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RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses de carater incuravel que apresentam diversas
manifestacdes clinicas no homem e tem o cdo como seu principal reservatério no
ambiente urbano. A Leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave da parasitose e
sua ocorréncia tem aumentado no Brasil, apesar das a¢fes dos 6rgdos de salde publica.
Até o do ano de 2002, o Estado do Rio Grande do Sul era area indene para as
leishmanioses humana e canina. Em 2003 foi registrado o primeiro caso humano da
forma tegumentar e em 2006 e 2008 identificaram-se, respectivamente 3,5% e 30,5% de
cdes sororreagentes para Leishmania sp. em Porto Alegre/RS. Em 2009, foram
confirmados os primeiros casos autoctones humanos de LV e caninos de Leishmaniose
visceral canina (LVC) no municipio de Sdo Borja/RS e registrada, pela primeira vez, a
ocorréncia do inseto vetor no estado. Em 2010, foi notificado o primeiro caso
confirmado de LVC e identificados caes sororreagentes em Porto Alegre/RS. Tendo em
vista a importancia desta zoonose e as dificuldades de um diagndstico confiavel em
cdes, 0 presente estudo objetivou identificar aspectos epidemioldgicos da LVC em caes
em uma regido com registros de casos no municipio de Porto Alegre/RS. Coletaram-se
300 amostras de sangue de cées desta regido as quais foram testas pelos métodos TR-
DPP® e ELISA para diagnéstico de Leishmania chagasi. Um questionario
epidemioldgico foi aplicado durante entrevista com os tutores, contendo aspectos
relativos a criagdo dos animais e fatores ambientais. Na area de estudo, observou-se
presenca frequente de lixo ndo acondicionado e saneamento bésico precario nas
moradias, além de extensas areas de mata verde e pequenos sitios alternados com areas
urbanizadas. Verificou-se que 83% (250/300) dos cées ndo tinham racga definida, 58%
(175/300) eram fémeas, 78% (238/300) dormiam ao ar livre e 61% (183/300) conviviam
com outras espécies animais. Clinicamente, observou-se que 90% (270/300) dos
animais apresentavam infestacdo por ectoparasitos, 70% (210/300) apresentavam
alteracbes dermatoldgicas, 24% (72/300) emagrecimento e anorexia e 22% (65/300)
alteracdes oculares. Os resultados dos testes sorologicos foram 100% concordantes uma
vez que as mesmas trés amostras (1%) apresentaram reacdo positiva e as demais 297
(99%) foram negativas em ambos os métodos diagnosticos. Concluiu-se que, apesar da
baixa prevaléncia de cdes soropositivos para L. chagasi, existem condi¢fes de
transmissdo de LVC, com risco de LV para a popula¢do humana no municipio de Porto
Alegre.

Palavras Chave: Leishmaniose Visceral, Cées, Diagnostico Soroldgico, Porto Alegre.



ABSTRACT

Leishmanioses are zoonoses of incurable character that present different clinical
manifestations in the man and have the dog as its main reservoir in the urban
environment. Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe form of the parasitosis and
its incidence has been increasing in Brazil, despite the actions of public health
authorities. To the year of 2002, the state of Rio Grande do Sul was unscathed to the
human and canine Leishmanioses. In 2003, it was first recorded a human case of
cutaneous leishmaniasis and in 2006 and 2008 were identified, respectively, 3.5% and
30.5% of seropositive dogs to Leishmania sp. in Porto Alegre/RS. In 2009, the first
autochthonous human cases of VL and canine visceral leishmaniasis (CVL) were
confirmed in the municipality of S&o Borja/RS and it was registered, for the first time,
the occurrence of the vector insect in the state. In 2010 was reported the first confirmed
CVL case and seropositive dogs were identified in Porto Alegre/RS. Given the
importance of this zoonosis and the difficulties of a reliable diagnosis in dogs, this study
goal was to identify epidemiological aspects of CVL and evaluate the performance of
ELISA and TR-DPP® in the diagnosis of this disease in dogs on a region with records
of cases in the city of Porto Alegre/RS. Blood samples were collected from 300 dogs of
this region. An epidemiological questionnaire, containing aspects of care and
management of the animals, was conducted during an interview with the owners.
Within the study area, it was observed the frequent presence of unpacked garbage and
poor sanitation in the homes, and large areas of green forest and small farms alternated
with urbanized areas. It was found that 83% (250/300) dogs were of mixed breeds, 58%
(175/300) were females, 78% (238/300) slept outdoors and 61% (183/300) coexisted
with other animal species. Clinically, it was observed that 90% (270/300) of the animals
had infestation by ectoparasites, 70% (210/300) had dermatological alterations, 24%
(72/300) had weight loss and anorexia and 22% (65/300) had ocular disorders. The
results of serological tests were 100% consistent since, in both diagnostic methods, the
same three samples showed a positive reaction and the remaining 297 were negative.
Despite the low prevalence of dogs seropositive for L. chagasi, it was concluded that
there are conditions for the transmission of CVL, resulting in a risk of VL for the human
population in the municipality of Porto Alegre.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Dogs, Serological Diagnosis, Porto Alegre
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo consideradas primariamente uma zoonose podendo
acometer o homem, quando este participa do ciclo de transmissdo dos parasitos do
género Leishmania, transformando-se em uma antropozoonose. Atualmente, estéo entre
as seis endemias consideradas prioritarias no mundo (WHO, 2001; BRASIL, 2006;
WHO, 2009).

S80 doencas causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Tripanossomatidae, género Leishmania, que acometem o homem e diferentes espécies
de mamiferos silvestres e domésticos das regides tropicais e subtropicais (LEVINE et
al., 1980; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; TASCA et al., 2009). Dependendo da
espécie de Leishmania, assim como de outros fatores de seus hospedeiros, a
manifestacdo clinica da doenca pode ter caracteristicas cutaneas, mucocuténeas ou
viscerais (REY, 2008).

A leishmaniose visceral (LV) apresenta cerca de 500.000 novos casos humanos
a cada ano (DESJEUX, 1996, WHO, 2009; BRASIL, 2003; DESJEUX, 2004) e a taxa
de letalidade humana desta patologia pode alcancar até 100%, quando ndo tratada
(SHARMA, 2009).

No Brasil, cerca de 3500 casos de LV humana foram notificados anualmente, com
uma incidéncia média de dois casos por 100.000 habitantes e uma taxa de letalidade de
5,5 % nos ultimos 12 anos (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Em meados dos anos 1980, constatou-se uma mudanga nos padrdes
epidemioldgicos da LV, cuja ocorréncia, antes restrita as areas rurais do nordeste
brasileiro, avangou para outras regides indenes alcancando a periferia de grandes
centros urbanos (BEVILACQUA et al., 2001; MISSAWA et al, 2011). Esta disperséo
da doenca pode ser explicada por estar relacionada a fatores socioecondémicos que
levaram um expressivo contingente da populagéo rural a migrar para centros urbanos,
contribuindo para as alteracdes epidemiologicas no complexo das Leishmanioses, como
o0 surgimento de ciclos nitidamente urbanos, nos quais o cdo se destaca como um dos
elementos na cadeia de transmissdo (ANDRADE, 1998, PEREIRA et al, 2008).
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Devido a este fato, a LV passou a ser foco de preocupacéo para os 6rgdos de
Saude Puablica (SILVA et al., 2011). Apesar das medidas de controle da infec¢do canina
e humana ja serem praticadas no Brasil ha décadas, a ocorréncia da LV tem aumentado,
gradualmente, no pais (LACERDA, 1994; BRASIL, 2003).

Até o final do ano de 2008, o estado do Rio Grande do Sul era considerado uma
area indene para Leishmaniose Visceral humana e canina. No inicio do ano de 2009, foi
confirmado pelo Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS) o0s primeiros casos
autoctones da doenga humana e canina no municipio de Sdo Borja/RS (SOUZA et al.,
2009). No mesmo municipio foi registrada pela primeira vez a ocorréncia do inseto
vetor no estado (Lutzomiya longipalpis e L. cruzi). No mesmo ano foi notificada a
ocorréncia da doenga em cdes em mais seis municipios da regido (Uruguaiana, Barra do
Quarai, Itaqui, Santa Maria e Porto Xavier) (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2011).

Nos ultimos dois anos, 0os municipios de Santa Cruz do Sul e Viamao, distantes
da fronteira oeste, também apresentaram casos de Leishmaniose visceral canina (LVC),
com confirmacdo atraves de provas soroldgicas. Na cidade de Porto Alegre, em 2010,
foi notificado o primeiro caso suspeito de LVC, confirmado logo apds por testes
soroldgicos (TR-DPP e ELISA) e por técnicas de cultivo do protozoario. Outros caes
soro reagentes foram identificados na mesma regido da cidade. Foram realizadas
capturas de flebotomineos e identificada a presenca das espécies Nyssomya neivai,
Migonemya mogonei e Pintomya fischeri, sendo que as duas primeiras ja foram
incriminadas primaria ou secundariamente na veiculacdo da L. chagasi no Brasil e em
outros paises (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2010). Tendo em vista a importancia
desta doenca na saude publica e a recente identificacdo de sua ocorréncia no Rio Grande
do Sul, tornou-se imprescindivel estudar sua epidemiologia na populacdo canina de

Porto Alegre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicéo

As leishmanioses sdo consideradas primariamente como uma zoonose podendo
acometer o homem, quando este entra em contato com o ciclo de transmissdo do
parasito, transformando-se em uma antropozoonose. Atualmente encontram-se entre as

seis endemias consideradas prioritarias no mundo (BRASIL, 2006).

2.2 Histoérico

As primeiras observacoes e a primeira descri¢cao do protozoario foram realizadas
por Borovsky, em 1898, na Russia, em um paciente com a forma cuténea da doenca. Em
1903, Leishman & Donovan, reconheceram o parasito nos casos de Leishmaniose
Visceral (Calazar indiano) (PEREIRA et al., 2008). Segundo Rey (1991), foi Ross
(1903) que em seus estudos denominou o parasito de Leishmania donovani.

Embora a descricdo desses parasitos tenha ocorrido na transicao entre os séculos
XIX e XX, as infeccbes que eles ocasionam sdo conhecidas desde o ano 400 a.C e
relatos detalhados de seu aspecto clinico datam do século V. A forma tegumentar desta
parasitose € natural da América Latina, como atestam lesdes caracteristicas retratadas
em pecas de ceramica e mumias pré-colombianas (VANNIER-SANTOS, et al., 2013).

2.3 Sistematica
Levine et al. (1980) descreveram a sistematica do género Leishmania:
Reino: Protista (Haeckel, 1866)
Sub-reino: Protozoa (Goldfuss, 1817)

Filo: Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963)
Sub-filo: Mastigophora (Deising, 1866)
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Classe: Zoomastigophorea (Calkins, 1909)
Ordem: Kinetoplastida (Honigberg, 1963)
Sub-ordem: Trypanosomatina (Kent, 1880)
Familia: Trypanosomatidae (Dofein, 1901)
Género: Leishmania (Ross, 1903)

Cerca de 30 espécies possuem potencial patogénico para o ser humano, das
quais as mais importantes séo:

. Sudgénero Viannia e Leishmania - L.(V) major, L. (V) tropica, L. (V)
mexicana, L. (V) braziliensis, e L.(L) amazonensis — principais espécies
responsaveis pela leishmaniose cutinea ou a forma mais grave denominada
mucocutanea.

. L. (L) donovani, L.(L)infantum, eL. (L) chagasi— responsaveis pela
leishmaniose visceral.

Devido ao desenvolvimento de técnicas moleculares e a constatacdo de que a
espécie L (L) chagasi é bioquimicamente e antigenicamente indistinguivel da L (L)
infantum, a tendéncia deve ser considera-las como sendo 0 mesmo organismo
(MAURICIO et al., 2001).

2.4 Morfologia

Os agentes etiolégicos das leishmanioses sdo protozoarios tripanosomatideos do
género Leishmania, parasito intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico
mononuclear. Apresentam comportamento pleomérfico, e dois estadios séo
fundamentais no ciclo parasitario: promastigota e amastigota (NEVES, 2005).

A forma flagelada, denominada promastigota é alongada e apresenta um flagelo
livre que emerge da regifo anterior (Figura 1). E a forma movel do parasito e tem
localizagdo extracelular, sendo encontrada no tubo digestério do hospedeiro
invertebrado e pode ser cultivada em diferentes meios de cultura. No citoplasma
observa-se 0 nucleo que pode ser ovoide ou esférico situado na regido central da célula
(COURA, 2005). O nucleo é arredondado ou oval e esta situado na regido mediana. O
cinetoplasto é geralmente ovoide e situa-se entre a extremidade da regido anterior da
célula. O tamanho das formas promastigotas € varidvel, mesmo dentro da mesma

espécie, podendo medir entre 16,0- 40,0 x 1,5 x 3,0 um, incluindo o flagelo, que



17

frequentemente é maior que o corpo do parasito. As promastigotas denominadas de
metaciclicas, sdo as formas infectantes para os hospedeiros vertebrados, possuem
flagelo muito longo, intensa mobilidade e sdo observadas livres nas porc¢des anteriores
do trato digestivo do inseto (NEVES, 2005).

Wl

2R

/

FIGURA 1: Forma promastigota de Leishmania sp.
Fonte: http://www.misodor.com/LEISHMANIOSE.php > Acesso em 20/03/2014

A forma amastigota ndo possui flagelo livre, apenas um rudimento que esta
presente na bolsa flagelar, caracterizada como uma invaginacdo da membrana do
parasito. O nucleo é grande e arredondado e o cinetoplasto tem forma de bastonete. Seu
tamanho varia dependendo da espécie, podendo medir entre 1,5-3,0 x 3,0- 6,5um
(Figura 2). Este estddio do parasito é observado no interior das células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM), principalmente nos macréfagos, dos hospedeiros
vertebrados ou livres (MONTEIRO, 2012).

FIGURA 2: Forma amastigota de Leishmania sp.
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Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/gallery.html#amastil > Acesso em 30/03/2014

2.5 Epidemiologia

Podem-se delinear dois ciclos epidemioldgicos distintos para a leishmaniose
visceral: o ciclo silvestre e o ciclo doméstico ou peri-domestico. No ciclo
epidemioldgico silvestre estdo envolvidos Lutzomya longipalpis como vetor, e raposas
como reservatorios. Ambos habitam nichos ecoldgicos ainda ndo perturbados pelo
homem, como as &reas de floresta e sertdo (LAURENT], 2010).

O ciclo epidemiol6gico doméstico ocorre no ambiente rural ou periurbano onde
estd envolvido o flebotomineo L. longipalpis como vetor, que se reproduz e se mantém
no ambiente peri-domiciliar transmitindo a infeccdo para 0 homem e para o céo
(TRAVI et al., 2001). Nessas condigdes, o0 cdo tem papel importante na epidemiologia
da doenca, servindo de fonte de alimentacdo e de infeccdo para os insetos (BRASIL,
2006). Os cées tém sido encontrados infectados em todos os focos da doenca humana e
sdo considerados como o principal reservatério na cadeia de transmissao da LV no ciclo
doméstico (SVOBODOVA et al, 2003). Os animais reservatorios, principalmente os
cdes, apresentam como caracteristica 0 parasitismo cutaneo intenso, sendo comum
também o isolamento do parasito no sangue. Por isso, constituem excelente fonte de
infeccdo para os flebotomineos, mantendo o ciclo da doenca (GENARO, 2002). Alem
disso, os flebotomineos se alimentam, por ordem de preferéncia, do sangue de aves, de
caes e de humanos (NEVES, 2005).

A urbanizacédo da leishmaniose visceral em varias cidades latino-americanas tem
acontecido em decorréncia do éxodo rural e formagdo de consequentes bolsbes de
pobreza urbanos (SANTAROSA:OLIVEIRA, 1997).

No Brasil, a migracdo indiscriminada da populacdo rural para o meio urbano,
acompanhada de seus animais domésticos como cées e gatos que podem se portar como
reservatorios do parasita tem contribuido para o aumento do numero de casos em areas
urbanizadas e em grandes cidades brasileiras como Campo Grande, Natal e Belo
Horizonte, entre outras (JERONIMO et al., 2004; LAINSON & RANGEL, 2005;
OLIVEIRA et al., 2006). A LV ocorre endemicamente em quase todo o territorio, e vem

apresentando expansdo e urbanizacdo, porém muitos estudos ainda se fazem necessario
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para o conhecimento da epidemiologia neste novo cenario (SATARORA:OLIVEIRA,
1997; GONTIJO;MELO, 2004; AZEVEDO et al., 2008).

A prevaléncia de anticorpos contra a especie causadora da LVC é objeto de
estudo em diferentes regides do Brasil (Tabela 1), os resultados sorologicos variam de 1
a 38% (AZEVEDO et al., 2008; TASCA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2010; ASSIS et
al., 2010). Estes valores podem variar com a regido estudada, técnica de diagnostico
empregada e metodologia utilizada. A divergéncia de resultados entre exames
soroldgicos, possivelmente, ocorre em consequéncia dos diferentes protocolos
utilizados nos diversos estudos publicados (METTLER et al., 2005).

Tabela 1 — Prevaléncia de anticorpos para Leishmania (L.) chagasi em cées,
registradas em diversos inquéritos soroldgicos no Brasil.

Estado Frequéncia Técnica Referéncia
MT 22,1% RIFI* Almeida et al.
25% ELISA** (2012)
Azevedo et al.
M1 1.8% RIFT® (2008)
Almeida et al.
0 *
MT 38% RIFI 2010)
1,37% RIEI*/ELISA** Steindel et al.
> (2013)
BA 10,17% ELISA** Seixas et al.
(2012)
Oliveira et al.
9 *
o 52% RIF (2010)
6,7% ELISA**
MG 10,6% RIFI*/ELISA** Borges et al.
(2014)

*Reacdo de Imunufluorescéncia Indireta ~ ** Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

No estado do Rio Grande do Sul, os primeiros casos de leishmaniose humana
datam de 2002, e foi confirmada a forma tegumentar da doenca. No ano de 2007, o

estado ja era considerado uma zona de risco para a transmissdo de Leishmaniose
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Tegumentar para humanos (IESBICH, 2008). O primeiro caso autoctone de LV no
estado foi no ano de 2008, no municipio de Sdo Borja, no mesmo ano foi detectada a
presenca da Lutzomyia longipalpis no municipio (SOUZA et al., 2009). Levantamentos
entomoldgicos na regido identificaram a presenca do vetor em alguns municipios (Barra
do Quarai, Uruguaiana, Itaqui e Porto Xavier). Neste mesmo periodo, cinco casos
humanos da doenga foram confirmados e um o¢bito foi registrado em S&o Borja
(SOUZA et al., 2010).

Em estudos realizados em Porto Alegre/RS, pesquisadores analisaram amostras
de 200 cées que residiam préximos a casos humanos confirmados de LTA e obtiveram
uma positividade de 3,5% de amostras sororeagentes pelo método de RIFI (JESUS,
2006) e 30,5% pela técnica de ELISA (IESBICH, 2008); ambos os trabalhos utilizaram
antigenos de Leishmania spp..

Porto Alegre registrou seu primeiro caso autoctone confirmado de LVC em
agosto de 2010, quando foi identificado um canino no bairro Lageado (regido peri-
urbana do municipio), onde buscas entomoldgicas foram realizadas na regido e ndo foi
possivel a identificacdo das espécies de flebotomineos que possam estar envolvidas na
transmissdo (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2010).

Segundo o Ministério da Saude (2006), as areas de transmissdo para LV podem
ser definidas em: area de transmissdo, que sdo os locais com transmissdo do
protozoario, ocorréncia do vetor e de casos humanos e caninos. As areas sem casos ou
silenciosas sdo 0s municipios sem registros de casos autoctones de leishmaniose
visceral humana e canina, e as areas com casos sdo aquelas onde ocorre o registro de
pelo menos um caso autoctone de leishmaniose visceral humana ou canina. De acordo
com essa defini¢do, o Rio Grande do Sul hoje é classificado como area de transmisséo
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2011) e o municipio de Porto Alegre pode ser
considerado como area com casos, Visto que ja foram comprovados casos autoctones de

LVC, mas nédo ha registros de casos humanos até o momento.

2.5.1 Hospedeiros Invertebrados

Os vetores da leishmaniose visceral sdo flebotomineos (Psychodidae:
Plebotominae), conhecidos popularmente como mosquito palha ou birigui (BRASIL,
2006). No Brasil, especialmente duas especies estdo relacionadas com a transmissao da

doenga: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (Figura 3) (LAINSON et al., 1989;
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MARCONDES, 2009). A primeira espécie € considerada a principal transmissora da L.
(L.) chagasi no Brasil, a L. cruzi foi como vetora no Estado de Mato Grosso do Sul
(LAINSON et al, 1990; GALATI et al., 1996; SANTOS et al., 1998). No Brasil, a
distribui¢do geografica da L. longipalpis é ampla e parece estar em grande expansdo
territorial (BRASIL, 2003; BRASIL, 2006).

FIGURA 3: Vista lateral do flebotomineo Lutzomya longiplapis, principal vetor da LV.
Fonte: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/leishmaniosis.html> Acesso em
01/04/2014

Os flebotomineos possuem tamanho reduzido, medindo aproximadamente de 1 a
3 mm de comprimento. Apresentam o corpo coberto por pelos e de coloracdo clara
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2007). Possuem comportamento caracteristico de voar em
pequenos saltos e pousar com as asas entreabertas. Possuem adaptacdo a diversos
ambientes, porém na fase larvaria desenvolvem-se em ambientes terrestres Uumidos e
ricos em matéria organica e com baixa incidéncia de luminosidade. Estes insetos
preferem ambientes sombreados, com &rvores e abundancia de matéria organica
(SOARES:TURCO, 2003). A espécie L. longipalpis adapta-se facilmente ao
peridomicilio e a variacdo de temperaturas, podendo ser encontrada no interior dos
domicilios e em abrigos de animais, como galinheiros, canis, pombais e chiqueiros
(DEANE e DEANE, 1955; NEVES, 2005; NOGUEIRA, 2007).

Algumas pesquisas demonstram que pulgas (Ctenocephalides sp). e o carrapato
(Riphicephalus sanguineus) poderiam desenvolver formas promastigostas metaciclicas

de L. chagasi. Nesses casos a contaminacdo ocorreria pela ingestdo desses parasitos
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artropodes pelo cdo (CERQUEIRA et al., 2000). A capacidade vetorial do carrapato R.
sanguineus poderia ser favorecida pelas caracteristicas epidemioldgicas da LVC que

permitem a estreita associacéo dos ectoparasitos com os caes infectados (SILVA, 2012)

2.5.2 Hospedeiros Vertebrados

Os hospedeiros vertebrados podem incluir uma grande variedade de animais:
roedores, edentados, marsupiais, felinos, canideos e primatas (homem) (BRESCIANI et
al, 2010).

Nas areas urbanas, o cdo (Canis familiaris) pode ser considerado a principal
espécie animal responsavel pela manutencdo do ciclo zoonotico (BRASIL, 2003; REY,
2008). A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo em
cdes tem sido mais prevalente do que no homem (PARANHOS et al., 1996; AZEVEDO
et al., 2008; GONTIJO:MELO,2004). No ambiente silvestre, os reservatérios mais
importantes sdo canideos como o cachorro do mato (Cerdocyon thous), lobo guara
(Cerdocyon brachyurus), cachorro vinagre (Speothos venaticus), as raposas (Dusicyon
vetulus), o lobo (Canis lupus), e 0os marsupiais como 0s gambas (Didelphis albiventris)
(BADARO e DUARTE, 1996; LAISON et al, 1990; FERREIRA et al., 2013).

A raposa tem uma grande importancia na manutencdo e disseminagdo do
parasito, pois sendo de habitos erraticos, anda longas distancias procurando alimento,
podendo se aproximar do peri-domicilio (DANTAS-TORRES, 2007).

2.5.3 Ciclo Biologico

Os protozoarios do género Leishmania possuem ciclo de vida heteroxénico,
alternando-se entre o0 hospedeiro vertebrado e insetos vetores (Figura 4)
(LAINSON:SHAW, 1988).

O ciclo evolutivo dos parasitos do género Leishmania compreendem uma fase
nos hospedeiros invertebrados onde as formas promastigotas se multiplicam por divisao
binaria no tubo digestivo das fémeas dos flebotomineos, e outra fase nos hospedeiros

vertebrados, reservatorios mamiferos, nos quais as formas amastigotas vivem e se
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multiplicam, também por divisdo binéria, no interior dos vacuolos parasitoforos dos
macrofagos (NEVES, 2005).

No organismo vertebrado, apos a infeccdo inicial de neutrofilos o parasito é
encontrado infectando preferencialmente as células do SFM (macréfagos/mondcitos).
Vaérios sistemas de receptor-ligante tém sido implicados na adeséo e na internalizacao
da Leishmania pelos macréfagos (VANIER-SANTOS et al, 2013). Dentro do
fagossoma, o parasito se diferencia em amastigota para a sua sobrevida fisiologica e
inicia 0 processo de sucessivas divisdes binarias. Quando os macrofagos estdo

densamente parasitados, rompem-se liberando as amastigotas para seguir o ciclo.
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FIGURA 4: Ciclo bioldgico do protozoéario Leishmania sp.
Fonte: <http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html> Acesso em 30/03/2014

A infeccdo do inseto ocorre quando a fémea pica o hospedeiro vertebrado para
realizar o repasto sanguineo e ingere macréfagos infectados por formas amastigotas.
Esses macréfagos se rompem liberando as amastigotas, que se transformam
rapidamente em promastigotas, multiplicando-se ainda no sangue ingerido que esta
envolto por uma matriz peritrofica secretada pelas células do estbmago do inseto
(NEVES, 2005).

Ocasionalmente pode ocorrer a transmissdo do protozoario sem o envolvimento
do inseto vetor, este mecanismo pode ocorrer por meio de transfusdo sanguinea,

transplantes ou por via transplacentéaria. Nos cées ja foi comprovada a transmissao via
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transfusdo, visto que esta é uma préatica cada vez mais comum na rotina clinica, alerta-se

a necessidade de triagem severa nos doadores (FREITAS et al., 2006).

2.5.4 Fisiopatogenia da leishmaniose visceral canina

A diversidade dos fatores de viruléncia apresentados pelas diferentes espécies de
Leishmania demonstram que esses protozoarios adaptaram-se ao parasitismo
intracelular por meio de mecanismos multifatoriais (VANIER-SANTOS et al., 2013).
As estratégias empregadas pelas formas amastigotas de Leishmania para evasdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro mamifero sdo pouco conhecidas. Alguns trabalhos
sugerem interiorizacdo dos antigenos de membrana para o citoplasma apo0s as
promastigotas metaciclicas serem inoculadas pelo vetor (ALEXANDER et al., 1999).
Outros sugerem que antigenos de viruléncia do parasita seriam 0s responsaveis pela
evasdao das defesas do hospedeiro, permitindo, desta forma, sua sobrevivéncia e
possibilitando a ocorréncia da doenca (VANIER-SANTOS et al., 2013).

Inicialmente, os parasitos estdo presentes no local da picada do vetor. Apés a
inoculacéo pelos flebotomineos na pele de cdes susceptiveis, a maioria dos parasitos é
eliminada por fatores do complemento (MOSSER; ROSENTHAL, 1992; PETERS et
al.,, 1995). Em contrapartida, a saliva dos flebotomineos apresenta efeito
imunossupressor que parece facilitar a sobrevivéncia intracelular dos protozoarios
(VANIER-SANTOS et al., 2013).

Num segundo momento, ocorre a infeccdo de visceras e eventualmente a
disseminacdo na derme (SILVA, 2007). A presenca das formas amastigotas nos 6rgdos
provoca resposta inflamatoria, inicialmente com predominancia de neutrofilos e
eosinofilos, que sdo seguidos por um grande numero de macréfagos. Os linfocitos séo
observados posteriormente com a progressdo da doenca, e a inflamacdo se torna
tipicamente granulomatosa (FERRER, 2002). Ocasionalmente, a amiloidose grave pode
ser encontrada no baco, figado e rins de cdes acometidos. Além de células fagociticas
mononucleares e polimorfonucleares, as amastigotas de Leishmania podem infectar
fibroblastos e células endoteliais, gliais e mesenquimais. A infeccdo de células que ndo
sejam fagociticas profissionais, tais como fibroblastos, pode ser parcialmente
responsavel por infeccdes in vivo prolongadas (VANIER-SANTOS et al., 2013).

A resisténcia do hospedeiro esta associada com a ativacdo seletiva e

diferenciacdo das células efetoras T helper (TH) CD4+ do tipo TH1, que secretam um
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padrdo de citocinas especificas, entre elas, IL-2 e IFN-y (GRIMALDI; TESH, 1993;
SILVA et al., 2013). Os cédes infectados apresentam diminuicdo de células TCD4+ em
comparacdo a animais saudaveis (MORENO; ALVAR, 2002; BARBIERI, 2006).

A resposta dos linfécitos T € a que exerce a maior influéncia na resposta contra a
infeccdo. Como Leishmania é um parasito intracelular obrigatorio, as defesas do
hospedeiro sdo dependentes da atividade dessas células, que se encontram reduzidas
durante a infeccdo. Em contrapartida, ocorre a proliferacdo intensa de linfocitos B e a
producéo de anticorpos é abundante, porém deletéria e ndo promove protecao. Portanto,
0 aparecimento dos sintomas depende da imunocompeténcia do animal. Geralmente, a
doenca no céo é sistémica e crbnica, no entanto a evolugdo aguda e grave pode levar o
animal ao 6bito em poucas semanas. A imunossupressdo ocasionada pelo parasito pode
provocar infeccbes oportunistas que dificultam o diagndstico conclusivo (SILVA,
2007). Em alguns animais ha o desenvolvimento de resposta imune especifica adequada
e controle da infeccdo. Em outros h& disseminacdo dos parasitos a partir da pele para
linfonodos, baco e medula 6ssea; posteriormente pode ocorrer a disseminacdo para todo
o organismo (FERRER, 2002).

Os niveis de isotipos de imunoglobulinas (Ig) na infeccdo natural e experimental
por L. chagasi vém sendo estudados por varios autores (QUINNEL et al., 2003; REIS et
al., 2006; GARCIA, 2009). Estas pesquisas evidenciam que altos titulos de anticorpos
apresentam-se como importantes biomarcadores para 0 monitoramento clinico e de
densidade parasitaria tecidual (REIS et al., 2006). Cdes de area endémica com altos
titulos soroldgicos sdo potenciais fontes de infecgdo para os insetos, pois além do
parasitismo visceral, possuem alta carga parasitaria na pele (SILVA et al., 2005).

2.5.5 Sinais Clinicos nos caes

A gravidade e a variedade de sinais clinicos da doenca dependem do equilibrio
entre a resposta imune e viruléncia do parasito (OLIVEIRA et al., 2011). O periodo de
incubacdo da doenca é extremamente variavel, podendo ser de alguns meses até anos
(FERRER et al., 1999).

O quadro clinico dos cées infectados apresenta um espectro de caracteristicas
clinicas que varia do aparente estado sadio a um severo estado fragil e debilitado
(Figura 5). Os sinais clinicos comumente observados nos cdes sdo: linfadenomegalia,

onicogrifose, emaciacdo, queda de pelos, lesGes ulcerativas, prurido, pelos opacos,
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edema de patas, hiperqueratose, diarréia, ceratoconjutivite, esplenomegalia, dentre
outros (SOLANO-GALLEGO et al., 2009b; ORDEIX et al., 2005; REIS et al., 2009).
Alguns ainda podem desenvolver uma lesdo especifica no local da inoculacdo das
formas promastigotas, o chamado cancro de inoculacdo. A onicogrifose € um sinal
marcante da doenga canina, sendo observada em cerca de 25% dos cdes com LV
(CIARAMELLA et al.,, 1997). Alguns autores atribuem a onicogrifose a acdo do
parasita na matriz ungueal e outros a auséncia do desgaste natural das unhas devido a
apatia do cdo nos estagios mais avancados da doenca (MARZOCHI et al., 1985). Nestes
estagios mais avancados da doenca, € possivel observar, ainda, um quadro de disfuncéo
renal relacionado as elevadas concentragdes de imunocomplexos circulantes de IgM e
IgA e a deposicdo destes nos glomerulos. A resposta humoral ndo é considerada
competente para aferir resisténcia a infeccdo, sendo que esses animais apresentam a
doenga em progressao ativa (SILVA et al., 2013).

A anorexia é normalmente restrita a animais com insuficiéncia renal cronica. A
fraqueza e a diminuicdo da atividade fisica podem ocorrer como consequéncia da
anemia, atrofia muscular e/ou distdrbios locomotores. A febre intermitente é na maioria
das vezes relacionada a doengas concomitantes como erliquiose, babesiose e infeccdes
bacterianas (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Gomes et al., (2006) relatma que a prevaléncia da infeccdo em cdes nas areas
endémicas pode chegar a 50% ou mais, entretanto a prevaléncia da doenca clinica
ocorre entre 3 e 10% dos cdes, 0 que demonstra que a maioria dos cdes ndo desenvolve
os sintomas, o que dificulta consideravelmente o diagnostico. Em estagios avangados,
observa-se também paresia dos membros posteriores, caquexia, inani¢do evoluindo para
a morte (FEITOSA et al., 2000; ALBUQUERQUE et al., 2007; SOLANO-GALEGO et
al., 2009b).

Cées infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo periodo de
tempo e podem ser classificados da seguinte forma (CABRAL et al., 1998):

o Cées assintomaticos: auséncia de sinais clinicos sugestivos da infeccdo por
Leishmania sp.

» Cées oligossintomaticos: presenca de adenopatia linfoide, pequena perda de peso e
pelo opaco.

* Cées sintomaticos: todos ou alguns sinais mais comuns da doenca como as alteragdes
cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, Ulceras, hiperqueratose), onicogrifose,

emagrecimento, ceratoconjuntivite e paresia dos membros posteriores (Figura5).
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Ainda segundo os autores, cerca de 60% da populagdo canina infectada néo

apresenta sintomas evidentes, sendo o restante, em sua maioria, casos pre-patentes, cuja

infeccdo pode ou ndo evoluir para a fase patente.

Figura 5: Cédo sintomatico para LVC: A) apresentando emagrecimento severo; B)
evidenciando no detalhe o aumento do linfonodo popliteo.
Fonte:Veras et al., 2014

2.5.6 Métodos de Diagndstico

A partir da suspeita clinica, a confirmacdo do diagndstico pode basear-se em
métodos parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares (BANETH, 2006; MARCONDES
et al., 2011; VERAS et al., 2014). Vérios autores comentam que um teste eficaz deve
ser capaz de confirmar uma suspeita clinica em um paciente, detectar a infeccéo
assintomatica, ter alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, deve ser simples
e de facil execucdo, ter baixo custo e ser viavel em laboratdrio ou adaptavel a condicdes
de campo e em especial detectar todos os cdes infectados com o protozodrio
(COURTENAY et al., 2002; DOURADO et al., 2007; MAIA;CAMPINO, 2008).

O diagnostico inicial da leishmaniose é realizado pela avaliacdo de parametros
clinicos e epidemioldgicos, porém, para um diagnostico definitivo, ha a necessidade de
exames que comprovem a presenga do parasito. A especificidade e sensibilidade dos
métodos dependem do tipo de antigeno utilizado, do tempo de infec¢do, da carga
parasitaria, e da resposta imune do hospedeiro. H4& um grande nimero de testes com

resultados falso-positivos e falso-negativos. Por esse motivo, 0S exames
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complementares sdo de fundamental importancia no diagnostico definitivo da doenca
(CIARAMELLA et al., 1997; BLAVIER et al., 2001; MOREIRA et al., 2007).

A confirmacdo diagnostica pode ser feita através das técnicas parasitoldgicas
(visualizacdo direta do parasito) ou por métodos soroldgicos e moleculares (FERRER,
1999; WHO, 2001). A especificidade do método parasitoldgico direto é de 100% e a
sensibilidade pode ultrapassar 80% quando o material colhido é punc¢do do linfonodo
popliteo ou de camada leucocitaria da amostra sanguinea (BRASIL, 2006). Em animais
assintomaticos, nos quais poucas formas amastigotas estdo presentes, podem ocorrer
resultados falso negativo.

Historicamente, testes soroldgicos utilizados no diagnostico laboratorial da
leishmaniose visceral (ELISA e RIFI) baseiam-se na deteccdo de anticorpos especificos
ao parasita nas amostras de soro de cées suspeitos de portarem a doenca. Tais exames
sd0 baseados na utilizagdo de extratos de proteinas dos parasitos, antigenos
semipurificados ou purificados, apresentados sob a forma de proteinas recombinantes
(CARVALHO et al., 2002; ALVAR et al., 2004). Animais infectados desenvolvem uma
resposta imune humoral e produzem altos titulos de IgG anti-Leishmania. A
soroconversdo ocorre aproximadamente trés meses ap0s a infeccdo e os titulos
permanecem elevados por pelo menos dois anos (FERRER, 1999; GARCIA, 2009). O
cdo torna-se fonte de infeccdo para os flebotomineos aproximadamente 105 apos a
soroconversao (COURTENAY et al., 2002).

Muitos testes sorologicos estdo disponiveis, tais como Fixacdo do Complemento,
Hemaglutinacdo Indireta, Aglutinacdo em latex, Aglutinacdo direta, Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta, ELISA e Western blot. As técnicas soroldgicas
recomendadas atualmente pelo Ministério da Saude para o inquérito canino sdo o TR-
DPP® e ELISA, sendo este Gltimo o teste padrdo ouro. Entre as principais desvantagens
destes testes estdo a incapacidade de detectar cdes infectados antes da soroconverséo e a
possibilidade de ocorres reagdes cruzadas com diversas outras enfermidades que
infectam cdes, tais como Babesiose canina, erliquiose canina e infeccdo por
Tripanossoma sp. (HARRUS, 2002; FEITOSA, 2006; LUCIANO et al., 2009; LOPES
etal., 2011; SILVA et al., 2011).

O teste de ELISA é utilizado principalmente para deteccdo de anticorpos,
quando se deseja realizar um levantamento soroepidemiol6gico pratico, menos oneroso

e rapido, no qual pode-se testar um grande nimero de amostras ao mesmo tempo. Este
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teste apresenta sensibilidade que varia entre 71 e 100% e uma especificidade entre 85 e
100% (MELO, 2004). Os valores de sensibilidade e especificidade podem variar de
acordo com o tipo sanguineo empregado (espécie ou forma evolutiva do parasita) e de
mudancas no protocolo experimental padrdo. As técnicas que utilizam antigenos totais
sdo limitadas em termos de especificidade, apresentando reagdes cruzadas ndo somente
com outras espécies da mesma familia, mas também com outros organismos
filogeneticamente distantes. Durante muito tempo se discutiu a possibilidade de reacéo
cruzada de antigenos de Leishmania chagasi com Trypanossoma cruzi e L. braziliensis
(DOURADO et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2009a). No entanto ja foi
demonstrada a auséncia reatividade cruzada com antigenos de Babesia canis e Ehrliquia
canis pelo ELISA e RIFI, sendo o que é importante uma vez que esta co- infecgdo com
estes agentes € um achado muito comum em zonas endémicas para LV (OLIVEIRA et
al. 2008).

Técnicas de imunohistoquimica também apresentam bons resultados para o
diagnostico da LV, auxiliando as técnicas soroldgicas de rotina (TAFURI et al., 2004).

O desenvolvimento de testes rapidos baseados em proteinas recombinantes (rk26
e rk39) para uso em testes de diagndstico revolucionou a deteccdo da infec¢do da
leishmaniose visceral canina, provando ser altamente sensivel e especifico,
demonstrando um diagnoéstico preciso da doenga (CHAPPUIS et al., 2007; POUBEL,
2010; DOMINGOS, 2012). Segundo a Nota Tecnica do Ministério da Salde,
Departamento de Vigilancia das Doencas Transmissiveis de dezembro de 2011 (N°
01/2011), o teste rapido imunocromatografico — TR-DPP® passa a ser o teste de triagem
nos inquéritos caninos e o Ensaio imunoenzimatico (ELISA), o teste confirmatdrio
(BRASIL, 2011). Este metodo imunocromatografico apresenta vantagens e facilidades
como a rapidez, praticidade e simplicidade. Pode ser realizado a partir de de amostras de
soro, sangue ou plasma e ndo exige equipamentos especificos para sua interpretacéo
(RODRIGUES et al., 2013; VERAS et al., 2014).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem se apresentado como um método
rapido e altamente sensivel para o diagnostico de LVC e tem se mostrado Util também
no acompanhamento de cdes doentes (FERRER 2002), pois € um método com alta
sensibilidade e especificidade (FISA et al., 2001). Essa técnica também parece capaz de
distinguir infeccdo passada de recente (VERAS et al., 2014). Este método passou a ser
usada com mais frequéncia para a identificacdo dos reservatérios de Leishmania
(BRANDAO-FILHO et al., 2003).
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Uma variedade de protocolos para detectar Leishamania infantum tem sido
desenvolvidos e a técnica de PCR tem mostrado ser sensivel e altamente especifica para
a deteccdo de infecgbes assintomaticas ou ndo provadas parasitologicamente (AOUN et
al., 2009). A utilizacdo de metodologias moleculares permitiu o desenvolvimento de
novas abordagens e a determinacdo de correlacBes filogenéticas existentes entre as
espécies (POGUE et al., 1995; ALVARENGA, 2012).

A combinacdo de teécnicas soroldgicas e moleculares tem auxiliado na
demonstracdo de maior nimero de animais positivos para LV em areas endémicas
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

Em suma, os métodos diagndsticos por sorologia, por suas caracteristicas
proprias, sdo os de eleicdo e sdo largamente empregados pela sua facil e rapida
execucdo, bem como sua confiabilidade em certas condic¢des, como as de campanhas de
salde publica, onde sdo examinados grandes contingentes populacionais. O teste
parasitolégico é o método conclusivo de diagnostico da doenca; é considerado o padréo
confirmatorio. Por meio dele, faz-se a deteccéo e a identificacdo do parasita a partir de
biopsias ou aspirados de tecidos. Outras técnicas, como a imunohistoquimica e a reagédo
em cadeia da polimerase (PCR) também séo utilizadas, porém, ndo tém a praticidade de
serem empregadas em triagens de campo (TAFURI et al., 2001; TAFURI et al., 2004).

Na LVC é dificil a correlacdo de sinais clinicos, carga parasitaria e sorologia,
pois, os titulos elevados de anticorpos na RIFI nem sempre estdo correlacionados com
os sinais clinicos e o grau de parasitismo nem sempre estd associado aos sintomas
(MADEIRA et al., 2004; SOUZA et al., 2004). Braga et al. (1998), observaram em seus
experimentos que o ELISA utilizando soro de cdo, mostrou-se 4,6 vezes mais sensivel
que RIFI do eluato de papel filtro, pois detectaram maior nimero de cdes precocemente
infectados. Mesmo assim, ainda & um desafio a existéncia de um teste de facil acesso a
populacdo que apresente, paralelamente, especificidade e sensibilidade elevadas
(ROURA et al., 1999).

2.6 Tratamento Canino

O tratamento de cdes assintomaticos e oligossintomaticos resulta em altas taxas
de recuperacdo clinica, bem como impede o desenvolvimento da doenca (GRADONI,
2002). A eliminacéo do parasito nos orgaos e tecidos, especificamente na pele, tem sido
considerada a melhor forma de controle da doenga (VOULDOUKIS et al., 1996).
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Os farmacos de escolha utilizadas frequentemente para o tratamento da LVC
sdo: antimoniato de metil glucamina, anfotericina B e alopurinol. Vérios outros
compostos incluindo pentamidinas, aminosidinas, miltefosina, metronidazol, e
cetaconazol, estdo sendo investigados como agentes antileishmania em cées, porem,
sem apresentar ainda resultados satisfatorios (BANETH et al., 2001).

A utilizagdo do Antimoniato de N-metil Glucamina, distribuido pelo Ministério
da Saude, para o tratamento da Leishmaniose canina, foi proibida pelo Conselho Federal
de Medicina Veterinaria por meio do parecer técnico n°. 299/2004 da Advocacia Geral
da Unido (BRASIL, 2004).

A utilizacdo de imunossupressores, em especial os glicocorticoides, na terapia da
leishmaniose visceral canina tem sido amparada com objetivo de deprimir a imunidade
humoral por meio da reducdo na producdo de anticorpos e restringir os efeitos causados
pelo deposito de imunocomplexos nos 6rgaos e tecidos (DENEROLLE et al., 1996).

No Brasil, € proibido o tratamento da LV em cdes, com produtos de uso humano
ou produtos ndo-registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), considerando a existéncia de risco de inducéo a selecdo de cepas resistentes
aos medicamentos disponiveis para o tratamento das leishmanioses em seres humanos
(BRASIL, 2008). No entanto, nos ultimos anos, o tratamento canino, utilizando outros
principios ativos que ndo os indicados para tratamento humano, tem sido realizado no
Brasil e em outros paises, como medida adicional para o controle da doenca com
implicacdes diretas na prevaléncia humana (ALVAR et al., 1994; MORITZ et al., 1999;
BANETH et al., 2001).

Devido ao tratamento oneroso e pouco eficaz dos cédes infectados e a
inexisténcia de uma vacina que garanta protecdo total, a eliminacdo de animais
soropositivos tem sido utilizada como forma de controle da doenca em varios paises
(MADEIRA et al., 2006). As vacinas caninas ja registradas no Brasil apresentam algum
efeito protetor contra a leishmaniose visceral canina, mas nenhuma delas foi
propriamente avaliada como medida de controle da leishmaniose humana (PARRA et
al., 2007).
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2.7 Medidas de Controle

O controle da leishmaniose visceral canina baseia-se na deteccdo dos animais
infectados, seguido do seu sacrificio e no combate ao vetor transmissor (BRASIL,
2003). Tal controle, entretanto, é uma tarefa dificil devido & grande variedade de
espécies do parasita, além disso, a leishmaniose apresenta-se como uma doenca
zoonotica que € mantida, em sua grande maioria, em ciclos naturais envolvendo vetores
e reservatorios silvestres. H4 também, a capacidade de adaptacdo do parasita que,
mesmo na auséncia de seu reservatorio natural, pode sobreviver em outros hospedeiros
presentes em seu habitat (DESJEUX, 1992; KAMHAW!I et al., 2000).

As estratégias de controle, até entdo utilizadas, estdo centradas e dirigidas
unicamente para o controle do reservatorio canino (inquérito soroldgico canino e
eutandsia em cdes sororreagentes), bem como para a aplicagdo de inseticidas,
diagnostico e tratamento adequado dos casos registrados. Entretanto, essas medidas,
muitas vezes realizadas de forma isolada, ndo apresentam efetividade para reducdo da
incidéncia da doenca, determinando a necessidade de reavaliacdo das acfes propostas
pelo poder publico (BRASIL, 2006).

O enfoque dado para eutanasia dos cdes tem demonstrado ser ineficaz e
dispendioso (DYE, 1996; DIETZE, et al., 1997; COSTA, 2001; COURTENAY, et al.,
2002; GONTHO; MELO 2004). A eliminacéo de cdes soropositivos, dentre as medidas
de controle da leishmaniose, é a que apresenta menor suporte técnico-cientifico, uma
vez que existem varios pontos conflitantes nesta acdo (COSTA, 2001). Ainda com
relacdo a eutanédsia dos cdes como controle de reservatorio, devemos lembrar do
profundo impacto que esta medida causa, considerando a relacdo homem-cdo na
sociedade e tendo em vista que muitos cdes se transformaram em verdadeiros
“membros” da familia, sendo o sacrificio de cdes com sorologia positiva e na maioria
das vezes assintomatico, torna-se cada vez mais inaceitavel e de dificil execucédo para as
autoridades de saude publica (DOMINGOS, 2012).

Em contrapartida, Nunes et al., (2010), concluiram ao analisar as taxas de
leishmaniose humana no municipio de Aracatuba/SP, que o procedimento de eutanasia
em cédes pode estar intimamente ligado a reducdo das taxas de casos humanos da
doenca. Essa diferenca de achados demonstra a importancia de mais estudos que

avaliem o real papel do cdo na manutencao da doenca e o risco para a infeccdo humana.
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Nas areas endémicas, um tratamento rapido dos cdes infectados, controle dos
caes errantes e sem domicilio, acdo contra insetos vetores constituem o0s métodos
recomendados (FRASER, 2008).

O programa oficial de controle da Leishmaniose visceral canina preconiza que as
medidas sejam direcionadas a populacdo humana e canina e ao vetor; e incluem
medidas protecdo individual aos humanos, saneamento basico, controle da populagéo de
caes errantes, vacinacao da populacdo canina e uso de coleiras impregnadas a base de
Deltametrina a 4% (BRASIL, 2006).

O sistema de vigilancia deve ser permanente e utilizando os recursos humanos e
financeiros de forma extensiva. A possibilidade de transmisséo da LV por cdes
assintomaticos, os problemas de padronizacdo dos métodos de diagnostico, 0s
resultados contraditérios e a dindmica populacional canina, onde 0s animais
eutanasiados sdo rapidamente substituidos por outros cdes que podem adquirir a
infeccdo em um curto espago de tempo, séo fatores que contribuem para inefetividade
do programa de controle da doenca (COSTA et al., 2007).

Um candidato em potencial para uma vacina contra leishmaniose visceral,
devera favorecer o desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Thl CD4+, mas
esta resposta também € dependente da dose do antigeno e da via de inocula¢do (KAUR
et al., 2008). E preciso considerar também a importancia do adjuvante na eficécia e
duracdo da resposta imune, uma vez que vacinas lipossomais sdo muito eficazes na
protecdo contra LV em camundongos BALB/c (RAVINDRAN et al., 2010).

As vacinas caninas ja registradas no Brasil apresentam algum efeito protetor
contra a leishmaniose visceral canina, mas nenhuma delas foi propriamente avaliada
como medida de controle da leishmaniose humana (PARRA et al., 2007).

Uma das vacinas comercializadas e registradas no Brasil é a Leismune®. O
laboratério usa tecnologia de uma fracdo glicoproteica purificada, a fucose-manose
ligand (FML). Este antigeno estd presente na superficie do parasita ao longo de seu
ciclo de vida, fato este que assegura uma alta protecdo e imunogenicidade para cées
(BORJA-CABRERA et al., 2002; LIMA et al., 2010). Esta vacina foi capaz de inibir a
penetracdo de formas promastigotas e amastigotas em macréfagos de camundongos in
vitro (LIMA et al., 2010). Borja-Cabrera et al. (2008), conseguiram demonstrar alta taxa
de eficacia da vacina Leismune®, atingindo até 98% de soropositividade para FML em

caes vacinados.
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Outra vacina contra Leishmaniose visceral canina disponivel no mercado é a
Leish-Tec®, e segundo informacdes do manual técnico, ela promove respostas imune
celular, humoral, parasitologica e clinica dos cdes imunizados com o0 antigeno
recombinante A2, associado ao adjuvante saponina.

O antigeno A2 é uma proteina formada por multiplas cépias de unidade de 10
aminoacidos, expresso preferencialmente em formas amastigotas da L. (L) chagasi. A
inibicdo da expressdo de A2 em formas amastigotas resulta na perda da viruléncia do
protozoario (Manual Técnico, 2012).

Em um estudo realizado pela UFMG, animais imunizados com a Leish-Tec®
apresentaram niveis de anticorpos da classe 1gG2 anti-A2 significativamente maiores,
indicando a inducdo de resposta TH1. No mesmo estudo, os cdes imunizados
apresentaram altos niveis de IFN-y e 19G2 especificos a A2, permitindo a diferenciacdo
soroldgica entre animais vacinados e animais infectados, um requisito importante para
uma vacina contra LVC. Estes animais vacinados mantiveram-se negativos na sorologia
de rotina realizada por RIFI e ELISA (GRIMALDI et al., 2012).



35

3 OBJETIVO

Objetivo geral:

1) Estudar a epidemiologia da Leishmaniose visceral canina em uma
regido do municipio de Porto Alegre/RS com registro de caso da

doenca.

Objetivos especificos

1) Conhecer o perfil da populacdo canina e das condigdes ambientais
onde foi diagnosticado o primeiro casos de LVC no municipio de
Porto Alegre/RS.

2) Identificar caninos sororeagentes para Leishmania (L.) chagasi em regido

com registro de caso.

3) Avaliar comparativamente o desempenho das técnicas de ELISA e TR-
DPP® para o diagndstico sorologico de LVC em regido com registro

de caso da doenga.
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4 MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

A cidade de Porto Alegre esta localizada na mesorregido metropolitana, possui
uma populacdo de 1.409,551 habitantes (Censo IBGE/2012) e uma éarea total de 470, 25
km2 (Figura 6A). Atualmente pode ser dividida em 78 bairros, com caracteristicas bem
distintas. Para este estudo, foi selecionada uma éarea da cidade (Figura 6B) que se
localiza ao longo da Avenida do Trabalhador, com 19km de extensdo e populagdo
média de 150 mil habitantes (PREFEITURA, 2013). Esta area (Figura 7) inicia no
bairro Agronomia, onde foram registrados 0s primeiros cdes soropositivos para
Leishmania spp (JESUS, 2006; IESBICH, 2008) e se estende até o bairro Lageado,

onde foi registrado o primeiro caso de LVC no municipio de Porto Alegre.
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FIGURA 6: A - Regido metropolitana do municipio de Porto Alegre/RS; B-
Distribuicdo dos bairros da cidade de Porto Alegre, com destaque para a regido de

estudo (circulo vermelho).
Fonte: http://www2.portoalegre.rs.gov.br/smgl/default.php?req=1&p secao=76
Acesso em 01/04/2014
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FIGURA 7: Area de estudo no mTJnicipio de Porto Alegre/RS, evidenciando o
trajeto da Av. do Trabalhador: 1) Registro de cdes soropositivos Leishmania

spp.; 2) Primeiro caso de LVC registrado no municipio.
Fonte: http//www.googlemaps.com >Acesso em: 20/03/2012

Amostragem

Utilizou-se amostragem ndo probabilistica (THRUSFIELD, 2004), por
conveniéncia, sendo o aceite do proprietario em participar do estudo e permitir a coleta
de soro sanguineo do cédo o fator de incluséo, resultando em 300 cdes amostrados. O
periodo de coleta das amostras foi de setembro de 2012 a setembro de 2013. Foram
necessarias visitas prévias a localidade para contatar os tutores dos animais e agendar o
procedimento. As amostras de sangue foram obtidas através de venoclese da veia
jugular e acondicionadas em tubos com e sem anticoagulante em caixa de isopor
refrigerada. Posteriormente as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de
Protozoologia da UFRGS onde foi feita a centrifugacdo para obtencdo de soro e plasma.
As amostras foram identificadas individualmente e mantidas congeladas a menos 20°C
em tubos do tipo Eppendorf. Todos os tutores autorizaram a coleta e assinaram um
termo de Livre Consentimento, com esclarecimentos a respeito da doenca e dos

procedimentos realizados (APENDICE A). Todos os animais foram contidos de forma
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segura com mordaca ou focinheira de tecido. Foi utilizada seringa descartavel de 5ml
para a coleta com agulha do tipo 25x7. De acordo com o guia de severidade dos
procedimentos cientificos utilizado como padrdo pela CEUA/UFRGS, ao qual esse
projeto foi submetido, os pesquisadores avaliram como leve o grau de severidade deste

procedimento.

Dados relativos a idade, raga, sexo, local de origem, avaliagdo clinica dos
animais e observacfes do ambiente foram registrados em fichas de identificacdo
individuais. (APENDICE B)

Diagnostico soroldgico

Utilizaram-se duas técnicas para diagnostico de Leishmaniose visceral canina, as
quais sdo descritas a seguir. Este trabalho foi realizado em parceria com o Laboratério
Central do Estado (LACEN/RS) e o Laboratério de Imunologia da UNESP/Aragatuba-
SP.

O teste rapido Dual Path Platform (TR- DPP®- Leishmaniose visceral Canina),
patenteado pela Chembio Diagnostics e desenvolvido pelo Instituto
Biomanguinhos/Fiocruz (FUNED, 2010), foi executado no Laboratorio Central do
Estado (LACEN/RS).

O Teste imunoenzimatico (ELISA) foi realizado conforme Lima et al. (2005).
Foi utilizado antigeno soltvel lisado de L.(L.) chagasi na concentracdo de Sug.ml™,
diluido em tamp&o carbonato. O anticorpo secundério utilizado para revelar a reacao foi
imunoglobulina de coelho anti 1gG de cdo conjugada a peroxidase (Sigma®,USA). As
amostras foram testadas em duplicata e a densidade 6tica (DO) utilizada como ponte de
corte foi de 0,270. A leitura foi realizada imediatamente ap6s o blogueio com &cido
cloridrico a 16%, em espectrofotbmetro com filtro de 490nm.

Os controles positivos eram provenientes de area endémica e confirmados por
isolamento do parasito. O controle negativo era proveniente de cdes sadios, nao

infectados e de areas livres de LVC.
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5 RESULTADOS

Caracterizacdo da area de estudo

Os bairros inclusos na area de estudo apresentam regides residenciais bem
definidas e grandes areas comerciais, desde grandes inddstrias até pequenos comercios.
Em grande parte do trajeto, foi possivel verificar a vulnerabilidade social desta regido da
cidade. Observou-se com grande frequéncia a presenca de lixo mal acondicionado e
falta de saneamento basico nas moradias. Foi possivel observar um grande nimero de
casas e pequenos sitios e extensas areas de mata verde entre as residéncias, muito
semelhante ao observado em areas rurais desta regido do Estado. No percurso de 19 km
entre o ponto inicial das coletas e o ponto final, pode-se observar alguns locais com
densidade populacional maior, presenca de comércio local intenso e grande populacéo
de cées errantes (Figura 08). E no outro extremo da regido estudada (Bairro Lageado),
foi possivel observar uma localidade onde predominam sitios e pequenas propriedades
rurais. (Figura 09). Neste bairro, foi possivel verificar deficiéncia de saneamento basico,

lixo exposto na rua ou em locais inadequados.

FIGURA 8: Regido da Lomba do Pinheiro, localizada no inicio da Avenida do

Trabalhador, evidenciando a presenca de cées errantes e de lixo em via publica.
Fonte: Mariana Teixeira — Arquivo Pessoal , 2013
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FIGURA 9: Regido do Bairro Lageado, localizado no final da Avenida do
Trabalhador, onde se observa a predominancia de area de transicdo de mata.
Fonte: Mariana Teixeira — Arquivo Pessoal , 2013

Caracterizacao da populagéo canina

Por meio da analise dos questionarios epidemioldgicos realizados durante as
visitas para coleta de sangue, foi possivel observar as seguintes caracteristicas da
populagéo canina estudada.

A maioria dos cées coletados neste estudo foi classificada como mestica ou sem
raca definida (250/300). Esta caracteristica € bem marcante na populacdo canina da
regido. Os numeros minimo, maximo e médio de cées por residéncia foram um, vinte e
dois e seis, respectivamente. Com relacdo ao género dos animais participantes do
estudo, destacou-se a presenca de fémeas (175/300) em relacdo aos machos,
caracteristica essa também observada nas residéncias como um todo (Figura 10).

A idade minima, média e maxima dos animais coletados neste estudo foi de
nove meses, 5,5 e 16 anos, respectivamente. Optou-se por ndo realizar a coleta em cées
com idade inferior a seis meses, visto que a LVC é uma enfermidade que atinge
geralmente animais com idade superior a cinco anos (BRASIL, 2006).

Com relagdo ao hébito de vida dos cées, 78% (238/300) dormiam em canis ou no
patio de suas moradias, 61% (183/300) dos cdes conviviam com outras espécies de
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animais no mesmo terreno como galinaceos, equinos, felinos e suinos. Em quase 60%
(24/41) dos domicilios foi relatada a ocorréncia de roedores no ambiente (Figura 11).
Setenta e dois por cento dos proprietarios (216/300) relataram no questionario
que os cdes ndo recebiam acompanhamento veterinario de rotina. A observacéo clinica
que a maioria dos animais revelou que 90% (270/300) apresentava infestacdo por
ectoparasitos (pulgas e/ou carrapatos) no ato da coleta. Foi possivel identificar nos
animais durante as coletas, varios cdes com sinais clinicos e/ou caracteristicas
observadas em casos de LVC, como: alteracdes dermatoldgicas como seborreia,
alopecia local ou generalizada, prurido em diferentes niveis em 70% (210/300) dos
animais; emagrecimento progressivo e falta de apetite em 24% (72/300); alteragdes
oculares em 22% (65/300); além de alguns relatos de alteracGes no sistema locomotor e

articulares.

FIGURA 10: Caes que participaram do estudo evidenciando as condicGes de vida.
Fonte: Mariana Teixeira — Arquivo Pessoal, 2013.



42

FIGURA 11: Caracteristica de uma residéncia incluida no estudo: A) Presenca de
outras espécies de animais; B) Galpdo que servia de dormitério para os cdes da
propriedade.

Fonte: Mariana Teixeira — Arquivo Pessoal, 2013.

Resultados soroldgicos

Das 300 amostras submetidas a técnica de TR-DPP®, apenas trés (1%) amostras
formam reagentes, sendo consideradas como positivas (Figura 12). Estas mesmas trés
amostras também foram &s Unicas a apresentarem reacfes positivas quando submetidas
a técnica de ELISA. A densidade 6tica (DO) média de cada amostra foi 1,322; 0,630 e

0,590 (Figura 13). As demais amostras (297/300) foram negativas para ambas as

técnicas realizadas no estudo, revelando concordancia de 100% entre as técnicas.

FIGURA 12: Cartdo do teste TR-DPP® evidenciando o resultado positivo (T) em
relacdo ao controle (C).
Fonte: Mariana Teixeira — Arquivo Pessoal, 2013.
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FIGURA 13: Placa de ELISA apresentando as reaces das amostras positivas.
Fonte: Mariana Teixeira — Arquivo Pessoal, 2013.

Os trés animais positivos eram provenientes do Bairro Lageado, e residiam na
mesma propriedade. Dois animais eram fémeas e uma amostra de macho. Os cdes eram
das racas Golde Retrivier (uma fémea) e Pitbull (um macho e uma fémea) e as idades de
quatro, sete e cinco anos, respectivamente.

A regido onde esses cées residiam ja havia apresentado um caso anterior de LVC
no municipio de Porto Alegre, e ficava distante cerca de 2 km dos casos iniciais. O local
onde estes cdes eram mantidos apresentava grande area de transicdo de mata verde,
presenca de outras espécies de animais (equinos e felinos), e em comparacdo com
muitas outras residéncias visitas, era um local limpo, sem acumulo de sujeira ou matéria
organica evidente e os cdes recebiam cuidados e acompanhamento veterinario.

Dos trés animais positivos, somente um apresentava sinais clinicos que poderiam
indicar suspeita de LVC no ato da coleta. Este animal era uma fémea da raca Pitbull,
com cinco anos de idade e DO média de 1,322 no teste de ELISA. O tutor relatou que
esta fémea apresentava emagrecimento progressivo fazia alguns meses, que ja havia
sido diagnosticada para babesiose canina e respondido bem ao tratamento realizado pelo
veterinario. Néo foi identificado nenhum outro sinal clinico nos animais no momento da
coleta. O tutor ndo fazia uso de nenhum produto para controle de
pulgas/carrapatos/mosquitos, por segundo ele ndo ter problemas pela época do ano
(inverno).
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5 DISCUSSAO

A presenca de cées portadores de LVC no municipio de Porto Alegre representa
risco potencial para a salde publica, uma vez que estes animais atuam como fonte de
infeccdo para os vetores flebotomineos (TRAVI et al., 2001; STEINDEL et al, 2013).

Com relacdo a caracteristica obsevada na area de estudo, pode-se constatar uma
grande falta de infraestrutura basica na regido. Costa et al. (2005) avaliaram a influéncia
dos servicos e saneamento basicos da cidade de Teresina, Pl e observaram maior risco
de infeccdo humana quando da auséncia de rede de esgoto e coleta de lixo regulares.
Todos esses fatores, segundo Borges et al. (2014), podem contribuir para a manutengéo
e ocorréncia de LV canina e humana. Estes autores ao realizarem trabalho no municipio
de Juatuba/MG, observaram uma prevaléncia proxima a 50% em bairros onde era
observado deficiéncia de saneamento basico, ruas ndo pavimentadas e populacdo de
baixa renda, caracteristicas essas observadas em toda a regido observada no presente
estudo, com maior énfase no bairro do Lageado.

As caracteristicas da populacdo canina da regido estudada demonstram a
existéncia de diversos fatores de risco, normalmente, associados ao incremento da
chance de infecgdo de humanos e cdes em areas endémicas de LV, tais como: a
predominancia de machos, (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001) o animal ter o habito
de dormir do lado de fora da residéncia humana (ZAFFARONI et al., 1999; COURA-
VITAL et al.,2011); e o relato frequente da ocorréncia de roedores (SVOBODOVA et
al., 2003). Neste estudo os cdes que reagiram positivamente na sorologia pernoitavam
fora do domicilio e na residéncia havia o relato da ocorréncia de roedores pelo
proprietario.

Almeida et al. (2012), em estudo realizado no municipio de Cuiaba (MT),
verificaram que fatores relacionados ao habito dos cdes dormirem fora do domicilio e
terem livre acesso a rua seriam fatores importantes para a infeccdo para leishmaniose
visceral. Cées de zona rural teriam 1,9 vezes mais chances de contrair a infeccdo que
cdes de zona urbana. Visto que os trés animais positivos neste estudo residiam em uma
zona urbana, porém com caracteristicas de ambiente rural, propicia um nidmero maior de
hospedeiros de outras espécies animais e ambientes favoraveis para a manutencdo da

populacédo de flebotomineos.
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Os animais machos sao geralmente preferidos face aos aspectos econémicos e de
seguranca para o seu tutor (GARCIA et al, 2009). Esta caracteristica populacional ndo
foi observada neste estudo, uma vez que a maioria dos cédes coletados foi do género
feminino. Devido ao baixo indice de animais soropositivos na amostragem do presente
estudo, ndo foi possivel avaliar a influéncia do sexo do animal sobre o resultado
soroldgico. Entretanto, alguns autores ndo detectaram influéncia desta caracteristica
sobre o resultado soroldgico (SEIXAS et al., 2012).

Feitosa et al. (2000) relataram maior positividade em animais entre trés e seis
anos de idade. Esta predisposi¢do etéaria de cdes adultos pode ser explicada pelo longo
periodo de incubacdo da doenca (SEIXAS et al. 2012). Neste estudo a média de idade
dos cées soropositivos foi de 5,3 anos, estando na faixa etaria mais predisposta a
manifestacdo da doenca. Este dado requer um estudo mais detalhado e com amostragem
maior, visto que cdes jovens sdo caracterizados por imaturidade imunoldgica, o que
teoricamente o tornaria mais susceptivel a infecgdo (SEIXAS et al., 2012).

Neste estudo, o elevado nimero de cées que apresentavam sinais clinicos
considerados compativeis com LVC, os quais, no entanto, apresentaram resultados
negativos nos testes diagndsticos utilizados (CABRAL et al., 1998). Este quadro pode
ser justificado pelo fato de que os sinais clinicos de LVC ndo sdo patognomonicos, 0
que significa que os sinais observados neste estudo poderiam estar relacionados a outras
enfermidades (BRASIL, 2006). A grande caréncia socioeconémica observada na regido,
a falta de acompanhamento veterinario relatado pelos tutores, o elevado nimero de cées
observados em algumas residéncias também podem contribuir para a transmissdo e
disseminacdo de outras patologias e ectoparasitos associados aos sinais clinicos
observados.

Os sinais clinicos que podem ocorrer nos cées com infecgdo por Leishmania sp.
(ALMEIDA et al., 2005; AGUIAR et al., 2007; STEINDEL et al., 2013), ndo foram
observados nos cdes sorologicamente positivos neste estudo; a excecdo de uma cadela
que apresentava, segundo o tutor, dificuldade em ganhar peso.

Alguns autores estimam que 0s casos assintomaticos representem 50% a 60% do
total de animais infectados (ALVAR et al., 2004; MACHADO et al., 2007), Esta
informacg&o reforca a importancia da utilizagdo de novas técnicas que identifiquem
reservatorios e vetores em programas de investigacdo epidemiologica (KATO et al.,
2010).
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A prevaléncia observada neste estudo (1%) esta bem abaixo das observadas por
outros autores quando pesquisaram a ocorréncia de Leishamania sp. em cées no
municipio de Porto Alegre/RS e obtiveram 3,5% de amostras positivas por meio da
técnica de RIFI (JESUS, 2006) e 30,5% utilizando ELISA (IESBICH, 2008). Essa
diferenca na ocorréncia de positividade pode ser explicada pela especificidade
apresentada pelo antigeno utilizado no presente estudo (Leishmania chagasi).

Em areas endémicas no Brasil, como em Poxoréo/MT (7,8%), Cuiaba/MT
(8,4%), Itaipu/RJ (11,9%) e Aracatuba/SP (12%) foram observados valores de
soropositividade superiores as obtidas neste estudo (AZEVEDO et al.,, 2008;
MADEIRA et al., 2000; CAMARGO-NEVES et al., 2001; ALMEIDA et al., 2009).
Em regides endémicas para LVC, é possivel observar prevaléncias nos animais entre
60-80%, e mesmo apesar da alta prevaléncia de infeccdo, os animais podem ser
assintomaticos ou apresentar quadros de intensidade variavel (LACHAUD et al. 2002).
Uma detalhada avaliagdo clinica seguida de testes altamente sensiveis sdo eficazes para
a identificacdo de cdes com LVC, tanto em areas endémicas como em areas silenciosas
(VERAS et al., 2014). Segundo Sassaki et al. (2011), a utilizacdo de associacdo de mais
de uma técnica como ferramenta para o diagnéstico de LV, aumenta a eficacia do
processo.

O encontro da LVC em Porto Alegre/RS gera grande preocupacéo, devido a falta
de conhecimento da real dispersdo da doenca, dindmica de transmissdo na area,
conhecimento do vetor, reservatorios silvestres e até mesmo em relacdo a populagéo
canina que esta sendo exposta ao risco de infeccdo. Este desconhecimento pode
contribuir para a expanséo abrupta da doenca diferentemente do que ocorre em regides
endémicas (BORGES et al., 2014). Tal fato também pode estar se repetindo em outras
cidades do Brasil, principalmente devido ao desenvolvimento e ampliacdo das redes
rodoviarias, da popularizacdo das viagens o que aumenta o transito de pessoas e seus
animais domésticos intensificando assim, o risco de dispersdo, ndo s6 da LVC, mas
como de outras doencas infecciosas para areas ndo endémicas.

Os primeiros casos da ocorréncia de LVC em Floriandpolis/SC ocorreram em
trés cdes com sintomatologia clinica compativel (FIGUEIREDO et al.,, 2012).
Utilizando os métodos de RIFI e ELISA, observou-se 1,37% de cdes soropositivos
naquela cidade (STEINDEL et al., 2013). Os valores sdo semelhantes aos observados
neste estudo, e € importante salientar que Rio Grande do Sul e Santa Catarina foram o0s

ultimos a apresentarem casos caninos dentro do territdrio nacional, 0 que comprova a
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expansdo da LVC. Na regido oeste do estado do Rio Grande do Sul, onde foram
identificados os primeiros casos de LCV, Tartarotti et al., (2011) constatou 20,8% de
positividade em cées utilizando o método de ELISA, colocando em evidéncia grande
importancia para o transito de animais na regido e para todo o estado.

Algumas ferramentas poderiam reduzir esse tipo de dispersédo, como: o controle
mais rigido do trénsito de cdes de areas endémicas, implementacdo do diagnostico
soroldgico obrigatorio, notificacdo compulsoria de casos caninos positivos. Além disso,
medidas educativas para sensibilizar tutores de cédes e veterinarios da rede publica e
privada também contribuem na tentativa de minimizar esse problema (FIGUEIREDO et
al., 2012).

Neste sentido, € de extrema importancia que a vigilancia entomoldgica e
epidemioldgica voltadas para LVC sejam implementadas nas areas indenes, com intuito
de detectar a presenca do vetor e/ou a enzootia canina antes da instalagdo do ciclo
antropozoondtico, auxiliando a ado¢do de acBes que visem impedir a ocorréncia da
doenca em humanos e a preparacédo dos servicos de saude e da populagdo para combater
0 problema.

Tendo em vista que a técnica de ELISA é o teste de referéncia e que o teste TR-
DPP® esta sendo implantado pelo Ministério da Satde para o diagndstico de LVC, a
comparacao de desempenho de ambos os procedimentos é imprescindivel para estudos
epidemioldgicos.

Em estudo realizado com cdes no municipio de Sdo Pedro/SP, onde os casos de
LV séo recentes, observou-se uma concordancia de 74,53% entre os resultados positivos
e de 68,7% entre os negativos das de ELISA e TR-DPP® (OLIVEIRA et al., 2010).
Embora no presente estudo apenas trés amostras tenham apresentado resultados
positivos, foi possivel verificar uma concordancia dos resultados tanto nas amostras
positivas, quanto nas negativas.

Em estudo realizado com cées em Cuiab4/MT, o teste TR-DPP® demonstrou ser
um bom preditor de doenca e infeccdo para LVC, apresentando os melhores resultados
de sensibilidade e especificidade quando comparado aos testes de ELISA e RIFI (De
SANTIS et al., 2013). De Lima et al. (2010), utilizando o TR-DPP® para o diagnéstico
em cdes, obtiveram sensibilidade de 100% e especificidade de 92% para LVC.
Entretanto, em estudo realizado em area endémica para LVC, observou que o kit TR-
DPP® teve melhores resultados para detectar animais positivos sintomaticos (98%) do

que assintomaticos (47%) (GRIMALDI et al., 2012). Esse resultado é extremamente
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importante, visto que cdes assintomaticos tem importante papel na transmissao
zoondtica.

Alguns autores relatam que o teste de ELISA que utiliza parasitos inteiros ou
lisados brutos, podem apresentar falhas e alguns resultados insatisfatorios como reacdes
cruzadas com outros parasitos (VERAS et al., 2014). No presente estudo foi utilizado
esse molde de antigeno (lisado), e os resultados concordantes com o teste de cartdo
demonstraram-se plenamente satisfatorios. A existéncia de rea¢des cruzadas com outros
agentes ndao foram investigadas, mas fazem parte das perspectivas da pesquisa. Uma
alternativa para contornar esse problema seria a utilizacdo de antigeno baseado em
fragOes do parasito, como o ligante fucose-manose (FML) (CANDIDO et al., 2008).

O conjugado anti-IgG de cdo utilizado reconhece a cadeia pesada do anticorpo
que pode apresentar variacGes de sequencia de aminoacidos em diferentes espécies ou
mesmo em diferentes isotipos de uma mesma espécie (SILVA et al., 2005; GARCIA,
2009). Outra opgdo seria utilizar a Proteina A como conjugado da reacdo, visto que
possui alta afinidade pelos anticorpos de classe 1gG presentes no soro de animais em
resposta a reacdo (LIMA et al, 2005). Segundo Alvarenga (2012), determinar a
diversidade genética permite tracar a dispersdo do parasito, auxilia no desenvolvimento
de novas técnicas de diagndstico, terapéutica e vacinas, todos esses de grande
importancia para o controle da LV.

Seixas et al. (2012), realizaram estudo no litoral norte da Bahia, uma area de
transmissdo ativa do protozoario e ao analisarem possiveis fatores de risco para a
infeccdo, concluiram que idade, sexo e ragdo ndo teriam influencia sobre a positividade
dos animais, porém a procedéncia dos animais pode influenciar.

Importante salientar que os felinos também podem participar no ciclo da LV e
precisam ser melhor estudado sobre sua importancia epidemiolégica (SERRANO et al.,
2008). Em estudo realizado no municipio de Aragatuba/SP, Bresciani et al. (2010),
evidenciaram a necessidade de mais pesquisas em felinos com relagdo a sua resposta
imune diferenciada frente ao parasito. Este fato ganha importancia pela observacao de
felinos errantes na regido de Porto Alegre investigada no presente trabalho.

Embora em 2011 a comercializacdo e o uso das vacinas contra LVC tenha sido
deferida pelo MAPA (BRASIL, 2011), este metodo ainda é controverso, uma vez que
ndo foi comprovado por meio do xenodiagnostico, que cdes vacinados ndo sao
transmissores da enfermidade a vetores. Silva et al. (2012) relata a ocorréncia de um céo

submetido ao protocolo de vacinacdo de acordo com fabricante, e 0 mesmo foi
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diagnosticado com LVC, apresentando formas amastigotas no aspirado de lifonodos.

Devido a grande expansdo que a LV demonstrou nos ultimos anos, os estados da
regido sul do Brasil ganharam destaque frente ao Ministério da Saude, ganhando
reforcos com relacdo a vigilancia epidemiologica em regides consideradas indenes e na
identificacdo de casos suspeitos e posterior notificagdo (FREHSE et al., 2010). Se faz
necessario que esses esforcos continuem, para que Nnovos €asos Suspeitos sejam
identificados e se faca a devida relagdo com a ocorréncia dos fleb6tomos.

Na regido dos casos positivos, ainda ndo existe o relato da presenca da L.
longipalpis ou L. cruzi, esse fato reforga a grande necessidade de mais estudos na regido
para conseguir comprovar o fleb6tomo participante do ciclo.

A realizacdo de inquéritos sorologicos em cédes, como neste trabalho, pode ser
considerada de grande valia para o controle do reservatdrio canino. Esta identificacdo de
casos serve como ferramenta para direcionar as agdes profilaticas necessarias (BRASIL,
2006; BORGES et al., 2014).
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CONCLUSOES

A populacdo canina estudada € criada em condicGes que favorecem a
ocorréncia de Leishmaniose visceral canina.

Embora a prevaléncia de anticorpos contra Leishmania (L.) chagasi
observada seja baixa, existe ambiente propicio para transmissdo deste
protozoario entre cdes e a populacdo humana no municipio de Porto Alegre,
RS.

Embora os resultados das técnicas de ELISA e TR-DPP® tenham sido
concordantes nas condic¢Bes deste experimento, 0 baixo nimero de amostras

soropositivas ndo permitiu concluir sobre o seu desempenho comparativo.
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APENDICE A

Termo de Livre Consentimento

Este projeto tem por objetivo estudar a prevaléncia de soropositivos para
Leishmania (L.) chagasi, em uma amostra representativa da populacdo de caes de Porto
Alegre. O parasito é causador da Leishmaniose visceral, doenga que afeta animais
silvestres, domésticos e o homem. E transmitida por um flebotomineo conhecido como
Mosquito Palha, Birigui ou Cangalhinha. O parasito pode estar “alojado” no organismo
de alguns animais de estimag@o, sem que 0S mesmos apresentem qualquer sinal ou
sintoma da doenca, e estes tornam-se entdo um risco de transmissdo para 0S seres
humanos. Na realizacdo deste estudo sera necessaria a coleta de sangue de cdo
selecionado, visando realizagdo de exames laboratoriais para diagnostico de
soropositividade da doenca. Estes exames ndo implicam em custos para o proprietario
do animal, assim como, ndo implicam em risco de vida para 0s animais.

A partir destas informacdes, aceito o convite de participar dessa pesquisa e
autorizo a coleta de sangue do céo selecionado para que se processem 0S exames
necessarios.

Isto posto, declaro que fui informado satisfatoriamente sobre os objetivos e
justificativas dessa pesquisa e sobre o risco, procedimento e beneficios envolvidos na
realizacdo da mesma. As informag6es que eu fornecer permanecerdo confidenciais e s6
serdo utilizadas com objetivo cientifico, podendo eu retirar do estudo o cdo pelo qual
sou responsavel a qualquer momento.

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

esclarecimentos a qualquer momento.

Porto Alegre, de de 20 :




Assinatura do entrevistado

M.V Mariana Caetano Teixeira
Pesquisadora Responsavel. CRMV/RS 8970
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DO RS
CENTRO ESTADUAL DE VIGILANCIA EM SAUDE

PROTOCOLO DE INVESTIGACAO DE LVC

Dados Gerais

1- N° da Amostra: 0|0

2- Data de Coleta: / / |20 ] 1

3- Nome do Animal:

4- Nome do Proprietério:

5- Logradouro (Rua, Avenida...)

[ J-Area Urbana [ ]-Area Rural

Ne:

6- Localidade ou Bairro:

7- Complemento:

8- Ponto de Referéncia:

9-Cidade:

10-Fone:

b~
N—




11- GPS: Latitude 'S’

, Longitude 'W'

12-UF:

Dados do Animal

13- Raga: [ ]-SRD [ ]-Outros:

14- Sexo: [ ]-Macho [ ]-Fémea 15- Tipo de Pelagem: [ ]-Curto

16- Cor Predominante da Pelagem: 17- Cor secundaria da pelagem:

18- Vacinacdo: [ ]-Ndo [ ]-SIM [ ]-Contra Leishmaniose

19- Idade: [ ]-Até 12 meses [ J-Acimade 1 ano até 7 anos [ ]-Acima de 7 anos

[ J-Longo

20- Uso de Medicamento: [ ]-Sim [ ]-Néo

21 - Qual Medicamento:




MEDICO VETERINARIO RESPONSAVEL PELA COLETA

22- Nome:
23-Numero do CRMV: 25- O Médico Veterinario atua como...
[ ]-Servidor Municipal [ ]-Veterinario Privado
23- Telefone: [ 1-Servidor Estadual [ 1-Voluntario
24: Assinatura ou Rubrica: [ ]-Militar

PILVC-SES Pg: 01



SINAIS E SINTOMAS

26- Estado Geral:
[ ]-Bom [ ]-Regular[ ]- Ruin

[ J-Ausente [ ]-Leve[ ]- Severo

27- Desitratacao: - - -

28- Mucosas:

[ J-Hipocoradas [ ]-Normocoradas [ ]- Hiperémicas [ ]-Ictéricas

29- Perda de Apetite:
[ I-Sim [ ]-Nao

30- Emagrecimento:
[ ]-Sim [ ]-Néao

33- Disturbios Urinarios:
[ ]-Sim [ ]-Néao

37- Descamacdo Cutanea
Furfurécea
[ ]-Sim [ ]-Néo

41- Paresia dos Membros
Posteriores:
[ ]-Sim [ ]-Néo

45- Esplenomegalia:
[ I-Sim [ ]-Néao

34- Alopecia Local:
[ ]-Sim [ ]-Néao

38- Pélo Opaco:
[ ]-Sim [ ]-Nao

42- Dor a Palpagao
Renal:
[ ]-Sim [ ]-Néo

46- Adenite:
[ 1-Sim [ ]-Nao

31- Caquexia:
[ ]-Sim [ ]-Néao

32- Apatia:
[ 1-Sim [ ]-Néao

35- Alopecia Generalizada:

[ ]-Sim [ ]-Nao

36- Epistaxe:
[ ]-Sim [ ]-Nao

39- Ulceras Crostosas:

[ I-Sim [ ]-Néo

43- Alteragdes
Oftalmicas:
[ ]-Sim [ ]-Néo

40- Onicogrifose:
[ I-Sim [ ]-Néo

44- Edema de
Membros:
[ ]-Sim [ ]-Néo

47- Hepatomegalia:

[ 1-Sim [ ]-Néao

48- Artralgia:
[ I-Sim [ ]-Néao

49- Outras Localizacbes de Lesdes:




INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS

50- Onde Nasceu o Animal:

[ ]- Residéncia
[ ]-Outra - Qual?

51-Onde foi criado 0 animal?

[ - Residéncia
[ ]-Outra - Qual?

52- O cao desloca-se:

[ ]Ndo

[ ]Sim-Onde?

53- Domicilio:

[ 1- Area Urbana
[ 1-Area Rural

[ ]-Regido de Mata

54- Ambiente do Animal

[ ]-Dentro de Casa
[ ]-Quintal
[ J-Acesso a Rua

[ 1-Sim
Quais?

55- Convive com Outros Animais
[ 1-Néo

56- Algum Morador com
Leishmaniose Visceral?

[ 1-Sim [ ]-Nao
Quantos?

[ ]-Sim

57- Algum Caso Ja Confirmado
de Animal com Leishmaniose Visceral?
[ ]-Néao

58- O Animal Continua na Residéncia?

[ 1-Sim [ ]-Nao

Residéncia: [ ]Sim [ ] Naéo

Vizinhanca: [ ]Sim [ ]Néo

Qual o Destino?

TIPO DE MATERIAL COLETADO

59- Biopsia:

[ ]-Pele da Orelha
[ 1-Pele da Escapula
[ ] Aspirado de Medula Ossea

[ ] Aspirado Ganglionar

[ ]-Lesdo

[ ]-Néo Coletado

[ ]-Sim

60- Sangue:
[ ]-Nao

[ ]Outros:

61- Material de Necrépsia:
[ 1Baco[ ]Figado




OBSERVACOES: TRANSPORTE DE MATERIAIS

62- Soro: Envia-lo Resfriado ao Laboratério
63- Material de Necrdpsia ou Biopsia: Envia-lo congelado ao laboratério
Observacédo: Outras possibilidades de conservacao devem ser pré acordadas com o laboratdrio

SOLICITACAO AO LABORATORIO

64- [ ] Soroldgico
65- [ ] Parasitologico
66- [ ] Tipificacdo de Leishmania

Duvidas: Entrar em contato com CEVS - fone: 3901 1108 ou LACEN - fone: 3288 4040

PILVC-SES Pg: 02




