas areas nao existe uma

diferenga significante entre os dois antigenos quanto a deteccdo de verdadeiros positivos e

falsos negativos (figura 23 e 24 ).
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Figura 23: comparagdo entre a sorologia pelo ELISA utilizando proteina Hsp 83 e lisado cru em animais

confirmados com o exame parasitologico em areas de transmissdo intensa.
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Figura 24: comparagdo dos testes sorologicos pelo ELISA utilizando lisado cru e Hsp 83, com

amostras testadas também pelo parasitologico na area de transmissdo esporadica.

Quando comparados os resultados obtidos nos testes utilizando os dois antigenos,
lisado cru e proteina Hsp 83 observa-se que nao existe uma diferenga significativa com
relagdo aos animais soropositivos e soronegativos confirmados pelo padrdo ouro nas areas em
estudo.

Na area esporadica, nota-se que 0s animais positivos no parasitolégico apresentam um
titulo menor de anticorpos quando testados pela Hsp 83 comparados aos negativos. No lisado
cru, quando comparados os positivos e negativos pelo parasitoldégico nota-se um nivel bem
maior de anticorpos nos positivos.

Os valores preditivos positivos sao obtidos em areas onde o indice de infeccao esta
presente € os valores preditivos negativos melhor avaliados onde a infeccdo estd ausente; a
figura mostra o calculo dos valores preditivos tanto positivos quanto negativos relacionando a

populacao das duas areas onde existe ou ndo a infecgao.

Infeccao*
Presente Ausente
Positivo a b VA= T?)
TESTE** a
Negativo C d V=L
8 ct+td

E=_d P= a+c
b+d a+b+c+d

*Exame parasitolégico: PADRAO OURO
** Ponto de corte: 100
Figura 25: Calculo de valores preditivos e negativos das areas em estudo.
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Os indices de desempenho dos antigenos variaram nas duas
localidades estudadas. A sensibilidade dos dois antigenos foi baixa em ARSO (<
29%), mas a Hsp83 foi mais sensivel em Aureny (74%) que o lisado (60%).
Portanto nos indices de desempenho destacam-se a baixa sensibilidade da
sorologia com os dois antigenos em area de transmissao esporadica, enquanto que em area de

transmissao intensa destacou-se a superior sensibilidade do Hsp 83 (tabela 3).

Tabela 3. Desempenho de duas apresentacdes antigénicas para a sorologia da leishmaniose visceral canina
(ELISA) em bairros de transmissdo intensa (AURENY, N=275) e esporadica (ARSO, N=131) em Palmas-TO,
2007.

Padrdes AURENY ARSO ‘ ARSO + AURENY
Hsp83 Lisado Hsp83 Lisado Hsp83 Lisado
Sensibilidade 79 60 29 26 64 30
Especificidade 61 60 76 59 66 77
VPP* 43 36 27 16 40 50
VPPp** 89 80 77 71 84 60

* Valor de predi¢do positivo - ** Valor de predi¢do negativo

Os niveis de anticorpos IgG com ELISA lisado foram igualmente altos para
cdes parasitologicamente negativos ou positivos em Aureny III. Em ARSO, diferentemente,
caes parasitologicamente positivos tiveram titulos mais altos de IgG com este antigeno.

Quando usado rHsp83 os niveis de IgG foram significantemente mais
baixos em caes de ambas as areas, com maior sensibilidade em Aureny.

Essas duas situagdes estdo demonstradas na figura 26.

IgG (unidades mL)
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Figura 26: demonstracdo dos niveis de anticorpos na area de transmissdo intensa e esporadica, mostrando

diferencas na titulagdo com a Hsp83 e lisado cru quando comparados ao padrao ouro.

O ELISA-lisado detectou em Aureny altos niveis de IgG em caes

parasitologicamente positivos (1088°407) ou ndo (1078°317), diferente do observado em



68

ARSO, onde niveis de IgG foram mais elevados em caes parasitologicamente positivos
(113171046) do que naqueles com parasitologico negativo (560°343). O ELISA Hsp83
detectou em Aureny baixos niveis de IgG, contudo mais elevados em caes
parasitologicamente positivos (569272) do que negativos(403°211), diferente do observado
em ARSO em cées parasitologicamente negativos (244°86) apresentaram titulos mais altos
(136°17).

Caracteristicas gerais da populagdo de cdes e da area de estudo: Aureny IIl e

ARSO 1203 sul.

AURENY III

Com base nas observacdes feitas durante o censo e coletas, os animais
apresentam-se na grande maioria com estado nutricional ruim, magros, com rarefagdo pilosa,
com ectoparasitos, alopecia e secrecdo ocular uni ou bilateral; vivem na rua apesar de ter
dono, ou presos em longas cordas e arame, em constante condicdo de stress.

As residéncias ndo tém muro ou qualquer tipo de protecdo nas casas
especialmente nas areas mais proéximas ao limite da quadra; os quintais normalmente t€m lixo
acumulado, 4gua acumulada préximo a area de servico, ha geralmente presenga de galinheiros
em pequenos cercados ou livres no quintal junto aos caes.

Com relacdao ao local onde os cdes vivem, geralmente dormem em locais
préoximos a casa mas umidos e escuros. A alimentacdo na grande maioria € caseira (sobras de
comida) ou racao de menor custo.

Aproximadamente metade da quadra ndo ¢ asfaltada e had 4areas com

vegetacdo e lixo a céu aberto.

ARSO 1203 SUL

A quadra ¢ limpa, organizada, com coleta de lixo regular.

As residéncias sdo todas protegidas com muros e portdes; os caes
normalmente nao saem de casa, se alimentam de ragdao e sdo levados regularmente ao
veterinario. =~ Nao apresentam sinais clinicos de doenca, mostrando-se totalmente
assintomaticos na grande maioria.

A tabela 4 classifica de ausente ( 0) a severo (3) as caracteristicas mais

relevantes na avaliagao dos cenarios apresentados em cada quadra.
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Tabela 4: caracteristicas das quadras estudadas levando em consideragdo aspectos clinicos dos animais do estudo

e aspectos ambientais das areas.

Aureny 111 ARSO 1203 sul
Animais com sinais clinicos de LV 2 0
Sinais de deficiéncia nutricional 2 0
Fatores de risco para LV 3 1

0 = ausente

3 = severo



5 DISCUSSAO

A leishmaniose visceral encontra-se em expansao no Brasil, com tendéncias
a urbanizacdo, fato que ja se observa ndo somente em Palmas, mas em outras 15 cidades do
estado do Tocantins, dentre as quais apresentam maior numero de casos nos ultimos trés anos:
Araguaina (2835), Tocantinopolis (544), Porto Nacional (531), Paraiso (535) e Buriti (253).
O Problema também atinge varias outras cidades brasileiras (Santarém-PA, Teresina-PI, Belo
Horizonte - MG, etc) (SESAU 2008).

Pela falta de informagdes mais precisas sobre a epidemiologia diante da
mudanga no padrio de transmissao da doenga e o seu avango aos nucleos urbanos o fenomeno
de dificil controle vem desafiando a satude publica.

A eliminacdo de caes sororeagentes ¢ uma das medidas recomendadas pelo
Ministério da Saude para o controle da leishmaniose visceral humana. Apesar de nao haver
relacdo positiva entre a aplicagdo dessa estratégia e a redugdo da doenga em seres humanos
(Vieira & Coelho, 1998; Dietze et al., 1997), a sorologia de caes tem sido muito utilizada por
consistir no método capaz de ser operado pelos niveis locais do sistema de satide para tornar
possivel a formulacdo de um diagnodstico das condigdes de transmissdo da leishmaniose
visceral.

Outra acdo recomendada ¢ a vigilancia entomologica objetivando o controle
quimico do vetor, mas esta exige expertise, recursos humanos e financeiros e, muito embora
seja capaz de produzir maior efetividade no controle da leishmaniose visceral (Brasil,
Ministério da Saude, 2003), ndo costuma ser executada nos municipios.

Considerando esse cenario utilizou-se o método de ELISA para avaliar o
desempenho de diferentes antigenos em localidades urbanas com caracteristicas
epidemiologicas muito distintas.

Empregaram-se espagos urbanos classificados como areas de transmissdao
intensa e esporadica da leishmaniose visceral humana na cidade de Palmas. A populagao
canina dessas localidades foi submetida a exames soroldgicos e parasitologico e o
desempenho dos antigenos recombinante Hsp83 e Lisado bruto de L. (L.) i. chagasi foram

comparados em relagdo ao padrao ouro, o exame parasitologico dos aspirados linfaticos.
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Quando determinada a prevaléncia de caes sororeagentes para LV em cada
quadra, em ambas as localidades AURENY e ARSO se identificou percentuais semelhantes
de verdadeiros positivos e de falsos negativos nas duas populacdes caninas (figura 1), mas a
sensibilidade da sorologia foi muito baixa em ARSO, de transmissdo esporadica, se
comparada a sensibilidade observada em AURENY, de transmissdo intensa (tabela 2).

E interessante notar que os indices de desempenho variam em fungdo da
classificagdo da area e que o ELISA-Hsp83 adicionou vantagem em termos de sensibilidade
sobretudo quando considerada a populacdo canina das duas quadras na execugdo do screen
test.

Uma analise mais cuidadosa dos niveis de anticorpos revelou, contudo que
altos titulos de IgG no ELISA-lisado, que costumam ser indicativos de LV de modo
praticamente inequivoco, foram observados tanto em caes parasitologicamente positivos
quanto parasitologicamente negativos em AURENY. Em ARSO, diferentemente, os niveis de
anticorpos IgG de caes parasitologicamente negativos foram reduzidos a metade daqueles
niveis observados nos cdes de AURENY nas mesmas condi¢des (figura 3).

Niveis de anticorpos quando usado o ELISA-Hsp83 foram mais baixos nas
duas situagdes, contudo, na ARSO foram mais elevados em animais parasitologicamente
negativos do que nos positivos.

Registros da Secretaria Municipal de Satde indicam a média de 9,3 casos
humanos de leishmaniose visceral nos tltimos trés anos na AURENY enquanto nenhum caso
humano da doenga foi detectado na ARSO.

A sensibilidade dos métodos de diagnostico (sorologico e parasitologico) €
bastante varidavel ao longo do curso da infeccdo canina (Quinnell er al, 2003) e como
conseqiiéncia um unico método ndo seria capaz de revelar todos os positivos, mas dentre
todos os disponiveis o ELISA como método de triagem parece ser o mais adequado
(Courtenay et al., 2002). Ha de se considerar, contudo, as variagdes de sensibilidade do
método em funcdo das diferentes areas de transmissdo para evitarem-se os erros de
interpretacao.

Os fatores ambientais exercem influéncia direta na dissemina¢do da LV na
medida em que contribuem para a proliferagdao do vetor Lutzomyia longipalpis e para o estado
de satde do cdo, reservatorio do parasito ( Dietze et al. 1997; Melo, 2004). Em AURENY as
condi¢cdes de satide dos cdes e os fatores de risco para transmissdo de LV prevalecem
claramente se comparados com aqueles observados em ARSO. Apesar de uma analise

detalhada sobre fatores de risco ndo ter sido realizada nesse estudo os diferentes cenarios sao
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descritos na tabela 2. Sendo assim, o significado da sorologia positiva em AURENY, area de
transmissao para humanos, pode ser distinto do significado da sorologia positiva em ARSO,
onde nao ha registro de casos humanos nos ultimos trés anos.

Nesse sentido seria interessante em areas de transmissdo esporadica ou onde
ndo ha transmissdo aos humanos buscar-se o segmento da populagdo canina por meio de
inquéritos sorologicos no sentido de se identificarem elevagdes nos niveis de anticorpos de
cdes com baixos titulos de IgG antes de se proceder a eliminacdo dos animais, pois ¢ sabido
que caes podem controlar a infeccdo em dreas onde ndo ocorre transmissdo aos humanos e
que tornam-se infecciosos (competentes como fonte de infecgdo aos flebotomineos) somente
apos seis meses (COURTENAY et al., 2003)

Por ndo haver registro de casos humanos da doenca nos ultimos trés anos,
ARSO poderia ser considerada uma area vulnerdvel onde fatores ambientais estariam
dificultando a transmissdo da leishmaniose visceral aos humanos. A sorologia neste caso s6
deveria indicar a agdo de imediata eliminacao se detectados altos niveis de IgG.

Ainda que os resultados tenham revelado altos niveis de IgG em animais
parasitologicamente negativos, a sensibilidade do exame parasitologico ¢ também muito
limitada (QUINNELL et al. 1996; REITHINGER & DUJARDIN 2007) e altos niveis de IgG
estao normalmente relacionados a infec¢ao no cao.

Na Aureny, portanto, os altos niveis de anticorpos podem ser indicativos de
LV na populagdo canina, com o agravante de haver varios casos notificados da doenca em
humanos. A situagdo peri-urbana desta localidade indica que os fatores ambientais envolvidos
sao muito distintos daqueles influenciando o risco de transmissdo do parasito na ARSO.

Na hipotese dos baixos titulos de anticorpos nos cdes refletirem infeccao
oculta e a despeito do sugestivo equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro em caes da ARSO
(dadas as boas condig¢des clinicas dos caes) o significado da sorologia confere a esta quadra o
status de “area vulneravel”, onde a vigilancia em caes, humanos e a vigilancia ¢ prioritaria,
além da vigilancia do vetor por meio de levantamentos.

Além disso, levantamentos entomologicos em outras localidades peri-
urbanas e urbanas proximas e este foco devem ser conduzidos no sentido de mapear outras
areas de risco e, assim, procurar conter a urbanizacao da doenca.

Quando a sorologia para leishmaniose visceral ¢ o principal método de
diagnostico disponivel para a decisdo de eliminar cdes, ¢ necessario que se considere a

possibilidade de maios precisdo. Embora o antigeno Hsp83 ndo tenha adicionado muito em
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especificidade, foi claramente mais sensivel que o antigeno bruto quando consideradas as
duas areas de abrangéncia do estudo.

O conhecimento gerado por meio de estudos longitudinais também ¢
necessario a fundamentacdo da tomada de decisdo por parte dos servigos de vigilancia e

controle da LV em um dado municipio.
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Anexo 1

Posicio taxonomica do Agente Etiolégico da Leishmaniose Visceral
Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas,1937 segundo descricio do

Ministério da Saude ( 2006).

Reino: Protista (Haekel, 1886)

Sub-reino: Protozoa ( Goldfuss, 1817)

Filo: Sarcomastigophora ( Honiberg & Balamuth,1963)
Sub-filo: Mastigophora ( Diesing, 1866)
Classe: Zoomastigophorea ( Calkins, 1909)
Ordem: Kinetoplastida (Vickkerman,1976)
Sub-ordem: Trypanossomatina ( Kent,1880)
Familia: Tripanossomatidae ( Grobben, 1905)
Género: Leishmania (Ross,1903)

Sub-género: Leishmania ( Saf’yanova, 1982)
Espécie: chagasi ( Cunha & Chagas, 1937).

Atualmente existem divergéncias entre alguns autores sobre o nome do agente
etioldégico da leishmaniose visceral, enquanto uns pesquisadores com base em estudos
isoenzimaticos consideram a Leshmania (Leishmania) chagasi como Leishmania
(Leishmania) infantum, outros, pelas diferengas bioquimicas preferem manter o nome
chagasi.

Shaw 20006, refere a Leishmania (L) chagasi como Leishmania (L) infantun chagasi.
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